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DESCRIPCION

Virus oncolitico.

La presente invencion se refiere a un agente terapéutico novedoso contra el cancer. Mds especificamente, esta
invencion se refiere a virus que infectan selectivamente e inhiben el crecimiento de las células tumorales.

Se conoce el uso de bacterias oncoliticas, o composiciones de bacterias oncoliticas, para combatir neoplasmas en
seres humanos y animales. Por ejemplo, los documentos EP 564 121, GB 1.587.244 y U.S. 3.192.116 describen el uso
de bacterias no patégenas que dan como resultado la liquificacién y la lisis de tumores en vertebrados. Sin embargo,
en muchos casos, por ejemplo con el uso de Clostridium, los tumores s6lo se destruyen parcialmente y todavia puede
producirse el crecimiento del nuevo del tumor. Para garantizar el control del crecimiento del tumor, se ha sugerido
la administracién de bacterias, seguido por farmacos quimioterdpicos, por ejemplo S-fluorodesoxiuridina o agentes
alquilantes (por ejemplo, el documento GB 1.069.144).

También se ha demostrado que varios virus muestran propiedades tumoricidas, por ejemplo el parvovirus H-1
(Dupressoir et al., 1996. Cancer Res, 49: 3203-3208), el virus de la enfermedad de Newcastle (Reichand et al., 1992.
J. Surg. Res, 52: 448-453) o vectores retrovirales que contienen genes de susceptibilidad a farmacos (Takamiya et
al., 1993. J. Neurosurg, 79: 104-110). Los documentos W097/26904 y W096/03997 describen un virus herpes simple
mutante (VHS-1761) que inhibe el crecimiento de células tumorales. La administracién de VHS-1716 que comprende
una delecién de 759 pares de bases en cada copia de y34.5 de la region de repeticion larga (R.) a células tumorales
elimina estas células. Sin embargo, este virus es especifico para células neuronales, ya que se sabe que el VHS habita
selectivamente en el sistema neuronal. Ademads, el uso de patégenos humanos comunes, tal como un virus oncolitico
estd limitado, ya que es probable que la poblacién general se haya infectado y haya adquirido una respuesta inmunitaria
a estos virus. Una respuesta inmunitaria preexistente a una cepa viral similar a la utilizada como agente terapéutico en
el tratamiento de un cdncer puede atenuar la eficacia del virus como agente terapéutico.

Se ha notificado que otras cepas de virus tienen actividad oncolitica. Se cree que el adenovirus humano ONYX-
015 (producido por ONYX pharmaceuticals) se replica preferentemente en células tumorales negativas para p53. Este
virus es prometedor en ensayos clinicos con pacientes con cdncer en cabeza y cuello (Kirn, D., T. et al., Nat Med,
1998.4: 1341-1342). Oncolytic Biotech esta desarrollando el reovirus tipo 3 como agente terapéutico contra el cancer,
que crece preferentemente en células PKR-/- (proteina cinasa dependiente de ARN) (Yin, H. S.,. J Virol Methods,
1997. 67:93-101; Strong, J. E. y P. W. Lee,. J Virol, 1996.70: 612-616; Strong, J. E., et al., Virology, 1993. 197:405-
411; Minuk, G. Y., et al., J Hepatol, 1987. 5:8-13; Rozee, K. R., et al., Appl Environ Microbiol, 1978. 35:297-300).
Los reovirus de tipo III mostraron propiedades de replicacion aumentadas en células que expresaban el oncogén ras
mutante (Coffey, M. C., et al., Science, 1998. 282:1332-1334; Strong, J. E., et al., Embo J, 1998. 17:3351-1362).
Mundschau y Faller (Mundschau, L. J. y D. V. Faller, J Biol Chem, 1992. 267:23092-23098) han demostrado que
el producto del oncogén ras activaba un inhibidor de la PKR, y esto se asocié a la observacion de que el inhibidor
quimico de la PKR, 2-aminopurina, aumentaba el crecimiento de Reo de tipo III en células normales, lo que implica
que PKR es un regulador critico del crecimiento de los reovirus.

El documento WO 99/04026 ensefia el uso de VEV (virus de la estomatitis vesicular) como un vector en la terapia
génica para la expresion de una amplia variedad de productos, incluyendo anticuerpos, inmundgenos, toxinas, etc.
para el tratamiento de una variedad de trastornos de enfermedad.

Los interferones son factores circulantes que se enlazan a los receptores de la superficie de la célula activando
una cascada de sefializaciéon que conduce en tltima instancia a una cantidad de respuestas bioldgicas. Dos de las
consecuencias de la sefializacion del interferén estdn estrechamente relacionadas con: (1) una respuesta antiviral y (2)
la induccidn de sefales apoptéticas y/o inhibidoras del crecimiento.

La patente estadounidense No. 4.806.347 describe el uso del interferén y y de un fragmento de IFN-y (conocido
como Ada?2) contra células tumorales humanas.

El documento WO 99/18799 informa acerca de la actividad citotoxica del virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV) y del virus Sindbis hacia varias células cancerigenas humanas. Sin embargo, ambos virus demostraron selecti-
vidad en su actividad citotdxica hacia las células tumorales.

El documento WO 99/18799 describe que la adicidn del interferén a células normales hace que estas células sean
resistentes al NDV, aunque este efecto no se observé con células tumorales tratadas con interferén que continuaban
mostrando sensibilidad inducida por NDV. El documento WO 99/18799 también describe la actividad citotéxica de
las células VEV frente a las células KB (carcinoma de cabeza y cuello) y HT 1080 (fibrosarcoma), y el alivio de la
citotoxicidad en células normales y tumorales, mediante VEV, en presencia del interferén. No se probaron otros tipos
celulares frente a la actividad citotdxica de VEV.

Se ha informado acerca de ciertas cepas mutantes de VEV. Stanners, et al., Virology (1987) 160(1): 255-8. Fran-
coeur, et al., Virology (1987) 160(1): 236-45. Stanners, et al., J. Gen. Virol. (1975) 29 (3): 281-96. Stanners, et al.,
Cell (1977) 11 (2): 273-81.
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WO 99/64068 describe virus atenuados de hebra negativa con actividad antagonista alterada del interferén para
uso como vacunas y compuestos farmacéuticos.

WO 93/18790 describe una vacuna que contiene virus vivos, para terapia de enfermedades virales y neoplasias.

La presente invencion estipula el uso de un virus para la fabricacién de un medicamento para reducir la viabilidad
de una célula tumoral en un individuo mamifero, en donde el virus es una cepa atenuada del virus de la estomatitis
vesicular, en donde el virus estd contenido en una célula infectada con el virus, y en donde la célula tumoral es un
carcinoma.

En una modalidad, la célula tumoral es un carcinoma de préstata o un carcinoma de ovario.

En una modalidad, se selecciona el virus entre la cepa M1 del virus de la estomatitis vesicular, la cepa M2 del
virus de la estomatitis vesicular, la cepa M3 del virus de la estomatitis vesicular, la cepa M4 del virus de la estomatitis
vesicular, la cepa M5 del virus de la estomatitis vesicular.

En una modalidad, la célula tumoral es una célula cancerosa hematopoyética, un melanoma, un sarcoma, un tumor
neuroendocrino, un carcinoma de pulmén o un carcinoma de colon.

En una modalidad, el individuo mamifero es un mamifero humano o no humano.

En una modalidad, la linea celular infectada con virus es para administracion a un individuo por medio de una ruta
seleccionada entre intratumoral, intravenosa o intraperitoneal.

En una modalidad, el virus tiene una secuencia de acido nucleico del gen N que codifica para la misma secuencia
de aminodcidos de la proteina N que la secuencia de ADNc del gen N para las cepas M2, M3 o M4 del virus de la
estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 14.

En una modalidad, el virus tiene una secuencia de 4cido nucleico del gen P que codifica para la misma secuencia
de aminodcidos de la proteina P que la secuencia de ADNc del gen P para las cepas M2, M3 o M4 del virus de la
estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 16.

En una modalidad, el virus tiene una secuencia de dcido nucleico del gen M que codifica para la misma secuencia
de aminodcidos de la proteina M que la secuencia de ADNc del gen M para las cepas M3 o M4 del virus de la
estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 18.

En una modalidad, el virus tiene una secuencia de dcido nucleico del gen G que codifica para la misma secuencia
de aminodcidos de la proteina G que la secuencia de ADNc del gen G para las cepas M2, M3 o M4 del virus de la
estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 20.

En una modalidad, el virus tiene una secuencia de dcido nucleico del gen L que codifica para la misma secuencia de
aminodcidos de la proteina L que la secuencia de ADNc del gen L para las cepas M2 o M4 del virus de la estomatitis
vesicular, como se muestra en la Figura 22.

La presente solicitud describe una nueva terapia contra el cdncer. Mds especificamente, esta invencion se relaciona
con el uso de virus que infectan selectivamente e inhiben el crecimiento de una célula tumoral, como se define en las
reivindicaciones.

Esta solicitud también describe un uso en donde la poblacion de células es tratada con interferén antes de adminis-
trar el virus.

La solicitud describe un método para identificar un tumor susceptible de ser tratado con un virus, que comprende:
(a) dividir una muestra que contiene células del tumor en una primera porcién y en una segunda porcion; (b) tratar la
primera porcién con el virus; y (c) determinar si el porcentaje de células muertas en la primera porcién es superior que
aquella en la segunda porcién, en donde el tumor es susceptible de tratamiento con el virus si el porcentaje de células
muertas en la primera porcion es superior que aquella en la segunda porcion.

Esta solicitud describe un método para identificar un tumor susceptible de ser tratado con un virus, que comprende:
(a) dividir una muestra que contiene células del tumor en una primera porcién y en una segunda porcién; (b) tratar la
primera porcién con el virus y una cantidad de interferén suficiente para mejorar la supervivencia de las células que
responden al interferén en presencia del virus, y tratar la segunda porcidn con el virus en ausencia de interferén; y (c)
determinar si el porcentaje de células muertas en la primera porcidn es superior que aquella en la segunda porcién, en
donde el tumor es susceptible de tratamiento con el virus si el porcentaje de células muertas en la primera porcién es
superior que aquella en la segunda porcidn.

La solicitud describe un mutante VEV, caracterizado porque el mutante VEV se desarrolla pobremente en células
que responden al interferén. Tales cepas son también denominadas aqui como cepas atenuadas de VEV, o cepas de
VEV que se desarrollan pobremente en células que responden al interfer6n. Se las puede identificar por su produccién
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de placas mas pequefias en monocapas de células que responden al interferén que en células que no responden al
interferén, como se describe mds adelante. Las cepas atenuadas de VEV pueden ser identificadas también por tener
un LD50 superior cuando se las administra en forma intranasal a ratones PKR+/- comparadas con WT Indiana, en el
ensayo descrito més adelante.

La solicitud también describe un método para aislar VEV utilizando una matriz de afinidad, que comprende la
adicién de la VEV a la matriz de afinidad para producir VEV enlazada, lavando la VEV enlazada, y eluyendo la VEV
de la matriz de afinidad. También se describe en la presente solicitud una VEV modificada que comprende una proteina
de fusién no nativa sobre la superficie exterior del virus. La proteina no nativa puede ser una proteina de fusién que
contiene una etiqueta de afinidad y una proteina viral envolvente, o se la puede derivar de una célula productora.

La presente solicitud también describe moléculas aisladas de acido nucleico (ADN o ARN) que tienen una secuen-
cia que codifica para proteinas del VEV mutante y secuencias complementarias a la misma. Tales moléculas de 4cido
nucleico pueden utilizarse en la preparacién de un VEV recombinante o como vacuna de ADN.

Hay varias ventajas para el uso de un virus tal como se describe en el presente documento como virus terapéutico
en relacion con otros virus:

. Los rabdovirus no son patégenos humanos comunes. Por ejemplo, el VEV se encuentra principalmente
en insectos, roedores y animales de granja domésticos y, por tanto, una gran proporcién de individuos
no se habran infectado o inmunizado frente a la infeccion por VEV. Por otra parte, los adenovirus o los
reovirus son patégenos humanos y la mayor parte de la poblacién general se ha infectado y ha adquirido
una respuesta inmunitaria frente a ambos virus. Una respuesta inmunitaria preexistente a una cepa viral
similar a la utilizada como agente terapéutico en el tratamiento de un cancer puede atenuar la eficacia del
virus como agente terapéutico;

. El VEV se replica mucho mas rdpidamente que los adenovirus o los reovirus, y puede concentrarse facil-
mente hasta titulos altos. La produccién de preparaciones de virus de titulo alto es una limitacién significa-
tiva de otras posibles cepas virales terapéuticas;

. El VEV es un virus simple que comprende sélo cinco genes, facilmente tratable mediante manipulacién
genética. Tal sistema no estd actualmente disponible para reovirus;

. La infeccion celular mediante VEV responde enormemente a los agentes quimicos adicionales tales como
el interferén, una caracteristica que potencia su valor terapéutico;

. El VEV tiene un amplio intervalo de huéspedes y puede infectar a la mayoria de los tipos de células huma-
nas, mientras que otros virus son mds limitados en cuanto a los tipos de células que puede infectar;

. El VEV es un virus ARN vy la totalidad de su ciclo de vida transcurre en el citoplasma. Por tanto, supone
menos peligro de integracién no deseada en el genoma de un paciente.

Colectivamente, estos atributos del VEV proporcionan ventajas significativas sobre el uso de los otros virus que se
sabe que muestran actividad oncolitica.

Este resumen de la invencion no describe necesariamente todas las caracteristicas necesarias de la invencidn sino
que la invencidén puede residir también en una subcombinacién de las caracteristicas descritas.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invencion se hardn mds evidentes a partir de la siguiente descripcion en la que se
hace referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 muestra una representacion esquematica general de la cascada del interferdn.

La figura 2 muestra el efecto del VEV sobre fibroblastos humanos normales, la linea celular de melanoma humano
SK-MELS3, LNCaP, una linea celular de cincer de prostata y la célula de carcinoma de ovario A2780, en presencia y
ausencia de interferén tal como se determina mediante un ensayo de cpe (efecto citopético) modificado. Se infectaron
monocapas de células en una MOI (multiplicidad de infeccién) de 0,1 ufp (unidades formadoras de placa) en una placa
de 12 pocillos. A tiempo 0 y cada 12 horas posteriormente hasta las 48 horas, un pocillo de células infectadas se fijé
con 0,5 ml de fijacion Leukostat durante 2 minutos. Al final del experimento, las monocapas se tifieron con tinciones
de Leukostat.

La figura 3 muestra el efecto citopatico del VEV en células de fibroblastos normales (figura 3 (a)), y lineas celulares
de tumor, incluyendo células tumorales de ovario (figura 3 (b)) y células tumorales KB (figura 3 (c)).
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La figura 4 muestra el efecto del VEV sobre fibroblastos humanos normales co-cultivados con células tumorales
293T durante un periodo de 24 horas. Los co-cultivos se infectaron a una MOI de 0,1 ufp/célula y se permitié que
la infeccién continuara en presencia (IFN+) o ausencia (IFN-) de interferén. Los cultivos se tifieron con anticuerpos
frente al antigeno T grande (nticleos rojos) para detectar las células 293T y con DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol)
(nucleos azules) que tifien todos los tipos de células.

La figura 5 muestra el efecto del VEV in vivo sobre tumores implantados dentro de ratones desnudos. Se implanta-
ron células de melanoma humano dentro de ratones desnudos y, o bien se les inyect6 una simulacién (VEV (-)), se les
inyect6 el VEV de tipo natural (datos no presentados), o se les inyectaron células de melanoma adicionales infectadas
in vitro con VEV durante una hora antes de la inyeccidn en el sitio del tumor de VEV (+)). El tamaifio de los tumores
se determind durante un periodo de 7 dias.

La figura 6 muestra las tlceras formadas sobre un tumor producidas dentro de un ratén desnudo, tal como se
describe en la figura 5.

Figura 7: VEV y células infectadas con VEV inhiben el crecimiento de xenoinjertos de melanoma humano en
ratones desnudos.

Figuras 8A y 8B: Los ratones PKR-/- son extremadamente sensibles a la infeccién intranasal por VEV y demues-
tran una deficiencia en la resistencia mediada por el IFN.

Figura 9: El interferén puede proteger a ratones desnudos que llevan un xenoinjerto durante el tratamiento con
VEV.

Figuras 10A y 10B: Produccién de virus a partir de células tumorales y células normales infectadas con la cepas
de VEV natural de tipo Indiana y varias cepas de VEV mutantes.

Figura 11: Las células malignas se eliminan rdpidamente tras la infeccién por VEV (WT Indiana (tipo natural
Indiana)) y no estan protegidas mediante el IFN-a.

Figura 12: VEV indujo un efecto citopatico visible en células de melanoma humano pero no en células humanas
primarias o sin IFN-a.

Figura 13: Eficacia de una dosis intravenosa tinica del VEV mutante en el tratamiento de xenoinjertos de melanoma
humano en ratones desnudos.

Figura 14: Secuencia de ADNc de la proteina N de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 15: Secuencia de aminodcidos de la proteina N de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 16: Secuencia de ADNc de la proteina P de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 17: Secuencia de aminodcidos de la proteina P de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 18: Secuencia de ADNc de la proteina M de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 19: Secuencia de aminoécidos de la proteina M de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 20: Secuencia de ADNc de la proteina G de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 21: Secuencia de aminoécidos de la proteina G de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 22: Secuencia de ADNc de la proteina L de los VEV de tipo natural y mutante.

Figura 23: Secuencia de aminoécidos de la proteina L de los VEV de tipo natural y mutante.
Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente solicitud describe un agente terapéutico novedoso contra el cancer. Mas especificamente, esta invencién
se refiere al uso virus que infectan selectivamente e inhiben el crecimiento de las células tumorales, como se define en
las reivindicaciones.

Las células cancerigenas obtienen una ventaja de supervivencia con respecto a sus homélogas normales al adquirir
mutaciones en las rutas apoptéticas o de inhibicion del crecimiento y, en el caso de los interferones, lo harfan asi a
expensas de mecanismos de defensa antivirales criticos. A medida que las células tumorales obtienen una ventaja de

crecimiento significativa mediante la mutacién de los genes de respuesta al interfer6n, serdn mas susceptibles a la
infeccion viral.
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Por “reduccién de la viabilidad” de una célula tumoral se quiere decir o bien la muerte de la célula tumoral o bien
la limitacién de su crecimiento durante un periodo de tiempo.

Por “no es un patégeno humano comuin” se quiere decir un virus que se encuentra principalmente en huéspedes
no humanos, por ejemplo, pero sin limitarse a insectos, roedores y animales de granja. Tales virus no se encuentran
normalmente dentro de la poblacién humana general.

Tal como se usa en el presente documento Mutante I, Mutante 1, Mut 1 y MI se refieren a la cepa T1026 mutante
atenuada. Mutantes I, ITI, IV y V (y la nomenclatura variante andloga a Mutante I) se refieren a los mutantes T1026R,
TP3, TP6 y G31 atenuados, respectivamente.

El agente terapéutico novedoso contra el cancer para uso en la presente invencién incorpora una cepa atenuada del
virus de la estomatitis vesicular (VEV) que apunta selectivamente a las células tumorales y conduce a su destruccion.
Por un derivado del VEV, se quiere decir un virus VEV obtenido o bien seleccionando el virus bajo diferentes condi-
ciones de crecimiento, o bien uno que se ha sometido a una diversidad de presiones de seleccidn, o bien uno que se
ha modificado genéticamente utilizando técnicas recombinantes conocidas en la técnica. Por ejemplo, lo que no debe
considerarse como limitante en modo alguno, un derivado de VEV puede incluir un VEV mutante seleccionado tras
la infeccién en una célula humana que se ha tratado con interferén tal como se describe en el presente documento, o
un VEV que muestra una etiqueta de afinidad util para la purificacién por afinidad.

La eficacia de la inhibicién por parte del virus oncolitico del crecimiento de la célula tumoral reside en parte en
la sensibilidad diferencial de las células tumorales, en comparacion con las células normales, a la infeccién viral. Sin
desear adherirse a ninguna teoria, la sensibilidad diferencial puede deberse en parte a la regulacién por disminucién
o a la inactivacién de factores dentro de una célula que en caso contrario funcionan para proteger a la célula del
crecimiento de tumores y de la infeccién por virus. Ejemplos de factores que cuando se inactivan dan como resultado
el crecimiento de células tumorales, y que también estdn implicados en mediar la infeccién por virus, incluyen pero
sin limitarse a PKR (cinasa dependiente de ARN de doble cadena) y PML (gen de la leucemia promielocitica), sin
embargo, debe entenderse que otros factores también pueden desempefiar un papel.

Se sabe que la regulacion por disminucion o la inactivacién de la PKR, mediante una variedad de mecanismos que
incluyen, pero sin limitarse a, los mediadores relacionados con la PKR, estdn asociadas con el crecimiento de la célula
tumoral, mientras que las células normales muestran una PKR activa. Ademds, las células de tipo natural expuestas a
la infeccidn viral muestran una expresion elevada de PKR que da como resultado la supresién de la replicacién viral,
mientras que las células que muestran actividad de PKR reducida o ausencia de la misma, son sensibles al ataque
viral y muestran crecimiento canceroso. De manera similar, el producto génico de PML funciona como un inhibidor
tumoral y también se sabe que inhibe la replicacion viral.

Por “sensibilidad diferencial” se quiere decir una propiedad asociada con una célula que da como resultado tanto
el crecimiento de la célula tumoral como la incapacidad de la célula para inhibir la replicacién viral. Las células
que muestran sensibilidad diferencial son las candidatas preferidas para el tratamiento del crecimiento de células
tumorales utilizando el agente terapéutico contra el cdncer de la presente invencion. Esta sensibilidad diferencial
puede acentuarse mediante la adicién de uno o mds agentes quimicos antes de o durante el tratamiento de la célula
tumoral. Preferiblemente, este agente quimico aumenta la resistencia de una célula de tipo natural a la infeccion viral,
pero tiene poco o ningtn efecto sobre la respuesta de una célula tumoral a la infeccién viral. Un ejemplo, que no debe
considerarse limitante en modo alguno, de un agente quimico de este tipo es el interferén.

Por “PKR” se quiere decir una serina/treonina cinasa que muestra multiples funciones, incluyendo papeles en el
control de la traduccién del ARNm y la transcripcion génica (1,2). La cinasa alberga dos motivos de unién al ARN de
doble cadena, ARNdc, en su mitad reguladora amino terminal y un dominio cinasa catalitico en su cola carboxilica. La
unién del ARNdc al extremo amino induce un cambio conformacional en la enzima que revela y activa el dominio de
cinasa catalitico. La expresién de PKR estd inducida por varios mediadores de la PKR, incluyendo, pero sin limitarse
al interferdn.

Por “mediador de la PKR” se quiere decir proteinas o compuestos que afectan directa o indirectamente a la activi-
dad de la PKR a nivel génico o proteico e incluye tanto activadores de la PKR como inhibidores de la PKR. Ejemplos
de los activadores de la PKR incluyen, pero no se limitan a, STAT1 (véase la figura 1), el factor regulador del in-
terferén (IRF-1), y el interferén. Ejemplos de inhibidores de la PKR incluyen, pero sin limitarse a, VA RNA, p58
(IPK), factores asociados con la ruta Ras, la proteina ribosémica L18, o proteasas que degradan la proteina PKR. La
actividad de 1la PKR también puede mediarse a través de mutaciones en el gen que codifica para la PKR, o en la regién
reguladora que conduce a la expresion de PKR. Estas mutaciones pueden aumentar o disminuir la actividad de PKR.
Las mutaciones en la PKR que reducen la actividad de PKR incluyen, pero sin limitarse a, la pérdida de la capacidad
de unién al ARNdc de la PKR, o mutaciones que dan como resultado mutantes cataliticos negativos. Las mutaciones
que aumentan la actividad de PKR incluyen, pero no se limitan a, la sobreexpresion de PKR, o mutaciones que dan
como resultado una proteina PKR mas activa.

PKR regula la traducciéon mediante la fosforilacion de elF-2«, un factor que participa en el inicio de la traduccién
de proteinas. Una vez fosforilado, elF-2a-GDP, forma un complejo inactivo con elF-2B lo que da como resultado
una rapida inhibicién de la sintesis de proteinas. PKR incide sobre la transcripcioén génica indirectamente mediante la
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activacion de NF«B. Esta activacion parece llevarse a cabo mediante la fosforilacién por la PKR de una I«B cinasa (3)
que, a su vez, fosforila a I«B, lo que conduce a su destruccion dirigida.

Actividad antiviral de PKR

La infeccién de una célula por muchos tipos de virus distintos conduce a la formaciéon de ARNdc (por ejemplo,
como productos intermedios de la replicaciéon) lo que da como resultado la activacién de PKR y de sus efectores
posteriores en el sentido de 3’ (véase la figura 1). En particular, la sintesis de proteinas se termina rapidamente y
se inicia una cascada apoptética (4,5). Como resultado de la activacién de PKR, se reduce la producciéon de nuevos
viriones y se limita la diseminacién del virus por el organismo. Der ef al (12) informan de una necesidad de PKR en
la induccidn de la apoptosis celular en respuesta a una variedad de agentes inductores del estrés.

Sin adherirse a ninguna teoria, es posible que los canceres surjan como resultado de multiples mutaciones en
los genes que controlan la proliferacién celular y la apoptosis. El papel de la PKR en la regulacién de la sintesis de
proteinas asociada a sus propiedades antiproliferativas y pro-apoptdticas la convierten en una diana para las mutaciones
oncogénicas, lo que afecta directa o indirectamente a su actividad.

Tal como se describe en mds detalle en los ejemplos, una seleccion inicial de varios virus utilizando animales
PKR-/- indic6 que los animales sin PKR son susceptibles de infeccion por el virus de la estomatitis vesicular (VEV).
Se obtuvieron resultados similares in vitro, donde la infeccion por VEV avanz6 mas rdpidamente en fibroblastos
PKR-/-, cuando se comparaba con la infeccién en fibroblastos PKR +/+. Estos resultados demuestran que las células
de mamiferos requieren la PKR para resistir a las infecciones por VEV. Ademds, ciertas lineas celulares, por ejemplo,
pero sin limitarse a la médula 6sea humana primaria, eran resistentes a la infeccién por VEV, mientras que las lineas
celulares de leucemia eran sensibles a la infeccién por VEV.

Se considera que los virus relacionados con VEV, u otros virus que muestran mecanismos similares de infeccién
viral pueden identificarse como que muestran la propiedad de infectar selectivamente células con actividad PKR
reducida o ausencia de la misma. Un experto en la técnica puede seleccionar facilmente otros virus utilizando los
métodos tal como se describen en el presente documento, por su capacidad para reducir la viabilidad de las células, o
eliminar las células que carecen de actividad PKR, o células PKR-/-, animales PKR -/-, o tanto células como animales
PKR-/-.

Tal como se indica en los ejemplos mds adelante, el pretratamiento de las células con interferén reduce la capacidad
de infeccién de los virus en varios 6rdenes de magnitud. Sin desear adherirse a ninguna teoria, la adicién del interferén
puede regular por incremento la expresién de PKR dando como resultado este aumento de la resistencia a la infeccién
viral.

Debido a su potente actividad antiviral, los virus han desarrollado estrategias para sortear a la PKR. Por ejemplo, el
VIH y el virus de la hepatitis C codifican para proteinas cuya funcién es unirse y activar la PKR (6,7). Los adenovirus
codifican para pequefias moléculas de ARN (VA RNA) que se unen a, pero que no activan la PKR (8). El virus de la
gripe usurpa una proteina celular p5S8 (IPK) para inhibir la PKR, mientras que el virus de la polio inicia la degradacién
proteolitica de la PKR (9,10). El antigeno T grande de SV-40 parece funcionar en el sentido de 3’ de elF-2« para
potenciar la traduccién de proteinas, incluso en presencia de la PKR activada (10).

PKR e inhibicion tumoral

La expresion de mutantes cataliticos de PKR dominantes negativos en células NIH 3T3 conduce a su transfor-
macién en células cancerigenas y facilita su crecimiento como tumores en modelos de ratén desnudo (13,14). Se ha
observado un fenémeno similar utilizando mutantes de PKR que han perdido la actividad de unién a ARNdc. La ex-
presion inducida de PKR en S. cerevisiae conduce a la detencién del crecimiento en la levadura (un fenémeno que
puede revertirse mediante la coexpresion de una versién no fosforilable de elF-2a). Por tanto, PKR tiene actividad
anti-proliferativa y funciona como un inhibidor tumoral.

Hay varias lineas de evidencia de que PKR estd inactivada, ausente o reducida en su expresién en un amplio
espectro de canceres humanos:

. Las mutaciones de Ras oncogénicas se producen en aproximadamente el 30% de todos los tumores huma-
nos, mientras que las mutaciones en los activadores de Ras en la direccién de 5° (es decir, receptor de EGF,
receptor de Neu, receptor de PDGF) son incluso mds comunes. Mundschau y Faller (15,16) han descrito un
inhibidor de PKR inducido por Ras oncogénico. Ademads, Strong et al (17) demostraron que la activacién
de la ruta de Ras da como resultado la regulacién por disminucién de la actividad de PKR.

. La proteina ribosémica L18 estd sobreexpresada en tejidos de cdncer colorrectal primario y recientemente
se ha demostrado que se une a e inactiva la PKR (18).

* Los pacientes con translocaciones de 5q muestran una expresién disminuida de PKR (19-21). El factor 1
regulador del interferén (IRF-1) es un factor de la transcripcién con actividad de supresion de tumores, que
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se mapea en la regién cromosémica humana 5q. La transcripcidn del gen de PKR esta regulada en parte por
IRF-1.

. La PKR humana mapea en 2p21-22 y recientemente se ha identificado como el sitio de translocacién en un
caso de leucemia mielégena aguda.

. En biopsias de tumores escasamente diferenciados y altamente malignos, la proteina PKR estaba presente
a niveles muy bajos o fue indetectable (23-25).

STATI

STAT1 es un mediador esencial de la ruta del interferén y su activaciéon da como resultado una regulacién por
incremento del ARMm de PKR y de la proteina (véase la figura 1).

Hay una marcada deficiencia en el nivel/actividad de la proteina STAT1 en las lineas celulares de melanoma
resistentes al interferén y en el material de biopsia de melanoma primario (26), en una variedad de lineas de células
tumorales humanas incluyendo la leucemia mieloide, los carcinomas cervicales, el cancer de ovario y un carcinoma
de pulmén (27), y en un adenocarcinoma gastrico (28,29). Ademds, el linfoma cutdneo de células T (LCCT) es un
cancer que, en general, responde al interfer6n (sin embargo, con frecuencia se produce resistencia clinica en una parte
sustancial de los casos). Sun et al (30) han informado de que la proteina STAT1 estd ausente en una linea celular de
LCCT, lo que sugiere que el desarrollo de resistencia clinica al interfer6n puede surgir debido a mutaciones de STAT1.

PML: Gen de la leucemia promielocitica

PML es un gen inducido por el interferén que normalmente funciona como un inhibidor tumoral y un regulador
clave de la apoptosis inducida por Fas, TNFe e interferén. Recientemente, Chelbi-Alix ef al han demostrado que otra
funcién normal del producto génico de PML es inhibir la replicacién de los virus. La proteina de fusién PML-RAR
funciona como un inhibidor negativo dominante de la apoptosis inducida por el interferén y podria predecirse que
también hard que las células APL sean preferentemente sensibles a la infeccién por virus.

La regulacion por disminucién de la actividad o la proteina PKR se produce en un amplio espectro de canceres hu-
manos. Aunque las células cancerigenas logran una ventaja de crecimiento y capacidad de traduccién de la proteina sin
control mediante la eliminacion de la PKR o los mediadores de la PKR, estas células han eliminado simultaneamente
uno de los mecanismos de defensa antivirales potentes y primarios de las células. Por tanto, las células tumorales con
actividad PKR reducida serdn mds sensibles a la infeccién que sus homoélogas normales. Tal como se indic6 anterior-
mente, otros componentes (por ejemplo, STAT1 y PML) de la ruta del interferén estdn mutados frecuentemente en
los cénceres humanos, y la pérdida de su actividad dard lugar a células tumorales sensibles a la infeccidn por virus.
Esta sensibilidad diferencial constituye la base del uso de agentes terapéuticos contra el cancer basados en virus de la
presente invencion para el tratamiento del crecimiento de las células tumorales.

La seleccion de cepas de raton sin PKR con varios virus diferentes indic6 que los animales sin PKR pueden inhibir
varias infecciones virales incluyendo la del virus vaccinia, el virus de la gripe y EMCV (virus de la encefalomiocar-
ditis). Sin embargo, el virus de la estomatitis vesicular (VEV) mostré capacidad para infectar animales PKR -/-. Se
observéd que el VEV, un miembro de la familia de los rabdovirus, mataba el 100% de los animales sin PKR tras la
infeccidn intranasal por tan solo 50 particulas virales infecciosas (o unidades formadoras de placas, ufp). Por el con-
trario, se requirié un nimero mas de 20.000 veces mayor de particulas de VEV para matar a la mitad de las camadas
infectadas por el tipo natural.

El VEV es un virus ARN de sentido negativo, con envuelta, con un genoma simple de cinco genes. Esta es una
familia de virus muy bien caracterizada con varias cepas de laboratorio serolégicamente distintas y una multitud de
mutantes caracterizados. Los huéspedes naturales del VEV incluyen insectos, roedores y animales de granja domés-
ticos. En general, muy pocos norteamericanos han entrado en contacto con el virus (la mayoria de las infecciones en
seres humanos se producen en personal de laboratorio y granjeros). En los seres humanos, las infecciones o bien son
asintomadticas o bien se manifiestan como “gripe” leve. No se han notificado casos de enfermedad grave ni muerte
entre los seres humanos infectados.

También se observé la capacidad del VEV para infectar selectivamente células tumorales con respecto a las células
de tipo natural. Las lineas de células tumorales, tras una infeccién durante la noche, mostraron una tasa de infeccién de
100 a 1.000 veces superior que la detectada en fibroblastos primarios normales. Ademads, se acelerd el efecto citopético
(cpe) en los cultivos de células tumorales.

Dado que la PKR es un producto génico inducible por el interferén, se probo6 el pretratamiento de las células con
interferén antes de la exposicion a VEV para determinar el efecto de la infeccion viral. Los cultivos celulares de tipo
natural, que estaban pretratados con interferén, fueron resistentes a la infeccién por VEV, mientras que las lineas
celulares tumorales, por ejemplo, pero sin limitarse a, fibrosarcoma, melanoma, carcinoma de prdstata, leucemia y
sarcoma de ovario, fueron sensibles a la infeccion viral (véase la tabla 1, ejemplo 2; figura 2). Las células de carcinoma
de pulmén (LC80) también fueron susceptibles a la infeccién por VEV en presencia o ausencia de interferén (datos
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no presentados). Sin embargo, varias lineas celulares tumorales fueron resistentes a la infeccién por VEV en presencia
de interferdn.

Las células de carcinoma de ovario, fibrosacroma, carcinoma de pulmén, melanoma, carcinoma de préstata, carci-
noma de pulmén, y leucemia son sensibles al VEV, y esta sensibilidad se mantuvo en presencia del interferén, por lo
que tales células tumorales y canceres derivados de las mismas pueden ser particularmente féciles de tratar mediante
el tratamiento con VEV. Sin embargo, otros canceres también pueden ser ficiles de tratar con el tratamiento viral tal
como se describe en el presente documento. Estudios con respecto a la sensibilidad frente a VEV utilizando material
tumoral primario estdn facilmente disponibles en fluido de ascitis. Ademds, dado que el tumor estd contenido dentro
de la cavidad peritoneal, puede demostrar ser particularmente adecuado para la administracion localizada de un agente
terapéutico basado en un virus. A este respecto, puede probarse tejido vivo a partir del fluido ascitico del paciente
para determinar la capacidad de las células tumorales para soportar la infecciéon por VEV en presencia y ausencia de
interferén.

Se espera que el VEV tendrd actividad terapéutica in vivo, y tendrd la capacidad de eliminar crecimientos tumo-
rales distantes (metastaticos). Hasta la fecha no se ha observado ninguna patologia orgdnica significativa en ratones
tratados, sin embargo, es necesario estudiar adicionalmente la cinética de la viremia del VEV. Se implantaron célu-
las de melanoma humano que recibieron VEV, o células de melanoma adicionales infectadas in vitro con VEV, en
ratones desnudos (véase el ejemplo 5), para garantizar la produccién continua de particulas infectivas en el tumor
durante un periodo de varias horas, mediante inyeccion (figura 5). En animales a los que se inyect6 una simulacién
(VEV(-); inyeccién con vehiculo solo), los tumores crecieron continuamente durante el transcurso del experimento.
Los animales que recibieron sélo el virus puro mostraron inicialmente un crecimiento continuo de los tumores durante
el primer periodo de cuatro dias, tras este tiempo los tumores comenzaron a reducirse en tamafio y continuaron asi
durante el transcurso de este experimento. Los tumores que se inyectaron con células infectadas dejaron de crecer y
experimentaron una regresion hasta pequefios nédulos duros que parecian tejido cicatrizal. En algunos de los tumores
inyectados mds grandes, se formaron ulceras en el tumor en el plazo de 1 - 2 dias (véase la figura 6). Mientras que
tanto la inyeccién de virus purificado como de células de melanoma infectadas produjeron regresiones significativas,
las células productoras infectadas fueron mas eficaces.

Los estudios con un modelo tumoral de ratén inmunocompetente (es decir, tal como se describe por Strong et al;
17) examinaran los efectos de la respuesta de anticuerpos a la infeccién terapéutica por VEV y determinaran si la
infeccién por VEV de las células tumorales aumenta su inmunogenicidad y potencia el reconocimiento de antigenos
tumorales por el organismo huésped.

También se encontré que la médula 6sea humana primaria era resistente a la infeccion por VEV en ausencia de
pretratamiento con interferén (véase la tabla 1, ejemplo 2), lo que indica que estas células tienen una resistencia innata
a la infeccion por VEV. Por el contrario, también se probaron dos lineas celulares de leucemia (MO7E y L1210) y se
encontrd que eran sensibles a infeccién por VEV tal como se puso de evidencia por el efecto citopatico, el crecimiento
del virus y la pérdida de viabilidad celular.

Aunque los resultados descritos en el presente documento se refieren a VEV, debe entenderse que un experto en
la técnica, siguiendo los métodos explicados en este documento, podra seleccionar facilmente otras cepas de VEV,
derivados de VEV que incluyen mutantes de VEV, o virus relacionados por su capacidad para eliminar selectivamente
células tumorales. Hay otras diversas cepas de VEV serolégica y biolégicamente distintas, que pueden probarse para
determinar esta propiedad. Tales cepas de VEV incluyen, pero no se limitan a New Jersey, Piry, Coccal, y Chandipura.
La identificacién de otras cepas adecuadas no relacionadas seroldgicamente puede ser itil si se requieren inyecciones
secuenciales de VEV para erradicar completamente los tumores. Ademads, se sabe que los picornavirus (por ejem-
plo, los rinovirus) son relativamente inocuos para los tejidos humanos normales aunque crecen extremadamente bien
en células transformadas en cultivo de tejido, y también se pueden utilizar estos virus. Ademads, se pueden utilizar
combinaciones de virus para mejorar el efecto citopatico observado con VEV.

Con el fin de determinar si la presencia de una célula normal o tumoral podria afectar al otro tipo celular (célula
normal y tumoral) y modificar la resistencia o susceptibilidad de cualquiera de estas células a la infeccién por VEV, se
co-cultivaron células normales y fibroblastos en presencia de VEV. El cultivo se infecté a una MOI de 0,1 ufp/célula
y se dejo que la infeccién avanzara en presencia y ausencia de interferén. A las 0, 12 y 24 horas (figura 4), los cultivos
se fijaron y se tifieron con anticuerpos frente al antigeno T grande (ntcleos rojos) para detectar las células 293T y
con DAPI (ntcleos azules) que tifien todos los tipos de células (figura 4). El nimero de células 293T (ntcleos rojos)
disminuyé a ritmo constante durante el transcurso de tiempo y mostrd nicleos gravemente condensados o fragmentos
caracteristicos de una célula que muere a partir de apoptosis inducida viralmente. Esta destruccion selectiva de las
células transformadas se observo tanto en presencia como en ausencia de interferén. Los fibroblastos normales no
desarrollaron cambios nucleares ni sus nimeros se redujeron en respuesta a la infeccién por VEV, aun cuando las
células 293T estaban produciendo cantidades abundantes de virus dentro del co-cultivo. Esto indica que las mezclas
de poblaciones celulares pueden tratarse con VEV mientras que todavia mantienen la sensibilidad de la célula tumoral
y la resistencia de la célula normal al VEV.

Ademads, hay varios mutantes del VEV, por ejemplo, pero sin limitarse a mutantes que afectan a la paralizacién de
la sintesis de proteinas del huésped o son mas o menos sensibles al interferén, que pueden mostrar infeccién diferencial
entre las células normales y tumorales. Por ejemplo, lo que no pretende ser limitante en modo alguno, se han descrito
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otros mutantes virales que se sabe que muestran tropismo para células negativas para STAT1 o PKR que incluyen una
cepa del virus de la gripe que no puede inactivar PKR (36). Se sabe que los mutantes de adenovirus que carecen de
PKR que inactiva al gen Va crecen mejor en ausencia de PKR.

Tal como se describe en el presente documento, se aislaron mutantes de VEV que crecian escasamente en células
que responden al interfer6n. Estos mutantes se seleccionaron basandose en su capacidad para formar pequefias placas
en monocapas de células que responden al interferon. En células que no responden al interferén (es decir, células
tumorales), estos mutantes forman grandes placas. La seleccién de mutantes por el tamafio de la placa en células que
responden al interferén permite el aislamiento de virus que crecen escasamente en células normales. Sin embargo,
pueden obtenerse otros mutantes de VEV segtin diferentes criterios de seleccion. Los mutantes aislados utilizando
células que responden al interferén se amplificaron y se probd su capacidad para eliminar células tumorales y normales.
El motivo aqui es que los mutantes de VEV, que pueden inducir interferén en células diana, limitarfan su propia
replicacidon en una poblacién de células que responden al interferén. Sin embargo, estos mismos virus tendrian un
crecimiento ilimitado en células tumorales que carecen de capacidad de respuesta al interferén. Estos mutantes son
valiosos, ya que tienen incluso menos efecto citopdtico en tejidos normales, mientras mantienen la actividad oncolitica,
que el VEV de tipo natural.

Se obtuvieron cuatro mutantes (Mut 1-4) basdndose en su capacidad para formar placas en monocapas de células
que responden al interferén. Estos mutantes y el virus de tipo natural (MOI de 1,0 ufp/célula) se utilizaron para
infectar células de melanoma y fibroblastos de prepucio humano normal. Todos los mutantes pudieron eliminar células
tumorales de manera eficaz, pero las células normales infectadas con los mutantes incluso después de largos periodos
de infeccidn, aparecieron carentes completamente de infeccion. A esta misma MOI, el VEV de tipo natural demostré
un efecto citopatico sobre las células normales. Estos resultados indican que los virus mutantes tienen un mayor efecto
terapéutico porque eliminan las células tumorales de manera eficaz mientras que evitan a las células normales, y
también tienen la capacidad de producir mas particulas virales y aumentar la diseminacién de los virus por todo el
tumor (véase el ejemplo 4). Sorprendentemente, estos mutantes crecen mas rdpidamente que el VEV de tipo natural
(Indiana) en células de carcinoma de colon HCT 116, pero no en las células OSF7 (véase el ejemplo 21 y las figuras
10A y 10B). Se prefieren los mutantes de VEV que muestran un rapido crecimiento en la célula tumoral de interés,
pero no en las células normales.

Los experimentos iniciales indicaron que los ratones PKR -/- morian con el VEV a través de varias vias de in-
feccién, sin embargo, estos ratones no resultaban afectados por las inyecciones intravenosas del virus. Con el fin de
determinar si los componentes plasmaticos estaban inactivando el virus con el contacto, se incubé VEV producido a
partir de varias fuentes, incluyendo dentro de las células L de ratén, con suero humano (procedente de un donante no
infectado normal) y se determind el titulo del virus tras la incubacién (ejemplo 6). El titulo viral de VEV producido en
células L disminuy6 cuatrocientas veces, mientras que el VEV producido en células de melanoma humano no resulté
afectado por la incubacion en plasma. Estos resultados indican que la eleccién de la linea celular para la produccién
del VEV es critica. Basandose en esta observacion es posible seleccionar lineas celulares humanas para aquellas que
producen cantidades 6ptimas de virus que no son sensibles al suero humano.

Sin desear adherirse a ninguna teoria, puede ser que la diferencia en estas dos preparaciones de virus refleje la
naturaleza de la cohorte de proteinas encontrada en la superficie de las células que producen virus. Como parte de
su ciclo de replicacion, el VEV se “injerta” a través de la membrana plasmética y adquiere proteinas celulares en
su envuelta. Ciertas proteinas encontradas en las células L cuando se expresan en el contexto de la particula viral
podrian activarse completamente. De hecho, se ha demostrado inicialmente que las particulas de retrovirus producidas
en ciertas células de ratén se inactivan por el suero, mientras que el mismo virus producido en un subconjunto de
lineas celulares humanas no result6 afectado por el plasma. (Pensiero, M. N., et al. Hum Gene Ther, 1996. 7: 1095-
1101).

Las técnicas convencionales para la produccién de VEV son dificiles de escalar para la produccién industrial. Por
lo tanto, se exploro la purificacién de VEV, utilizando una matriz de afinidad, por ejemplo cromatografia de afinidad.
(Ver Ejemplo 7). Sin embargo, se pueden utilizar también otros protocolos para purificacion por afinidad como los
conocidos en el estado del arte, por ejemplo, pero sin limitarse a, procesamiento por lotes de una solucién de virus y
de una matriz de afinidad, precipitando la matriz enlazada con VEV por medio de centrifugacion, y aislando el virus.
Con el propésito de suministrar el virus con una etiqueta de afinidad para ser utilizada en la purificacién del virus,
se puede modificar genéticamente el virus, utilizando técnicas bien conocidas en el arte, para expresar una o mas
etiquetas de afinidad sobre su superficie, preferiblemente como una proteina viral envolvente de fusién, o se pueden
modificar por medio de ingenieria genética lineas celulares productoras para expresar una o mas etiquetas de afinidad
sobre sus membranas plasmadticas que serian adquiridas por el virus mientras germina a través de la membrana, sin
embargo, también se pueden utilizar proteinas envolventes virales enddgenas. Una etiqueta de afinidad bien caracte-
rizada involucra e uso de residuos de Histidina que se enlazan a columnas de niquel inmovilizado, sin embargo se
entiende que se pueden emplear también otras etiquetas de afinidad.

Se pueden preparar lineas celulares que actiian como productoras universales de VEV, u otros virus, que expresan
una proteina quimérica de VEV con enlazamiento de niquel, u otras propiedades de la etiqueta de afinidad. Esta célula
productora universal puede ser utilizada para la produccién de una proteina quimérica (etiqueta de afinidad) para
cualquier virus envuelto (incluidos todos los virus envueltos de ARN y ADN). Para la purificacién de los virus que
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germinan a través de la membrana nuclear (tal como el virus del Herpes), se modifica por ingenieria genética una
etiqueta que va a ser expresada sobre la proteina viral envolvente expresada en la membrana nuclear.

Otras etiquetas de afinidad incluyen anticuerpos, preferiblemente un anticuerpo que reconoce a un péptido particu-
lar bajo condiciones de baja salinidad, baja temperatura o en presencia de un cation/anién critico. Las concentraciones
fisioldgicas de sal, la elucién térmica o la quelacion podrian afectar la elucién. Se pueden utilizar también anticuerpos
generados contra di o tripéptidos utilizados para purificacidon. De esta forma, dos o mds de estas etiquetas sobre la
superficie de una particula viral individual permitirian la purificacién secuencial por afinidad del virus.

El VEV puede modificarse genéticamente con el fin de modificar sus propiedades para su uso in vivo. Los métodos
para la modificacién genética de VEV estdn bien establecidos dentro de la técnica. Por ejemplo, se ha establecido
un sistema genético inverso para VEV (Roberts A. y J. K. Rose, Virology, 1998. 247:1-6) que posibilita modificar
las propiedades genéticas del virus. Ademads, pueden utilizarse las técnicas habituales bien conocidas por un experto
en la técnica para modificar genéticamente el VEV e introducir los genes deseados dentro del genoma de VEV para
producir VEV recombinantes (por ejemplo, Sambrook et al., 1989, A Laboratory Manual. New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press).

VEV puede dirigirse a un sitio deseado in vivo para aumentar la eficacia viral. Por ejemplo, puede utilizarse
la modificacién de la proteina G del VEV para producir fusiones que se dirijan a sitios especificos para potenciar
la eficacia del VEV in vivo. Sin embargo, debe entenderse que también pueden modificarse otras dianas de proteina
ademas de la proteina G de VEV para producir tales proteinas de fusion. Tales proteinas de fusién pueden comprender,
por ejemplo, pero sin limitarse a, fragmentos Fv de cadena sencilla (Lorimer, 1. A., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A., 1996. 93:14815-20) que tienen especificidad para antigenos tumorales. Un ejemplo de un fragmento Fv de cadena
sencilla de este tipo que puede usarse para preparar una proteina G de fusién de VEV, es un fragmento Fv que tiene
como diana un receptor de EGF mutante encontrado en aproximadamente el 80% de las células tumorales de cancer
de mama humano.

VEV también puede modificarse para que exprese uno mas genes suicidas capaces de metabolizar un profdrmaco en
un metabolito téxico permitiendo asi que las células infectadas por VEV se eliminen mediante la administracién de un
profarmaco. Por ejemplo, el VEV que comprende el gen de citosina desaminasa o el gen de la timidina cinasa del virus
herpes, codifica para una enzima que puede convertir ganciclovir o 5-FC, respectivamente, en un compuesto téxico.
Sin embargo, debe entenderse que también pueden emplearse otros genes suicidas. Dado que estd bien establecido
que los metabolitos de ganciclovir eliminan no sélo las células que expresan TK de VHS, sino también las células
de las proximidades inmediatas, el VEVr que comprende estos genes suicidas muestra varias ventajas. Por ejemplo,
se aumenta la eliminacién eficaz por parte del virus, puesto que una célula infectada elimina a diez o mds células
tumorales circundantes, ademas el VEVr que comprende un gen suicida permite la eliminacién del virus si se desea
de un individuo infectado con el virus. Esto puede ser importante en situaciones en las que no esta claro como el VEV
puede afectar a un individuo. Por ejemplo, un individuo inmunocomprometido puede ser inesperadamente sensible al
VEV. Por tanto, la adicién de un gen suicida seria una mejora importante para la seguridad del agente terapéutico viral.

El VEV también puede modificarse mediante la introduccién de un producto génico de mamifero. Tal producto
génico de mamifero limitaria el crecimiento de VEV en las células normales, pero no el crecimiento de VEV en las
células tumorales o enfermas. Por ejemplo, el VEVr que puede expresar uno o mds transactivadores de p53, activa rutas
apoptoéticas en las células normales, pero no en las células tumorales. Por tanto, tales VEVr limitan selectivamente la
diseminacién del virus en los tejidos normales. Sin embargo, debe entenderse que también pueden expresarse otros
productos génicos de mamifero dentro de VEV para este fin. Otro ejemplo, que no debe considerarse como limitante
en modo alguno, es el gen de PKR. Un VEVr que expresa el gen de PKR limita la replicacion del virus en todas
las células normales; sin embargo, en las células que expresan inhibidores de PKR, se inactiva la PKR codificada
viralmente. Un ejemplo de una célula que expresa uno o mds inhibidores de la PKR es una célula infectada de manera
crénica por la hepatitis C. Dado que la hepatitis C codifica para y expresa dos inhibidores conocidos de la PKR (es
decir, NS5A y E2), un producto génico de PKR codificado por VEV se neutraliza y se permite que VEV se replique
libremente.

La descripcién anterior no pretende limitar la invencién reivindicada en modo alguno; ademads, la combinacién
tratada de caracteristicas podria no ser absolutamente necesaria para la solucién inventiva.

La presente invencién se ilustrard adicionalmente en los ejemplos siguientes. Sin embargo, debe entenderse que
estos ejemplos son tnicamente para fines ilustrativos y no deben utilizarse para limitar el alcance de la presente
invencién en modo alguno.

Ejemplo 1
Las células negativas para PKR son sensibles a la infeccion por VEV

Experimentos in vivo

Los estudios iniciales se refieren a la identificacién de virus que pueden infectar animales y células PKR-/-. Utili-
zando estrategias de recombinacién homdlogas, se generaron cepas de ratén sin PKR (35) y se probaron para determi-
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nar su capacidad para luchar contra infecciones virales. Dado que estos ratones son PKR-/-, deben ser sensibles a la
infeccién por virus. Se administraron varias especies de virus a animales sin PKR en un intervalo de concentraciones.

Infeccion de ratones sin PKR

Se gener6 una linea de ratén sin PKR utilizando la tecnologia de deficiencia convencional (Abraham, N., et al.,
J Biol Chem, 1999. 274:5953-5962). Se infectaron grupos de cinco ratones hembra, de 3 meses de edad o mayores,
por via intranasal con diversas cantidades de virus de la estomatitis vesicular (cepa Indiana). Se infectaron en para-
lelo animales de tipo natural de edad correspondiente y ambos conjuntos de animales se monitorizaron diariamente
para determinar signos de infeccion. Estos incluyen hidratacion, piloereccion, nivel de actividad, apetito, paralisis de
las patas traseras, frecuencia respiratoria, peso corporal y cualquier otro sintoma que indicara que el animal tenia
molestias.

Los animales de tipo natural mostraron menos sintomas, y sélo transitorios, en multiplicidades de infeccién de
hasta 10° ufp con VEV. Por el contrario, los animales sin PKR desarrollaron muy répidamente deshidratacién, piloe-
reccion, pérdida de apetito, frecuencia respiratoria rapida, disminucién de la actividad y ojos estrabicos irritados. A
dosis altas de infeccion por VEV (10° ufp), los animales mostraron sintomas en menos de 24 horas y normalmente
sucumbieron a la infeccién en el plazo de 48 horas. A dosis de infeccién de tan solo 25 ufp, el 100 por cien de los
animales sin PKR murieron por la infeccién de VEV en el plazo de 5 dias. En experimentos separados, se sacrificaron
grupos de cinco animales de tipo natural y sin PKR a las 48 horas tras la infeccién con VEV y se extirparon los érganos
para evaluar los titulos virales. En los animales con PKR, se encontraron titulos de mds de un millén de UFP/ml de
homogeneizado de pulmén en este tiempo, mientras que en los animales de tipo natural, los titulos virales oscilaron
desde 0 hasta 100 ufp por ml de homogeneizado de pulmén. En los animales de tipo natural y sin PKR, se encontraron
cantidades similares de virus en el cerebro. El resto de los tejidos de ambas cepas de ratén tenian virus indetectables
en este tiempo tras la infeccién.

El virus de la estomatitis vesicular, un miembro de la familia de rabdovirus, pudo matar al 100% de los animales
sin PKR tras la infeccion intranasal mediante tan solo 50 particulas virales infecciosas (o unidades formadoras de
placa, ufp). Por el contrario, se requirié un nimero mas de 20.000 veces mayor de particulas de VEV para matar a la
mitad de las camadas normales infectadas. Estos resultados indican que los animales sin PKR pueden inhibir varias
infecciones por virus, incluyendo la del virus vaccinia, de la gripe y EMCV. Sin embargo, el VEV mostré capacidad
para infectar animales PKR-/-. Estos resultados también indican que las células de mamifero requieren la PKR para
resistir las infecciones por el VEV (cepa de laboratorio Indiana).

Ejemplo 2
Eliminacion selectiva de células tumorales con VEV
Experimentos in vitro

Se escogieron aleatoriamente varias lineas de células tumorales del Ottawa Regional Cancer Center (Centro de
Céncer Regional de Ottawa) y se probaron para determinar su susceptibilidad a la infeccién por VEV. Como células
control se utilizaron cultivos de fibroblastos primarios procedentes de voluntarios adultos sanos o muestras de médula
Osea primarias de donantes sanos.

Infeccion de células tumorales por VEV

Como primera prueba de las propiedades oncoliticas del VEV, se evalu6 la produccién de virus y el efecto ci-
topdtico tras una incubacién durante la noche con VEV. Se incubaron monocapas de células con la cepa Indiana de
VEV a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,1 unidades formadoras de placa (ufp). Tras permitir que el virus
se adsorbiera durante 30 minutos a 37°C, se enjuagaron los cultivos meticulosamente con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) y después se cultivaron durante 18 horas adicionales a 37°C. En ese momento, se examinaron los
cultivos microscépicamente para determinar el efecto citopdatico (cpe) y se fotografiaron. Se eliminé el sobrenadante
tras las 18 horas y se determinaron los titulos de virus por ml de medio. En algunos experimentos, los cultivos se
preicunbaron durante 12 horas con interferén alfa humano (100 unidades/ml) antes de la infeccién.

Para examinar la cinética de la infeccién de los tipos celulares variados, se utiliz6 un ensayo modificado de cpe
(Heise, C., et al., Nat Med, 1997. 3:639-645). Esencialmente, las monocapas de células se infectaron a una MOI de
0,1 ufp en una placa de 12 pocillos. A tiempo 0 y cada 12 horas posteriormente hasta las 48 horas, se fijé un pocillo de
células infectadas con 0,5 ml de fijacién Leukostat (Fisher Diagnostics) durante 2 minutos. Al final del experimento, se
tifieron las monocapas con tinciones de Leukostat 1 y 2 siguiendo las instrucciones del fabricante. Dado que PKR es un
producto génico inducible por el interferén, se probé el pretratamiento con interferén, 100 unidades/ml de interfer6n
alfa humano 12 horas antes de la infeccion, para determinar si el interferon podria potenciar la proteccion dentro de
cultivos celulares variados. Los datos se presentan en la tabla 1 y en las figuras 2 - 3.
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TABLA 1

Lineas celulares probadas para determinar la sensibilidad a VEV

Linea Tipo celular Referencia | Rendimiento con | Rendimiento con
celular vius no tratado | virus tratado durante
durante la noche la noche con
interfer6n
OSF 16 | fibroblastoma humano | ORCC' 1 X 10° ufp 0 ufp
normal
AG1522 | fibroblastoma de | [20] 0 ufp
prepucio humano
OSF 7 fibroblastoma humano | ORCC 1X10° 0 ufp
normal
OSF12 fibroblastoma humano | ORCC 2X10° ufp 0 ufp
normal
MNI11 fibrosarcoma de raton [21) 1X10° 1X10°
A2780 carcinoma de ovario | [22] 2X 108 1X107
humano
H-1078 médula 4sea humana | ORCC 0 ufp (MOI 10 ufp) No determinado
normal
MO7E linea celular leucémica | [23] 2 X 10° (MOI 1,0 | No determinado
humana ufp)
L1210 linea celular leucémica | [24] 4X10° 2X10°
de ratén
SK- melanoma humano [25] No determinado: | No determinado:
MEL3 €nsayo cpe positivo €nsayo cpe positivo
LNCAP | carcinoma de prostata | [26] No determinado: | No determinado:
humano ensayo cpe positivo €nsayo cpe positivo
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Linea Tipo celular Referencia | Rendimiento con | Rendimiento con
celular virus no  tratado | virus tratado durante
durante la noche la noche con
interferén
293T fibrosarcoma [27] 1X10° 8X 107

transformado con T
grande de SV-40 y E1A

de adenovirus.

OVCA [28] 1X10 0 ufp

432

Ci13 carcinoma de ovario [29] 1X10° 1X10°

OVCA 3 [30] 5X 107 No determinado
CoS linea celular de rifién de | [31] 2X10° No determinado

simio transformada con

T grande
HCT 116 | carcinoma de colon {32] No determinado: | No determinado:
ensayo cpe positivo ensayo cpe positivo
OVCA (28] 1X10° 3X10°

420

1 establecido en el ORCC (Ottawa Regional Cancer Center) a partir de biopsia de

antebrazo.

A partir de los datos de la tabla 1 puede observarse que, aunque los fibroblastos humanos normales pueden so-
portar la replicacién viral, la cantidad de virus producidos y la progresion a la lisis celular se retrasé sustancialmente
cuando se comparaba con las células tumorales. Se observé una diferencia incluso mds sustancial en la produccién de
virus tras el pretratamiento con interferén. Aunque las monocapas de fibroblastos humanos normales se protegieron
completamente del efecto citolitico del VEV mediante el interferén, las células tumorales permanecieron sensibles,
produciendo abundantes cantidades de particulas virales y experimentando radpidamente citolisis.

También se encontré que otras lineas celulares, incluyendo una linea celular de carcinoma de pulmén (LC80) y una
linea celular de leucemia, las células de AMLS5 (leucemia mielégena aguda 5), se eliminaban eficazmente mediante
el VEV. En el caso de AMLS, a una MOI de 1,0 ufp/ml, las células se eliminaron completamente en el plazo de 24
horas, mientras que a 0,0001 ufp/ml, las células se eliminaron en el plazo de 72 horas, indicando adicionalmente la
sensibilidad de las células de leucemia al VEV.

Tal como se observa en la figura 2, las monocapas de células tumorales se destruyeron mucho mds rdpidamente
mediante la infeccién por VEV en comparacién con los fibroblastos humanos normales. La linea celular de melano-
ma humano SK-MELZ3, la linea celular de céncer de préstata LNCaP y las células de carcinoma de ovario A2780,
mostraron todas cep sustancial tan solo a las 12 horas tras la infeccién. Aunque los cultivos de fibroblastos humanos
normales se infectaron y pudieron producir virus (véase la tabla 1), la cinética de la infeccion fue sustancialmente mas
lenta que en las tres lineas celulares tumorales probadas en este experimento. Ademads, al igual que con el ensayo de
crecimiento del virus durante la noche (tabla 1, figura 2), el tratamiento con interferén alfa protegié completamente
a los fibroblastos humanos normales, pero fue ineficaz en la proteccion de tres lineas celulares tumorales del efecto
citopatico del VEV.

Los resultados obtenidos para la tabla 1 demuestran que puede emplearse una estrategia de seleccion para determi-
nar los tipos de tumores que son susceptibles de eliminarse por el VEV utilizando, por ejemplo, pero sin limitarse a, el
panel convencional de NIH (National Institutes of Health, Instituto Nacional de Salud)/NCI (National Cancer Institu-
te, Instituto Nacional contra el Cédncer) de lineas celulares de tumor disponibles de la ATCC (American Type Culture
Collection, Colecciéon Americana de Cultivos Tipo). Estas lineas celulares se seleccionan con el fin de determinar el
tiempo para completar el cpe y/o el crecimiento del virus utilizando varias multiplicidades iniciales de infeccién. Estos
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experimentos se realizan en presencia y ausencia de interferén, de modo que se determine el nimero de y los tipos de
tumores que son sensibles a VEV y son resistentes a la actividad antiviral del interferén.

Tratamiento de la leucemia con VEV

El VEV no infecta productivamente a las células madre de la médula 6sea, incluso con una alta MOI de 10
ufp/célula (H-1078, tabla 1). Los cultivos tratados mantenian todas las caracteristicas de sus células madre. Se elimi-
naron dos lineas celulares de leucemia (MO7E y L1210; tabla 1) tras una infeccién durante la noche y se produjeron
grandes cantidades del virus.

Para determinar si el VEV podria eliminar células de leucemia primaria de un paciente con céncer, se obtuvo
una muestra de sangre periférica de un paciente con LMA (leucemia mielocitica aguda) y se recogieron los glébulos
blancos y se sembraron en placa en medio RMPI més 10% de FBS (suero bovino fetal) (10’/pocillo en placas de
6 pocillos, cada infeccién por duplicado). Las células se infectaron con simulacién o se infectaron a una MOI de
10,0/célula. El VEV eliminé selectivamente las células leucémicas mieloides, tal como se indica por la disminucién
en el porcentaje de blastocitos (blastocitos leucémicos), mientras que el nimero global de células resulté minimamente
afectado (es decir, neutréfilos desarrollados). La muestra leucémica produjo titulos de VEV que superaban 107 ufp/ml
a las 16 horas tras la infeccidn. El nimero de blastocitos en la muestra se redujo espectacularmente a las 21 horas
tras la infeccidn, mientras que aumento la proporcién de neutréfilos normales. Las células infectadas con simulacién
(-VEV) contenian casi un 70% de blastocitos en una monocapa, mientras que en las células infectadas con VEV
(+VEV), predominaban las células normales. Estos resultados demuestran que VEV puede eliminar preferentemente
blastocitos leucémicos primarios, mientras que evita a las células sanguineas normales.

Ejemplo 3
Eliminacion de células tumorales en cultivos mixtos

Se co-cultivaron fibroblastos humanos normales y células tumorales 293T en una mezcla 50:50. Dado que las
células 293T expresan el antigeno T grande que no se encuentra en las células normales, los dos tipos de células
pueden diferenciarse por inmunofluorescencia.

En este experimento, se infectaron cultivos a una MOI de 0,1 ufp/célula y se permitié que la infeccién continuara en
presencia o ausencia de interferén. A las 0, 18 y 24 horas (figura 4), se fijaron los cultivos y se tifieron con anticuerpos
frente al antigeno T grande (ntcleos rojos) para detectar las células 293T y con DAPI (ntcleos azules) que tifie todos
los tipos de células (figura 4). Inicialmente, ambos tipos de células mostraron una morfologia similar a un huso con
grandes nucleos ovales. Tras 18 horas, el nimero de células 293T (ntcleos rojos) se redujo y muchas de las células
293T restantes mostraron una morfologia nuclear alterada. Hacia las 24 horas tras la infeccion, se detectaron muy pocas
células 293T y las pocas que quedaban mostraron niicleos gravemente condensados o fragmentados caracteristicos de
una célula que estd muriendo por apoptosis inducida viralmente.

Esta destruccion selectiva de las células transformadas se ha observado tanto en presencia como en ausencia de
interferén. Los fibroblastos normales no desarrollaron cambios nucleares ni su nimero se redujo en respuesta a la
infeccion por VEV, aun cuando las células 293T estaban produciendo abundantes cantidades de virus dentro del co-
cultivo.

Ejemplo 4
Mutantes de VEV como agentes oncoliticos

Se aislaron mutantes de VEV basiandose en su capacidad para formar placas pequefias en monocapas de células
que responden a interferén, en comparacién con el tamafio de las placas en monocapas de células que no responden
al interferén. Se recogieron aislados virales, que forman placas pequefias en las células que responden al interferdn,
se amplificaron y se volvieron a clonar. Los mutantes aislados de esta forma se amplificaron y se probaron para
determinar su capacidad para eliminar células tumorales y normales. El fundamento aqui es que los mutantes de VEV,
que pueden inducir interferén en las células diana, limitarfan su propia replicacién en una poblacién de células que
responden al interferén. Sin embargo, estos mismos virus tendrian un crecimiento ilimitado en las células tumorales
que carecen de capacidad de respuesta al interferén. Estos mutantes serian valiosos, ya que deben tener incluso menos
efecto citopdtico sobre tejidos normales mientras que mantienen su actividad oncolitica.

Se obtuvieron cuatro mutantes (Mut 1-4) basdndose en su capacidad para formar placas pequefias en monocapas de
células que responden al interferén. Dr. Lauren Poliquin (Universidad de Quebec en Montreal) identificé inicialmente
estos mutantes y los facilitd. Tras cinco rondas de purificacion de las placas, estos mutantes y el virus de tipo natural
(MOI de 1,0 ufp/célula) se utilizaron para infectar células de melanoma y fibroblastos de prepucio humano normales
y se determinaron los titulos de los virus liberados 12 y 24 horas tras la infeccion.

Todos los mutantes pudieron eliminar células tumorales eficazmente, pero las células normales infectadas con los
mutantes incluso tras largos puntos de tiempo aparecieron completamente sin infectar. A esta misma MOI, el VEV
de tipo natural demostré un efecto citopatico sobre las células normales. También se observé que todos los mutantes
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de VEV producian aproximadamente diez veces mds virus que el VEV de tipo natural tras una infeccién durante la
noche de células de melanoma. En las células normales, aunque los Mutantes 1-4 tenfan significativamente menos
efecto citopdtico que el VEV de tipo natural, se produjeron cantidades similares de virus procedentes de los cultivos
infectados. Estos resultados indican que los virus mutantes tienen un mayor efecto terapéutico ya que eliminan las
células tumorales eficazmente mientras que evitan a las células normales, y que también tienen la capacidad para
producir més particulas de virus y de aumentar la diseminacidon del virus por todo el tumor.

Ejemplo 5
Infeccion de ratones desnudos que llevan xenoinjertos de tumores humanos

Se implantaron células de melanoma humano en ratones desnudos y se dividieron en grupos. Un grupo recibié
una inyeccion de simulacién (VEV(-)), y al otro se inyecté VEV de tipo natural o se inyectaron células de melanoma
adicionales infectadas in vitro con VEV durante una hora antes de la inyeccién en el sitio del tumor con el fin de
administrar células que producirian continuamente particulas infectivas al tumor durante un periodo de varias horas
(VEV(+)). Los resultados de estos experimentos se observan en la figura 5 que muestra el promedio del drea del tumor
con el tiempo en los animales tratados y en los inyectados con simulacién.

En el caso de los animales inyectados con simulacién (VEV(-); inyeccién con vehiculo solo), los tumores crecieron
continuamente durante el transcurso del experimento. Los animales que sdlo recibieron virus puros mostraron inicial-
mente un crecimiento continuo de los tumores, aunque en el dia 4 tras la infeccién los tumores comenzaron a reducirse
y continuaron haciéndolo durante el transcurso de este experimento. Los tumores que se inyectaron con células in-
fectadas demostraron las regresiones mas espectaculares. Esencialmente la mayor parte de los tumores detuvieron su
crecimiento y experimentaron un retroceso a pequefios nédulos duros que parecian tejido cicatrizal.

En algunos de los tumores inyectados mds grandes se formaron ulceras en el tumor en el plazo de 1 - 2 dias (véase
la figura 6), seguido por la reduccién continua del cancer que crece rapidamente una vez. Aunque tanto la inyeccion del
virus purificado como de las células de melanoma infectadas produjo regresiones significativas, las células productoras
infectadas fueron mds eficaces.

Ejemplo 6
La eleccion de la linea celular para producir VEV afecta a la sensibilidad del virus con respecto al plasma

Los experimentos anteriores indicaron que los ratones PKR -/- morfan con VEV a través de varias vias de infeccion;
sin embargo, estos ratones no resultaban afectados por inyecciones intravenosas del virus. Sin desear adherirse a
ninguna teoria, esto podria deberse a que las células endoteliales vasculares PKR -/- proporcionan una barrera a la
infeccién tisular o a que los componentes del plasma estaban inactivando el virus con el contacto. Para probar esta
ultima idea, se incubd VEV producido a partir de varias fuentes, incluyendo dentro de las células L de ratén, con suero
humano (procedente de donantes no infectados humanos) y se determing el titulo del virus tras la incubacién.

Tras la incubacién de VEV en suero humano, el titulo viral de VEV producido en células L disminuyé cuatrocientas
veces. Por otra parte, el VEV producido en las células de melanoma humano no resulté afectado por la incubacién en
plasma.

Estos resultados indican que la eleccién de la linea celular para la produccién de VEV es critica. Basdndose en
esta observacion es posible seleccionar lineas celulares humanas para encontrar las que producen cantidades 6ptimas
de virus que no es sensible al suero humano.

Ejemplo 7
Estrategia para la concentracion y purificacion de VEV

Las técnicas convencionales para la produccién de VEV incluyen etapas de centrifugacién y purificacién por
gradiente, siendo ambas dificiles de escalar para produccién industrial. Por lo tanto, se han explorado protocolos alter-
nativos para la purificacién de VEV, por ejemplo columnas de afinidad para la concentracién y purificacién simultdnea
de las particulas de virus.

Con el propésito de proveer al virus con la etiqueta de afinidad que va a ser utilizada para la purificacién del virus,
se pueden utilizar proteina endgenas o, se puede modificar por ingenieria genética el virus para que exprese una o mas
etiquetas de afinidad sobre su superficie, o se pueden modificar por ingenieria genética lineas celulares productoras
para que expresen una o mds etiquetas de afinidad sobre sus membranas plasmadticas que serfan adquiridas por el virus
mientras germina a través de la membrana. Las tnicas proteinas de la envoltura viral pueden ser purificadas utilizando
cromatografia de afinidad.

Una de tales etiquetas de afinidad puede involucrar el uso de residuos de Histidina que se enlazan a una columna
de niquel inmovilizado, sin embargo, se entiende que se pueden emplear también otras etiquetas de afinidad. Esta
aproximacién ha sido analizada utilizando el virus bacteriano M13. Utilizando un sistema que exhibe un péptido
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de fago (Kolvunen, E. y colaboradores, J. Nucl. Med., 1999. 40883 - 888), se seleccionaron particulas virales que
expresan péptidos que contienen Histidina que se enlazan a columnas de niquel, pero que pueden ser eluidos con
imidazol, que incluyen:

CTTHRHHTSNC 8seq id no: 1); CLNAHRTTHHHC (SEQ ID NO: 2); CHGLHSNMRHC (SEQ ID NO: 3);
CHHHHRLNC (SEQ ID NO: 4); CHSHHHRGC (SEQ ID NO: 5); CWDHHNHHC (SEQ ID NO: 7); CHHHRISSHC
(SEQ ID NO: 8). La expresion de estos péptidos sobre la superficie del fago M13 resulté en la concentracion de
purificacion del virus sobre resinas de niquel y su elusion utilizando bajas concentraciones imidazol.

Una o mas de estas secuencias se pueden integrar dentro de la proteina G de VSV lo que resulta en una mayor
concentracion de las particulas virales que soportan estos péptidos sobre los residuos de niquel. Se espera que el virus
eluido retenga su infectividad.

De esta forma, se produce una linea celular que pueda ser un productor universal de VSV, o de otros virus, que
exprese una proteina quimérica de VSV con propiedades de enlazamiento de niquel. Esta célula productora universal
puede ser utilizada para la produccion de tal proteina quimérica (etiqueta de afinidad) para cualquier virus envuelto
(incluidos todos los virus envueltos de ARN y ADN). Para la purificaciéon de los virus que germinan a través de
la membrana nuclear (tal como el virus del Herpes), se modifica por ingenieria genética una etiqueta que va a ser
expresada sobre la proteina viral envolvente expresada en la membrana nuclear.

Otras etiquetas de afinidad incluyen anticuerpos, preferiblemente un anticuerpo que reconoce a un péptido particu-
lar bajo condiciones de baja salinidad, baja temperatura o en presencia de un catién/anién critico. Las concentraciones
fisiolégicas de sal, la elucién térmica o la quelacién podrian afectar la elucién. Se pueden utilizar también anticuerpos
generados contra di o tripéptidos utilizados para purificacidon. De esta forma, dos o mds de estas etiquetas sobre la
superficie de una particula viral individual permitirian la purificacién secuencial por afinidad del virus.

Ejemplo 8
Uso de VEV para tratar infecciones cronicas

Algunos trastornos en seres humanos surgen como resultado de infecciones virales crénicas, incluyendo la infec-
cién por herpes latente, hepatitis, SIDA y cancer cervical. En cada uno de estos casos, el agente viral causante ha
desarrollado mecanismos para inactivar los componentes de la ruta de respuesta del interferén incluyendo la PKR
(por ejemplo, Chelbi-Alix, M. K. y H. de The, Oncogene, 1999. 18:935-941; Gale, M. J., Jr., et al., Virology, 1997.
230:217-227; Gale, M. J., et al., Clin Diagn Virol, 1998. 10:157-162; Gale, M., Jr. y M. G. Katze, Methods, 1997.
11:383-401; Barnard, P. y N. A. McMillan, Virology, 1999. 259: 305-313). Por tanto, la administracién de VEV, o de
mutantes de VEV que inducen el interferén, o una combinacién de los mismos, a individuos que padecen estos trastor-
nos, elimina selectivamente las células infectadas de manera crénica. Podria encontrarse eficacia terapéutica adicional
mediante la seleccién como diana a través de receptores de células o virus tinicamente de las células infectadas de
manera crénica.

Ejemplo 9
Modificacion genética de VEV

Se ha establecido un sistema genético inverso para VEV (Roberts A. y J. K. Rose, Virology, 1998. 247:1-6) lo que
hace posible modificar las propiedades genéticas de los virus.

Seleccion como diana de VEV hacia sitios deseados in vivo

En la actualidad, el VEV puede unirse a la mayor parte de los tipos celulares de mamifero aunque puede limitarse su
replicaciéon una vez dentro de la célula (es decir, mediante productos génicos que responden al interferén, incluyendo
la PKR). Por tanto, la dosis eficaz del virus que puede unirse realmente a las células diana (es decir, a las células
tumorales) para la infeccion productiva puede limitarse enormemente s6lo mediante la “reduccién” que proporcionan
otros tejidos normales. Por tanto, VEV puede modificarse genéticamente con el fin de unirse e infectar sélo células
tumorales.

Se utilizan técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica (por ejemplo, Sambrook et al., 1989, A
Laboratory Manual. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press) para modificar la proteina G de VEV. Los
fragmentos Fv de cadena sencilla (Lorimer, I. A., ef al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1996. 93:14815-20) que tienen
especificidad por los antigenos tumorales se fusionan con la proteina G de VEV. Un ejemplo de tal fragmento Fv de
cadena sencilla es uno que selecciona como diana al receptor de EGF mutante que se encuentra en aproximadamente
el 80% de las células de cancer de mama humano.

Expresion de genes suicidas dentro de VEV

El genoma de VEV se modifica de modo que comprende el gen de la citosina desaminasa o el gen de la timidina
cinasa del virus herpes. Ambos genes codifican para enzimas que pueden convertir profirmacos en compuestos toxicos
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(por ejemplo, ganciclovir o 5-FC). Los virus modificadas de este modo expresan estos genes suicidas, permitiendo asi
que se eliminen células infectadas por VEV mediante la administracién del profdrmaco. Esto proporciona dos ventajas
puesto que (1) estd bien establecido que los metabolitos del ganciclovir eliminan no sélo las células que expresan TK
de VHS, sino también las células de las proximidades inmediatas. Este “efecto espectador” (“by-stander effect”) puede
aumentar la eliminacién eficaz por parte del virus (es decir, una célula infectada podria dar como resultado la muerte
de diez o0 mds células tumorales circundantes); y (2) tener un VEV con un gen suicida podria permitir la eliminacién
del virus si se desea de un individuo infectado con el virus.

Control del crecimiento de VEV in vivo

Se introduce un producto génico de mamifero dentro de VEV para limitar el crecimiento de VEV en las células
normales pero este producto génico no afecta al crecimiento de VEV en las células tumorales o enfermas.

Los VEV recombinantes (VEVr) que comprenden uno o mds transactivadores de p53, activan las rutas apoptéticas
en células normales pero no en células tumorales. Tales VEVr limitan la diseminacién del virus en tejidos normales
pero permiten el crecimiento de los virus en las células tumorales.

El VEVr que comprende el gen de PKR limita la replicacién del virus en todas las células normales; sin embargo,
en las células que expresan inhibidores de la PKR, la PKR codificada viralmente estd inactivada. Un ejemplo de una
célula que expresa uno o mds inhibidores de la PKR es una célula infectada por hepatitis C de manera crénica. Dado
que la hepatitis C codifica y expresa dos inhibidores conocidos de PKR (es decir, NS5A y E2), un producto génico de
PKR codificado por VEV se neutraliza y se permite que VEV se replique libremente.

Ejemplo 10
Pérdida progresiva de capacidad de respuesta al interferon con la transformacion oncogénica

Se infectaron fibroblastos murinos en varias fases de la transformacion, o bien pretratados con 100 unidades de
interferén alfa o sin tratar, con VEV WT Indiana a una MOI de 0,1 ufp/célula. La produccion viral se midi6 18 horas
p.i. (tras la infeccién) mediante un ensayo en placa habitual. MEF: cultivos primarios de fibroblasto de rat6n aislados
de embriones de ratén Balb/C. Células NIH 3T3: fibroblastos embrionarios de ratén inmortalizados. PVSrc: Células
NIH 3T3 transformadas con el gen src viral. MOP 8: Células NIH 3T3 transformadas con el antigeno T grande del
virus del polioma. Los resultados se muestran en la tabla 2.

En este ejemplo, la pérdida de la capacidad de respuesta al interferén guarda relacién con la sensibilidad a la infec-
cion por VEV y a la progresion del fenotipo maligno. Las células MEF son mortales (es decir, tienen una vida limitada
en cultivo) y pueden responder completamente al interferén. Las células NIH 3T3, aunque no son tumorigénicas, estan
inmortalizadas y tienen aproximadamente diez mil veces mas capacidad de respuesta al interferén que MEF. Las célu-
las PVSrc y MOP 8 son completamente tumorigénicas, soportan la replicacion vigorosa de VEV y estdn minimamente
protegidas por el tratamiento con interferén.

TABLA 2
Linea celular Titulo viral (ufp/ml)
No tratadas IFN-a

MEF (fibroblasto embrionario de 4 x 10° <10

raton)

NIH3T3 8x 10’ 1x10*

PVSrc 3x10° 2x107

MOP 8 1x 10 5x10°
Ejemplo 11

Rendimiento del virus tras infeccion durante la noche de varias lineas celulares tratadas o no tratadas con IFN

Una variedad de lineas celulares normales y transformadas se dejaron sin tratar o se pretrataron con 100 unidades
de IFN-q, se infectaron a una MOI de 0,1 ufp/ml con VEV WT Indiana y se incubaron durante 18 horas a 37°C. Los
medios de cultivo procedentes de cada muestra se titularon para determinar la produccién de VEV. Los resultados se
muestran en la tabla 3.
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Este ejemplo demuestra que la produccién viral es de diez a diez mil veces mas eficaz en una variedad de tipos de
células tumorales, en comparacion con los tejidos primarios normales. En presencia del interferdn alfa, la produccién
de virus en las células primarias normales estd casi completamente bloqueada, mientras que en las células tumorales,
el interferdn tiene poco o ningin efecto sobre la replicacién de VEV.

TABLA 3

Linea celular Titulo viral (ufp/ml)
No tratadas IFN-a

OSF7 (fibroblasto humano normal primario) 1 x 10° <10
OSF12  (fibroblasto humano normal 2x 10° <10
primario)
OSF16  (fibroblasto humano normal 1x 10’ <10
primario)
PrEC (epitelio de prostata humano normal 8x 10° <10
primario)
HOSE (epitelio de la superficie del ovario 1x 10’ <1000
humano normal primario)
A2780 (carcinoma de ovario humano) 2x10° 1x 10
OVCA 420 (carcinoma de ovario humano) 1x10 3x10°
C13 (carcinoma de ovario humano) 1x10° 1x10°
LC80 (carcinoma de pulmén humano) 2x 10° 6x 10
SK-MELS3 (melanoma humano) 1x10° 1x10°
LNCAP (carcinoma de prostata humano) 4x10° 5x10°
HCT116 (carcinoma de colon humano) 1x10° 2x10°
293T (células HEK transformadas con 1x 10° 8x 10

antigeno T y E1A de adenovirus)
Ejemplo 12
DLs, para VEV WT y mutante administrados por via intranasal a ratones PKR*'~ (129 x Balb/c)
Se anestesiaron ratones hembra de 8 - 10 semanas de edad y se infectaron por via intranasal con el virus diluido

en 50 ul de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en las fosas nasales de cada animal (PKR*/~; 129 x variedad

Balb/c). Se calcularon los valores de la dosis letal 50 utilizando el método de Korler-Spearman. Los resultados se
muestran en la tabla 4.

Este ejemplo demuestra que los mutantes I, IT y III en particular, estdn atenuados en comparacién con la cepa
Indiana de tipo natural del virus cuando se prueban para determinar su toxicidad en 129 X ratones Balb/c.
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TABLA 4
Virus DLso intranasal (ufp)
WT Indiana 1x10*
Mutante I 1x10'
Mutante II >1x 10"
Mutante II1 3x10°
Mutante IV <1x10°

Ejemplo 13

Los ratones PKR™'~ son sumamente sensibles a VEV, en comparacion con varias cepas de ratén PKR*'*

Se infectaron por via intranasal ratones PKR™/~ y PKR*/* en varias dosis y se monitorizé su supervivencia a lo
largo del tiempo. Todos los ratones PKR™/~ sucumbieron a la infeccion entre los dias 2 y 5, dependiendo de la dosis,
mientras que los ratones control permanecieron vivos mas alld de este punto. Los resultados se muestran en la tabla 5.

Este ejemplo demuestra la importancia del producto génico de PKR en Ia resistencia de los ratones a la infeccién
por VEV.

TABLA S
Antecedentes Dosis Supervivencia en el
genéticos in. dia 5
PKR"" Balb/c 5x10* 55
CD-1 5x10* 55
Balb/c x 129 5x10°  5/5
PKR™ Balb/c x 129 5x10°  0/5
5x10° 0/4
5x10° 03
5x10' 03

Ejemplo 14
Las células AML3 mueren por apoptosis tras la infeccion por VEV

Se infectaron células OCI/AML3 (leucemia mielégena aguda) con VEV a una MOI de 3,0 ufp/célula. Se analizaron
las muestras sin fijar catorce y veinte horas tras la infeccion. Las células apopt6ticas con translocacién de fosfatidilse-
rina a través de la membrana se detectaron mediante citometria de flujo utilizando la proteina fluorescente roja anexina
- V- biotina - X/NeutrAvidina - PE (Molecular Probes). Se analiz6 la despolarizacién de la membrana mitocondrial
en las células apoptéticas tempranas mediante citometria de flujo utilizando el colorante sensible al potencial, JC-
1 (Molecular Probes). JC-1 se acumula por la mitocondria polarizada que cambia la emisiéon de fluorescencia del
espectro verde al rojo. Las células AML3 no viables se identificaron utilizando colorante vital fluorescente rojo de
homodimero de etidio-1 (EthD-1) (Molecular Probes). Los andlisis se llevaron a cabo siguiendo las especificaciones
de los fabricantes. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Este ejemplo demuestra que VEV elimina a las células de AML, al menos en parte, a través de una ruta apoptética
inducida viralmente.
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TABLA 6
Pruebas MOI 0,0 MOI 3,0 Positivos  netos
(muertos)
Porcentaje | Porcentaje
de positivos | de positivos
14 EthD-1 6,6 32,3 25,7
horas
p.l
Anexina V 14,3 52,7 38,4
JC-1 7,5 21,4 13,4
15
20 Positiva para 6,4 58,5 52,1
horas | EthD-1
pi.
Positiva para 10,8 79,6 68,8
anexina
\%
JC-1 3,9 43,2 39,3
Ejemplo 15

Las cepas de VEV mutantes infectan y eliminan células de AML

Se infectaron células OCI/AML3 (leucemia mielégena aguda) a una MOI de 1,0 y se incubaron durante 23 horas.
Las células no fijadas se tifieron con Eth-D1 (dimero de etidio, Molecular Probes) para detectar las células no viables
siguiendo las especificaciones de los fabricantes. El nimero de células tefiidas por 10.000 contadas se utilizé para

calcular el porcentaje de muertes. Los resultados se muestran en la tabla 7.

Este ejemplo demuestra que las cepas VEV mutantes utilizadas son tan eficaces como la cepa Indiana de tipo

natural en la eliminacién de las células de AML.

TABLA 7
Simulaci | WT Mutl | Mutll | Mut Mut Mut
on IND It v Vv
Porcentaje de | 30,0 64,7 60,7 86,7 72,1 74,4 82,8
muertes
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Ejemplo 16

VEV y las células infectadas por VEV muestran actividad antitumoral frente a xenoinjertos de melanoma en humanos
en ratones desnudos

Se desarrollaron tumores derivados de SK-MEL 3 (melanoma) en ratones atimicos Balb/c hembras de 8 - 10
semanas de edad. En el dia 0, los tumores o bien se dejaron sin tratar o se infectaron con 10® ufp de VEV WT Indiana
en medio de cultivo 0 2,5 x 10° células SK-MEL 3 infectadas por VEV WT Indiana (células que producen VEV).
Se calcularon las diferencias estadisticas entre los grupos tratados y los no tratados en cada punto de datos con los
siguientes valores de confianza (b: p < 0,01; c: p < 0,001; d: p= 0,007). Los resultados se muestran en la figura 7.
En el dia 3, s6lo los tumores tratados con células que producen VEV fueron significativamente mds pequefios que los
tumores no tratados (a: p < 0,001). No fueron evidentes diferencias estadisticamente significativas en los volimenes
tumorales entre los grupos desde el dia O hasta el dia 2. Los puntos de datos representan las medias +/- EEM de
multiples tumores (no tratados n = 8; células que producen VEV n = §; VEV solo n =4).

Este ejemplo demuestra que una tnica inyeccién de VEV, directamente en tumores sé6lidos afecta profundamente al
crecimiento del tumor, dando como resultado la regresion de parcial a completa. El uso de células tumorales infectadas
como vehiculo para administrar el virus también es eficaz.

Ejemplo 17

Los ratones PKR™'~ son extremadamente sensibles a la infeccién por VEV intranasal y demuestran una deficiencia en
la resistencia mediada por IFN

Ratones PKR™~ (A y B) y ratones control (Balb/c x 129) se infectaron por via intranasal con 5 x 10* ufp de VEV
y se monitorizaron para determinar la morbididad y la supervivencia durante el transcurso de 14 dias, tras los cuales
se considerd que los animales que quedaban habian sobrevivido a la infeccién.

Los resultados se muestran en las figuras 8A y 8B. Los ratones PKR™/~ mostraron una grave disminucién de la
supervivencia en comparacion con los ratones control (WT), que sucumbieron hacia el dia 3 6 4, mientras que todos
los ratones control sobrevivieron a la infeccion. El pretratamiento con IFN-a/g (18 h antes de la infeccién) con 2 x 10*
U.L (figura 8A) o bien con 2 x 10° UI no produjo efecto protector en los animales PKR™".

Este ejemplo demuestra que un dnico defecto en la ruta del interferén (ausencia del producto génico de PKR) es
suficiente para hacer que los ratones no puedan resistir a las infecciones por VEV. Este defecto no puede salvarse por
el interferén.

Ejemplo 18
El interferon puede proteger a ratones desnudos que llevan xenoinjerto durante el tratamiento con VEV

Se inyectaron por via intradérmica células de melanoma SK-MEL 3 en ratones desnudos atimicos CD-1. En el
dia 0, se inyect6 a los tumores o bien VEV WT Indiana vivo (1 x 10° ufp) o bien una cantidad equivalente de VEV
inactivado por UV, y se midi6 diariamente. Los resultados se muestran en la figura 9. Se administré interferén a un
subconjunto de animales (VEV IFN) en los momentos indicados (flechas negras). (UV-VEV n = 4; VEV IFN n = 6;
VEV n = 6). En estos experimentos, una tnica inyeccién intratumoral de VEV inhibe el tumor en todos los casos.
Todos los tumores tenian al menos una regresion parcial y en tres de doce ratones tratados hubo una regresién tumoral
completa. Los tumores que recibieron virus inactivado por UV continuaron creciendo sin mitigarse hasta que estos
animales se sacrificaron en el dia 11. Los ratones desnudos que no recibieron interferén y a los que se inyect6 el virus
vivo comenzaron a morir en el dia 10 y s6lo dos de seis permanecieron viables en el dia 15. Por el contrario, todos los
ratones desnudos, infectados, tratados con interferén, estuvieron protegidos de la toxicidad de VEV y permanecieron
libres de sintomas durante més de 45 dfas.

Este ejemplo demuestra que una Unica inyeccién intratumoral de VEV vivo es eficaz contra los tumores. Ademds,
los ratones desnudos, infectados, que llevan tumores, pueden salvarse de la toxicidad de VEV mediante la inyeccién
de interferdn.

Ejemplo 19
VEV infecta y elimina células de leucemia y de mieloma

Las lineas celulares indicadas se infectaron con la cepa de VEV Indiana HR a una multiplicidad de infeccién de
una unidad formadora de placa por célula. A las 24, 48 y 72 horas tras la infeccién (p.i.) se tomaron muestras de
los cultivos infectados y se tifieron directamente con yoduro de propidio siguiendo las instrucciones de los fabricantes
(Molecular Probes). Las muestras se analizaron entonces mediante citometria de flujo utilizando el programa FACSsort
WinMDI Versién 2.7. En la tabla 8 se muestra el porcentaje de células muertas por cada tipo de célula leucémica para
los tiempos indicados tras la infeccién.
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Este ejemplo muestra que VEV es viable para infectar y eliminar un conjunto diverso de tipos de leucemia. La
célula K-562 se aisla de un paciente con leucemia mielégena crénica (CML) mientras que MOLT-4 es una leucemia
de células T y SR y H929 son mielomas.

TABLA 8
Linea celular 24hp.i. 48 hp.i. 72 hp.i.
K-562 (CML) 15,38% 52,36% N/D
MOLT-4 (leucemia de | 53,94% 48,80% N/D
células T)
SR (mieloma) 32,10% 46,38% N/D
H929 (mieloma) 10,73% 17,35% 64,41%

Ejemplo 20

Las cepas del virus de la estomatitis vesicular (VEV) incluyendo el tipo natural Indiana y cinco mutantes de VEV
atenuados demuestran citotoxicidad selectiva hacia células de carcinoma de préstata humano, en comparacién con los
fibroblastos humanos normales.

Las cepas del virus de la estomatitis vesicular, incluyendo el tipo natural Indiana y las cepas mutantes atenuadas I
(TR1026), I (TR1026R), III (TP3), IV (TP6) y V (G31) se obtuvieron del Dr. Lauren Poliquin, Universidad de Quebec
en Montreal. Cada una de estas cepas de virus se purificé en placa cinco veces antes de su uso en este experimento.

Se hicieron crecer células de carcinoma de préstata humano (LNCAP) y células humanas normales (fibroblasto de
antebrazo OSF 7) en placas de cultivo tisular de 96 pocillos hasta una densidad de aproximadamente 5 x 10* células
por pocillo. Se afiadieron virus en diluciones de 10 veces que oscilaban desde 5 x 10° ufp hasta 5 ufp. En cada placa se
incluyeron pocillos control sin virus. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C en el 5% de CO,. Se cuantificé
la citotoxicidad utilizando un ensayo colorimétrico MTS ((3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-
sulfofenil]-2H-tetrazolio, sal interna) (CellTiter 96 Aqueous, nimero de catdlogo G 1 1 12, Promega Corporation,
Madison WI 53711-5399), monitorizado a 490 nm, que detecta actividad de enzimas mitocondriales. La cantidad de
muerte celular en los pocillos tratados con virus se determiné mediante la pérdida en la viabilidad en los pocillos
tratados con virus con respecto a los pocillos no tratados. Los datos se representaron graficamente como ufp/célula
frente a porcentaje de muerte celular con respecto al control. Se calcul6 la CT50 (concentracién téxica al 50%) como
la cantidad de virus en ufp/célula que produce una reduccion del 50% en la cantidad de células viables. Los valores
menores de CT50 reflejan el aumento de la sensibilidad de las células a los efectos liticos del virus. Se calcul6 el
indice terapéutico in vitro para cada cepa de VEV como la razén de CT50 para las células OSF7, en comparacién con
la CT50 para las células LNCAP.

Los resultados se muestran en la tabla 9. El VEV Indiana de tipo natural y cada uno de los cinco mutantes de-
mostraron un alto grado de citotoxicidad hacia las células de carcinoma de préstata humano, tal como se refleja en
los bajos valores de CT50, todos inferiores a 0,01 ufp/célula. Las células de fibroblastos humanos normales fueron
de uno a més de 3 6rdenes de magnitud mads resistentes a los efectos citotéxicos de todas las seis cepas de VEV. Los
cinco mutantes tuvieron menos toxicidad sobre las células de fibroblastos OSF7 normales y tuvieron un mayor indice
terapéutico in vitro que el VEV Indiana de tipo natural.
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TABLA 9

Resultados del ensayo de citotoxicidad para las cepas de VEV (Indiana de tipo natural y Mutantes del I al V) contra
células de carcinoma de prostata y fibroblastos normales

Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | Mutante | WI

I I I v \% Indiana
Carcinoma de | 0,0064 | 0,0048 0,0014 0,0006 0,0012 0,0017
prostata LNCAP
CT50 (ufp/célula)
Fibroblastos >42 22 43 0,031 9,8 0,022
normales OSF7
CT50 (ufp/célula)
Indice terapéutico | > 6562 | 4583 3071 52 8167 13
(CT50 OSF7 /
CT50 LNCAPP)

Ejemplo 21

Produccion de virus a partir de células tumorales y células normales infectadas con el tipo natural Indiana y varias
cepas mutantes de VEV

Se hicieron crecer células de carcinoma de colon HCT 116 y fibroblastos de antebrazo OSF 7 hasta la confluencia
en placas de cultivo tisular de 35 mm. Se extrajo el medio y se afiadieron los virus en un volumen de 30 ul con una
multiplicidad de infeccién de 0,1 ufp/célula para las células HCT 116 y de 1,5 ufp/célula para las células OSF 7. Tras
un periodo de incubacién de 1 hora a 37°C, 5% de CO,, se ailadié 1 ml de medio de cultivo tisular a las placas. Los
resultados se muestran en las figuras 10A y B. En los puntos de tiempo indicados, se extrajeron muestras de 10 ul de
las placas. Se determind el titulo de virus de estas muestras mediante un ensayo en placa.

Este ejemplo demuestra la rdpida cinética de replicacion de las cepas de VEV de tipo natural y mutante en las
células de carcinoma de colon HCT 116. Las cuatro cepas mutantes de VEV tuvieron un crecimiento mas rapido en
las células tumorales HCT 116 que el VEV de tipo natural. Obsérvese que en los cultivos de células OSF-7 normales,
se requiere una entrada diez veces mayor de virus para lograr similares cinéticas de replicacion.

Ejemplo 22

Las células cancerigenas se eliminan rdpidamente tras la infeccion por VEV (WT Indiana) y no estdn protegidas por
el IFN-«a

Monocapas de fibroblastos humanos primarios normales (AG 1522) y varias lineas de células tumorales se dejaron
sin tratar o se pretrataron con IFN-a (100 unidades) y después se infectaron con VEV a una MOI de 0,1 ufp/ml. A
incrementos de 12 horas se terminaron las infecciones mediante fijacion celular y tincidn para determinar la cinética de
la muerte celular. Se dejaron crecer monocapas control (CNTL), no infectadas, durante el transcurso del experimento
y, por tanto, se tifieron mds intensamente. Los resultados se muestran en la figura 11. LNCAP es un carcinoma de
préstata humano; A2780 es un carcinoma epitelial de ovario humano, y Sk MEL3 es un melanoma humano.

Este ejemplo demuestra la rapida cinética de la muerte de la célula tumoral por el VEV Indiana incluso en presencia

de interfer6én alfa. Aunque las células normales también mueren por el VEV, la cinética es mds lenta y las células
normales pueden protegerse completamente por el interferén alfa.
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Ejemplo 23

El efecto citopdtico inducido por VEV es visible en células de melanoma humano pero no en células humanas prima-
rias con y sin IFN-a

Cubreobjetos cubiertos con gelatina con células humanas normales y células SK-MEL3 no tratadas o pretratadas
con IFN-a (100 U/ml) se infectaron con VEV WT Indiana a una MOI de 0,1 ufp/ml. Los resultados se muestran en
la figura 12. Las células de melanoma humano (SK-MEL3) mostraron cpe a las 12 horas tras la infeccién incluso en
presencia de interferon. A las 24 horas tras la infeccion, estas células cancerigenas habian muerto y se sacaron del
cubreobjetos. Las células primarias humanas, incluyendo fibroblastos de prepucio (AG1522), células epiteliales de la
superficie del ovario (HOSE) y células epiteliales de la préstata (PrEC) no mostraron CPE (efecto citopéatico) hasta las
36 horas en ausencia de interferén y estuvieron completamente protegidas en presencia de interferén mds allad de las
72 horas tras la infeccién.

Este ejemplo demuestra que VEV Indiana puede destruir rdpidamente células de melanoma incluso en presencia
de interferén alfa, mientras que los fibroblastos normales y las células epiteliales son mds lentos en morir y pueden
resultar completamente protegidas por el interferén alfa.

Ejemplo 24
VEV elimina selectivamente células transformadas co-cultivadas con fibroblastos normales

Se sembraron en placa nimeros iguales de células 293T (células de rifién embrionarias humanas transformadas
con el antigeno T grande y E1A de adenovirus) y fibroblastos de prepucio humanos normales sobre cubreobjetos
recubiertos con gelatina y se infectaron (VEV WT Indiana) a una MOI de 0,1 tanto en presencia como en ausencia de
interferén. Las células se fijaron a las 12 (no mostrado), 24 y 36 horas tras la infeccion. Las células fijadas se tifieron
con un anticuerpo anti-Tag y DAPI. Las células 293T tefiidas de rojo murieron rdpidamente tan sélo 12 horas tras
la infeccién, independientemente del tratamiento con interferdn, con aquellas pocas células restantes que mostraban
ntcleos condensados o fragmentados. Los fibroblastos normales mostraron nicleos alterados hacia las 36 horas tras
la infeccién en ausencia de interferén, pero estuvieron protegidas del virus en presencia de interferén mis alld de este
punto de tiempo.

Este ejemplo demuestra que en un cultivo mixto de células normales y tumorales, VEV Indiana se replica prefe-
rentemente y elimina células tumorales. Las células normales en los co-cultivos infectados son mds lentas en morir y
pueden salvarse completamente mediante el tratamiento con interferén.

Ejemplo 25

Eficacia de una dosis intravenosa tinica de VEV mutante en el tratamiento de xenoinjertos de melanoma humano en
ratones desnudos

Se establecieron xenoinjertos de melanoma humano SK-Mel3 en ratones atimicos CD-1 de 5 - 6 semanas. En el
dia 0, los tumores o bien se dejaron sin tratar o se trataron por via intravenosa con 5 x 10° ufp de VEV mutante, tal
como se indica. Los resultados se muestran en la figura 13.

Este ejemplo demuestra que los mutantes II y III pueden inhibir el crecimiento tumoral tras una tnica inyeccién
intravenosa. Por tanto, no es necesario administrar el virus en el sitio del tumor para que sea eficaz en la inhibicién
del crecimiento del tumor. Ademads, los mutantes, aunque se estdn atenuando para su crecimiento en tejidos de ratén
normales, todavia pueden seleccionar como diana células tumorales in vivo.

Ejemplo 26
Muerte selectiva de células AML co-cultivadas con médula ésea normal

La linea celular OCI/AML3 independiente de factor de crecimiento se mezclé 1:9 con médula ésea normal y
se infectd durante 24 horas con VEV WT Indiana. Después se sembraron en placa varias diluciones de células en
metilcelulosa mas y menos factores de crecimiento y se realizaron recuentos de colonias 14 dias después. La tabla 10
muestra los datos para las placas que recibieron 10* células. El asterisco (*) significa que no se detectaron colonias
leucémicas en las placas sin factor de crecimiento incluso cuando se sembraron 10° células por placa.

Este ejemplo demuestra la muerte rapida y selectiva de células de leucemia en presencia de células madre 6seas

normales. Ademds, demuestra que la médula 6sea no es un objetivo limitante de la dosis del tratamiento oncolitico
con VEV, como ocurre con la mayor parte de otros tratamientos contra el cancer convencionales.
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TABLA 10
Tipo de colonia 0,0 1,0 5,0
Leucémica 172 0* 0*
Neutrofilos 12 7 5
Mixta 6 3 4
Monocitos 10 7 5

Ejemplo 27
Secuencias de VEV

El genoma de VEV contiene genes que codifican para las proteinas virales N, P, M, G y L. Se determinaron las
secuencias de ADNc de los marcos de lectura abiertos (ORF) para estas proteinas del VEV resistente al calor (HR)
de tipo natural y tres VEV mutantes (basdndose en la secuenciacién cinco veces para cada uno) y se compararon con
las secuencias de GenBank con nimero de registro NC 001560 (derivado de las cepas de VEV de Colorado y San
Juan). Los mutantes son M2 (TR 1026R), M3 (TP3) y M4 (TP6). Las secuencias de 4cidos nucleicos se muestran en
las figuras 14, 16, 18, 20 y 22. Las secuencias de aminodcidos deducidas correspondientes se muestran en las figuras
15, 17, 19, 21 y 23, respectivamente. Las diferencias se indican mediante letras destacadas. Las lineas de puntos
representan secuenciacion incompleta.

Algunas de las diferencias entre las secuencias de aminodcidos se muestran en la tabla 11 que utiliza la notacién
basada en el encabezamiento de la columna (es decir, para el encabezamiento de la columna “Diferencias entre Gen-
Bank y HR” la notacién K155R significa que el aminodcido en la posicién 155 es K en GenBank y R en HR). En
los casos en que la secuencia HR todavia no esta disponible, s6lo pueden hacerse comparaciones entre GenBank y un
mutante particular. M3* indica una diferencia entre el mutante 3 y HR, pero en este caso, el aminodacido se correspon-
de con el depdsito de GenBank en esa posicion (es decir, el mutante 3 y la secuencia de GenBank coinciden en esta
posicion, mientras que HR es diferente).

Estos datos demuestran las multiples diferencias en la secuencia entre la cepa HR y el depésito de GenBank (que
se deriva principalmente de la cepa San Juan). También demuestra algunas de las diferencias entre los mutantes y la
cepa HR de la que se derivan. Estas diferencias genéticas se corresponden con diferencias fenotipicas.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 11
Gen | Diferencias entre | Diferencias  entre | Diferencias entre | Diferencias  entre
GenBank y HR HR y los mutantes | GenBank y el | GenBank y el
mutante 2 mutante 4
N D10A, K155R, | A10D (M3*)
N3538 Ninguna (M4)
P K50R, A76V, Q77P, | Ninguna (M2, M3
E99D y M4)
P110Q, S126L,
S140L
Y151H, M168I,
E170K
D237N
M S32N, Y54H, NS7H, [ MS1R (M3)
T133A, 1171V, | Ninguna (M4)
1226V
G H24Y, 157L, Q96H, { Q26R, R242H, | A331V
VI41A, Y172D, | S431A (todos M3)
G132D E254G (M4)
H242R, S438T,
LAS3F H487Y
L T367A, T689S, | Ninguna (M4) 12021, K296R
T20261
R2075K

La presente invencién ha sido descrita con relacién a modalidades preferidas. Sin embargo, serd obvio para aquellas
personas capacitadas en el arte que pueden hacerse una cantidad de variaciones y de modificaciones sin apartarse del
alcance de la invencién como se describe aqui.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un virus para la fabricacién de un medicamento para reducir la viabilidad de una célula tumoral en un
individuo mamifero, en donde el virus s una cepa atenuada del virus de la estomatitis vesicular, en donde el virus esta
contenido en una célula infectada con el virus, y en donde la célula tumoral es un carcinoma.

2. El uso de acuerdo a la Reivindicacién 1, en donde la célula tumoral es un carcinoma de prdstata.
3. El uso de acuerdo a la Reivindicacién 1, en donde la célula tumoral es un carcinoma de ovario.

4. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus es la cepa M1 del virus de
estomatitis vesicular.

5. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus es la cepa M2 del virus de
estomatitis vesicular.

6. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus es la cepa M3 del virus de
estomatitis vesicular.

7. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus es la cepa M4 de estomatitis
vesicular.

8. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus es la cepa M5 de estomatitis
vesicular.

9. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en donde la célula tumoral es una célu-
la cancerosa hematopoyética, un melanoma, un sarcoma, un tumor neuroendocrino, un carcinoma de pulmén o un
carcinoma de colon.

10. El uso de acuerdo a la Reivindicacion 1, en donde el individuo mamifero es un mamifero humano o un mamifero
no humano.

11. El uso de acuerdo a la Reivindicacién 1, en donde la linea celular infectada con el virus es para la administracién
al individuo por medio de una ruta seleccionada entre intratumoral, intravenosa o intraperitoneal.

12. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus tiene una secuencia de dcido
nucleico del gen N que codifica para la misma secuencia de aminoécidos de la proteina N que la secuencia de ADNc
del gen N para las cepas M2, M3 o M4 del virus de la estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 14.

13. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus tiene una secuencia de dcido
nucleico del gen P que codifica para la misma secuencia de aminoacidos de la proteina P que la secuencia de ADNc
del gen P para las cepas M2, M3 o M4 del virus de la estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 16.

14. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus tiene una secuencia de dcido
nucleico del gen M que codifica para la misma secuencia de aminodacidos de la proteina M que la secuencia de ADNc
del gen M para las cepas M3 o M4 del virus de la estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 18.

15. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus tiene una secuencia de dcido
nucleico del gen G que codifica para la misma secuencia de aminodcidos de la proteina G que la secuencia de ADNc
del gen G para las cepas M2, M3 o M4 del virus de la estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 20.

16. El uso de acuerdo a cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 3, en donde el virus tiene una secuencia de dcido

nucleico del gen L que codifica para la misma secuencia de aminodcidos de la proteina L que la secuencia de ADNc
del gen L para las cepas M2 o M4 del virus de la estomatitis vesicular, como se muestra en la Figura 22.
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1 ) 69

AT TCTTACACTCAACRGAR TCATTEACARCACAG TOATAGTTCCRAAAM PIC C IGOA
ADCTEICYTACRACTCAAGAL ANTCN GTCATABTICCARAACTTC C TGCA
ROGTC TSTTACAGTC ARGAGAA TCATTEAC AACAC AL TCATASTRCCARLAC PIC CPGCA
A wwmcmmmumﬁmmcmmcmammmm ChaCA

-ms e

120
AATGAGGATCCAGTGERAT AL COGOTAGATTAC TTCAGARAATCARRGERGATICSTCTD
ANTRACCATCCAGTGSARTACCCRECASATTACTICAG ANANT O ALAGGRGATIC A Tep
AATGAMGATCCAGTEEAART ALCUGGURGA T TAC T TCRAG ARAATC ARAGGAGA T TCCTOPT
AATGAGGATOCAS TRGAATACCCESCARATTAL TTCAGAAAATCARAGGAGATTCCTCTTY

121 160
TACATCAATACTACRAANAG T T TRTCAGATCTARCAGG A TA TG TO TACCAAGGCCTCARA
TACATCAATACTACAAARAS TTICTCAGATOTANMIAACATATE TC TACOALSSC O MAAN
TACATCRAAPACTACRAARAGTTIGCTCAGATCTARGACGATATC PCTACCARCGCONCARN
TACATCAATACTACAMAMG T TISICAGATCTARGACCGATATG TC TACCAASGCCTCAMA

I P IA LS A BLEEI RERIRT IS PR IIIGEIPIIRNCERNDAl BRBOGORIGI TSNS E

181 240
TCCGGAAA TG TATCANT CATACATSRCAACAGC TAC TG TATG GAGCATTIRAGGACATC
TOCESAAAPETATCAATCATACATERCAACAGE TACTTCTATCGEACCATTCRAGRACATD
TCCGGAARTGTATCANTCATACATETCARCAGC TAC T TG TATGGAGTRTTGARAGLACAIC
TCCSGlAATEEAEC&&TQHTACAQBTCAAEEECQBCTTGTATGGAB:A!Tﬁhaﬂﬂaﬁhﬂﬂ
........ o DCANTCATACATCRCAACASC TACTIC TATGGAGDATTGAAMGACATIC

24}

MF&MWWMMTMQNG&W
CCCCCTAAG TEGEATAMACA T IS GICAACT TICCCRATAAACN DL CEERAG QO AGGHEAT
CGGEOTAMG T TGCATARAGATTGGEIC ARG T TICGHARTARACTA TCGGGAMGCAGOIIAT
COEGOTARI TTCIATMAGAT TGS TCAAGTTICUCARTAAA CATUGGEANG CAGGTGAT
QGGG AAG T TEUATARGAT TCOICAAMI T M TCCOARTAAA CATCGAGANG G LASGLGAT

ACAATOGGAAT) mmcmmm:mcmcccmmcssmmmmm
ACAATOGGAATATTTGACCT TGTALCCTICARMMCOCCTEGACGE T TACTICCAGATGGR

361
STATCGCATGCTTCCACAACCASCCCAGATCM AMATGCTTGCCTE LG TATC TACTIONC
CIAICCCATCCTICCACAACCNCCCCACATCACAAATCETTCCCT I TETATC TACTICEC
CTATCOCATGCTTCCACAACCACCECAGAPGACAAATCCTTGC O T TE TATCTACTICEC
CTRICCCATGCTTCCACANCCACEGCAGATCAL AR TG TTGCCLT TGTRTL TACTICEC
GIATCGEATE CTTCURGANCCAGCICAGATGAC AR TGS TTGC CITTS TATA TAC TIGGE

€31 480
TTRTACAGAGTCRGCAG AACACARBTGLCTGALTACAG AAARARGC TCRTGS I TGGAL G
TTATACAGAGTGGGCAGAACACARATGCCTGARTACAGAAARNGGE TCATGGATGGGETG

TTRTACAGAGTGEECAGAACAC AR TG CCTCAATRCAG AAAAAGGC TCATEGA TGE0CTG
M ATACACAGTEGECAGAMCACAARTCOCTCAATRCAG AAMAACGCTCATGCATGGECTG
TTATACAGAGTGEGCAG AN ACARATGCCTGAA TACAGARAMAGGC TCATGGATGSGETG

410

FIGURA 14-1
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81 540
AchAAJCAATGCA&&hvcATCAATGR&CAGQT?GAAccmcrrnTG:canAAanwcGrqac
ACAAATC AN TG CARMAA TG ATC AR TG AL C AGT T TG AAC CTC PTG TG CCAGAAGG TCETGAC
ACAAATCARTGCAARATCATCAR TS AAC AGT I TG AACCTC T TR TGO AGAAGG TOG TBAC
ACRAATCAATECAARRTGATCAATCAAC NG TITC AACCTC TG TG CCAGAAGG TOGTRAS
ACARATCAATGCRARR TGA TCAATEARCAGTTTG AMCC TCTTG TCCCAGAA G TOGTGAL

541 €00
mmmmmnmnmcmuwmmmmcmm&cma
MTTYIGATSIGIGEE CARATPGACAGTAATTACACARAAM THIL COTGCASTE SACATC
AT TTIGATCICTCECOAANIGCACAGTAATTACACAAARAT TG TCGCTGCAS GEACATC
AT G T E TS GO CAMATCACAG TAATTACACAMAAA T T TCOCTGCAG TG GACATG
ATTTTTGATGTGTS GOGAMTCACAGCTIAT TACA M ARG TC GOTGCAG TGGACATS

&01 560
TICTTCOACATOITCAARARACRTCAR TGTGCC TCO T TCABATACGOAALTATIGTOTO
PICT ICCACATGETTCARAAAA C R TG AN TETG O C IO G M I CAGA TACGGAACTATTG T ITCC
T T I CACATUT TC AAAAARC ATGAA TG TG OO TCG T I C ARG TAOGGAACTATTGTTTCS
TSI CAC AT TCAAAARACATCAA TG C TS TTCAGA TACGGARA CTATTG T TTOC
TP D CACATIT TCAAAAAACA TGAATETC OO TC O ICAGATACGGAACTATTG TS

561 720
AGATICARACATTCTGCTCCATICG AN ATTTGAACACCICTCCARARATAACCGGAATG
AGATTCAAAGATICTOCTS CATTGECARCATTTGRACACCTCRGCAAMNTAACCEGAATS
AGATTCARMGAT TG TG TGCATTEGCARCAT TTCSACACC PCTCCAARATAACCGGAATG
AGKTTCAAMIA TG TGC TGO ATYGS CAACATTTGGACACCTCTOCAAAA'

Ammmmmmmmcmmmmrmm

2% 780
TCTACAGAABATSTAACGACCTOOAT S M GAACEBAC ARG PTG CAGATE AATGGTOCAA
TCTACMIAAGATOTARCBACCTOOAT CTTGAACCOAG ANGTIG CAGATGAGATGATCCAR
TCTACAGAAGATETAACGACCTRGNT C P IGAACCIAG AMG TTGCREATC ACATGETCC AR
TCTACACARGATCTARL GACCTEGAT CTTGAACT GAGAMITTECAGATC ACATEG TEC AA
TCTACACANCATCTAALGACCTOGATC TMGAACC GAGANG TRGCAGATGAGATAG TCCAR

781 aan
ATOATUCTTOCAGICCAAGAA TTGACAAGGCCERT TCATACATOCCTTATTTUATCCAC
ATOATECT ICCAGECCARGAAATT GACAAGECCEATTCATACATSCCTTATTTGATCGAS
NTGREGCTTCCAGGLCANGARAT TOACAAUGCCGAT TCATACA TECCTTATTTRATIEAS
ATCATGCTTCCAGOCCANGARAT TOACAABGCCG AT ICATACA TGEC TTATTTGATIGAC
ATGRTGCTPCCAGICTAAGARR T TGACAAGGCCGAT ICATACA TGOS TTATTTGATLGAL

ad1 900
TG EAT T TP TAAG PO PO AT AT T T TCCG PLAAAAACT CTRCCT T CLAC T IO TGS
TITEGATICICTTOTAAG TCTCCATATIC TTCOG TCA MM CTCTBCCTT CCADTTOING
TITGE AT IO NPT TAAC TCTCCATATIC P TCCGTCARMAACC CTAC CTTCCAST T 16
T rISEATTCTCT T T AAG T T CATA T I P ICU G TC A AARACC CTGOC TR CCACT IO TGS
Tl TCGATTCI CP I TAAC TC TOCATAT IC T T CETCARMMARCE C TRCCTICCACTTCTGS

FIGURA 142
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901 L1.10]
GGGcAaTTGhChGCTCTTCTGCTCAGATCCA:CAGAGCAAGGAATGCCCG&CAGCCTGAQ
GG CART TGACACCTCIT PGCTCACATC CACC AGA BCAAGGAATGCCOGACAGCOTGAT
GGGCAATTGACACCTCTTCTGCTCAGA GAGCARGGARTGCCCSACAGCOTGAT
GOGCART TGACAGCTCTTC IGC TCAGATCCACCAGAGCAACEAATCCCCBACAGCOTGRY
mmmu'&&tlltvlllinltlll! ------ L I R I A N I A B I T T N, .T

961 1020
QAL TG AGTATACA T CTCT TACTACAGCAGG T T TG T TG TACGCTTATGCAGTAGGATCC
GACA TG AL A T A A P e T O AL T A A G A S T T I PG TACGO T TATGC AG TAGGATCE
GACATIGAG T ATACA T T T AC T ACAGCAC G T PTG T T AL GO T TATG O AL TAGCATCS
GACATTGAG TATACATC T P T AC T ACAGCAGG T T TG T TG T ACGC T TATGCAGTAGGATCE
CACA PTG AL TATACA T TC R T AC TACAG CAGG T T TG T TG TACGCTTATGCAG TAGBATCC

1021 1080

ACTTGECACARCAG TTT PG TS TTGGAGATABCAAATACACTCCAGATGATAGT
TOTGC TGAC T TG G A AACAG TT I TETE R TGGAGA TAGCAAATACACTCCAGATGATAGT
TCTCCTGACTIG CCACAACAG T M PR TC TTGOAGA TAGCAA TACACTC CAGATGATAGT
TGO TRAC T IGGC A AACAG T T T I G TG T CGAGATAGCAAATACACTCCAGATGATAGT
TCPGCTOACTTGOCAC AICAG T TI TE TG T EGCAGATAGCAAATACACTCCAGATGATAGT

1081 1140
ACCGGAGOAT TACGACTAA TUCACCGCCACAARGC AGAGATE TEG TCGARTGGLTCGGA
ACCCOAGCATTOACGACTAATGCALLECCACARSCLAGAGATCICETCCRAGGLTIEGA
ACCCLRACGATTGACGACTARTGCACCGCCACAAGGCAGAG AT ICETOSAATCSCTIGEA
ACCGGAGGATTCACGACTAATGCACCGUCACARGBCAGAGATE TEG TOGAATGCOTCGGA
ACCCRRAGEATTOACGACTAA TCCACCSCCACARCGCAGAGATE TCCTCEAATGEOTCGGA

1141 1200
TGGTTIGAAGATCAMACAGARMALCGACTCCTGATATGATGCAG TATGCCAAADGAGCA
TGCTTTGAAGATCAARACAC AN CC CACTC O GCATATGATGCAS TATGCCAAACGAGCA
TCCTITCAAGATCARAACAGAMRACCGACT O PCATATOATCCAL TATGCCAAACGAGOA
TEGTTTGAAGATCARAACACAAAACCOACTCCTGATATGATGECAG TATOCGARACGRGEA
TEGTTTGAAGATCAMACAGAAAACCGACT CCTGATATGATGCAGTATGCGARACGAGCA

1201 1260
GTCATGTCACTGCAACGCCTAAGAGAGAAGACAAT TGGCARG TATGCTAAGTCAGAATTT
GTCATGTCACTOCAACEOCTAAGAGAGAAGAC AATTGGCAAGT ATGC TAAGTCAGAATTT
GTCATCTCACTOCAAGG OC TAAGAGAGAAGACAA T TGCCAACTATSC TAAGT CAGAAT Y
GTCATGPCACTCCAACGOCTAAGAGACAAGACAATIGGL ARG TATGC TAAGTCAGALTTT
GTCATGICACTGCARGECC TAAGAGAGAAGACRATTCOC ARG TATGCTAACTCAGAATTT

1261 1368

FIGURA 143
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1 60
HSVTVKRIIDNTVIVPKL PANEDEVEY PADYFRKSKET PLYINTTE SLEDLREYVYQGLK
MSVTVKRI XANTVIVPKLPANEDPVEY PADYFRKSKELPLYINTTXSLSOLRGYVYGGLK
MSVTVKRIIDNTVIVPKL PANEDFVEY PADY FRRSKET PLYINTTRSLSDLREYVYOGLK.

sevesan e DI ]

63 120
SGNVS1THVRSYLYGALZDIRGKLOKDRS SPGINIGKAGDTICIF DLVSLEALDGVLIDG

SGNVSIIHVNSYLYGALXDIRGKLOXIWS SFGINTGKAGDTIGIFDLVSLKALDGVLEDG
SGNVEI LHVNSYLYGALKDIRGKLUXDWS SFGINT GRAGDTIGCI PDLVSLEALDGVLFDG
.« » ST THUNSYLYCALXDIRCKLOXOWS STCINICKACDTIGIFDLVSLEALDGVLEDS

121 ‘ 180
YSDASRTSADDIWLELYLLGL YRVGRTOM PE YRKLMDGL THOC XM INEQF EELVPEGRD
VEDASRISADDXWE L YLLGL YRVGRTQM PEYRERLMDGLTNGC KM INEQF EELVPEGRD
VSDASRTSADDKWE PLYLLCL YRVERTQM PEYRRRLMDGLTNQC KM INEGFEPLVPEGRD
YSDASRTSADDRALELYLLGL YRVGRTON FEYRERLMDGLTHOC S INEQFEPLVPEGRD

181 240
I¥DVWGNDSNYPAIVARVDNE FRMFXXRECASFRYGTIVSRFXKDCAALATFGRLCKITCM
IPDVWGNDSRY TR IVARVDNE FEME X HECASERYGT IVERFROCAALATTGHLCXITGH
JFDVIGNDSNYTKIVAAVDNE FEHNE R R HECA S F R YT TVERFEDCAALATIGELCKITEN
IPDVWGNDSHYTKIVARVDEF FEMFKXHE CASFRYGTIVSRPKDCAALATPGHLOKITGM

241 300
STEDVTTWILNREVADEMVOMYL PGOE IDKADS YHPYL YDFGLS SRS PYSSVRNFAFREW
STEDVTTWILNREVADEMVOMUL PGOE IDKADS YMPYLIDFCLSSKS PYSSUKNPAFRPW
STEDVTTWILNREVADEMVROML PGQE IDKADS YMPYLIDPGLSSKS PYSSVANPAFHFW
STEDVTTWILNREVADEWVOUND FOQE LD KADSYHPYL IDPOLSEKE PYSSYRNPAFHFW

k{13 360
GOLTALLL RS TRARNARQ PDDIEYPSLTTAGLL YAYAVGS SADLAQOFCVEDEKYIEDDS
GRLTALLLRSTRARNARY POS I EYTSLITACLLYAY AVES SADLAQOFCVEDSXYIEDDS
mmumsmmmpmrmsnmmmﬂnmmnsmem
GOLT . .. v vcvoeveess. DIEYTSHTTAGLLYAYA FCYGDSKYTPDDS

361 420
TGGLTTNAPPQGROVVENLGU FEDONRX B TEDMMQY ARRAVMSLOGLREXTYGKYAKSEF
TGGLTTNA FPOGROVVEWLEW FEDONRKF TF DMNQY AKRAVMSLOGLREKTIGKYAKSEF
TESLTTNAPPOCRIVVEWLGWF ERQNRE PTEDMMQ Y AKRAVMSLQGLREKTIGKYAKSEF
TCEL T THARPQERDVVEWLGYT EDONRR P TPDUNG Y ARRAVNSLOGLREXT ICKYARSEP

421 423

FIGURA 1S
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1 60
XPIGGATRATCTCAC AARAGTTCGTCAGTATCTCAAGTS CTATICTOCTC THIGATCAGR 08
ATGGATARTCTCACAAAAGTTCGTGAGTATCTC AAG TCCTATTCTOCTCTACATCAGGOG
ATGGATARTCICAC AAAA G T IO G TG AGTATC T ARG TCCTAT EC T O PO T AGATOAGGCG
ATGGATAATCTCACAARAGTICETGAGTATCTCAAGTCC TATTC TG TCTAGAICAGGCE
ATGGATARTCTCAC ARAAG TTCG TOAG TATCTC ARG TE CTAT TCTC B TCTAGATCAGRCn

41 120

GTAGGAGhﬁhthGlTGAGh&tthGC&CAACGAGCTG&AAﬁGTCCRKTTRTﬂhGT?GTTC
GCTAGCAGRCATAGATCAGNTCEAAGTACAACGAGC TCAAAAC TOCAAT TATE AS T IGTIC
GTAGGAGAGATAGATGAGATCGAAGCAC AACGAGCTGRRARG TCCART TAIG AGTIGCTTC
GTAGGAGAGATAGATCAGATCOAGLACAACSAGCTCARAGTCCAAT TATGAGTTGTC
GTAGGAGAGATAGATGAGATCGAAGCACAACGAGE TGAARAGTCCAAT TATGAG TICPC

¥4 1080
CAAGAGGATICGACTGOANGAGCATAC TABGCOCTCT P AT T ICAGICAGCAGATGATTCT
CARGAGGACGOAS TGO AAGRGCAT M TAGECCCTC I TATTT TCAGGCAGCAGATGATTCT
CARGAGSACGGAGTGOARGACCATAC TAGGCCCIC T TA T I T I CAGGCAGCAC ATCATTCT
CAkGRGGACGGhGTGGAAGﬁGCAR&CTAGECCCTCTT!TTTTCREGCAGCRGhmGRTQCT
CARGAGCRLGGAG TGGAAGAGC A PAC T ARG CCCTCTTAT T TCAGS CAGCASATGATICT

183 ) 240
GACACASARTCTGAACCAGAAATTGAAGACANTCAAGGII TG TA

ToSACAGATCCRC A
“GACACAGAATC TG AACCAGAARTTGAAGACAATCARGECT IO T ATGTACCAGATCCGEAA

GACACAGAATC TGAACCAGAAATTGAAGACAATCARGGC T IO T ATE T ACCAGATCCEGAA
GACACAGARTC TOAACCAGAMTIGCAAGACAATCAMG S CT PO TATG TACCACATCCGGAR
GACACAGAMICTCAACCAGAANTTGAAGACARTCRAGGL T TG AT GTACCAGATCCGGAR

242 , : 300
GCPGAGCRAGT TGAAGGC TTTATRCAGGSEG CTTT AGATGACTATOCHGATCAGG G TG
GCTGAGCAAGTTGAAGGC TTTATACAGGGGCCT T TAG ATGACTATGCGGATGAGGALG TG
GCTGAGCAAGTTGAAGGC M TATACACGGOCCTTTAGATCACTATGCCGATGAGGACC TG
GCTGAGCAAGTTGAAGGCTTTATACACSCGC CT T PAC ATGACTAMGACGATGAGGACG TG
GCTGAGCAAGTTAAAGGCTTTATAC AGGGOCCT TTAGATGAL TATGCCGATGAGC G TG

301 80
SATCTTOTATIIAC T ICSE A IS OAAN OB CTIGAG e TTCAA TC RO ACGASCATGERARS
SADG TG TAT TCACT I GG AC TG CAARCAGC CIGAGC TTGAATCCGACCAGCATSOMAG
SATGTICTATICAC T TCCGAC TS GAAACAGLCTGACC TTGAATCC AL CAGCATGEAAG

GAIGT TS TATTCACTTICGG ACTEEAAACAGCE TEAGC TTGARTC GACGAGCATGGARRG

GATGTTGTATICACTICEGAC TGEAAACACCCTEAGC TTGARTCCCACCRGCATCGAANG

361 420
ACC%TlEGGTTGAC!ﬂikEf&GASGGTTTB&GTGGAGAGChGlANTCCCﬂGTGGCTTﬂ'B
ACCTTACCOTIGACATTOCCABAGOCT I TAMG TGOACASCAGAMATCCCASTEECTTTIG
ACCTTACGOTTGACATTOCCAGAGLCT I TAAG TG ACACCACARATCCCASTGCLTTTTS
ACCTTACGCT IGACAT PGLCAGRGGGT T TARGTGGAGAGCAGARRTCCCAGTGOCTTTYG
ACCTTACGGTTGACARTCCCAGAGGETT TARGTEGAGAGCAGAAATCCCAGTRGCTTTTS
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21 480
ACGATTAAAGCAGTCGTBCARGTOCCAAABACTGGAA TCTGGCAGAG IGCACATTTGAA
ACGATTAAAGCAG TCCTTCAMAGTGCCARACAC TGGARTC TGGCAGAGTGCACATTTGAA
ACGATTARAGCAGTCGTTCAAAGTGCCAAACACTGGAATCTGGCAGAGTGC ACATTTGAA
ACGATTAAAGCAGTCGTTCAMMGTGCCAAACAC TGGARTC TGCCAGAGTGCACATTTGAA
ACGATTAMGCAGTCOPTCAMGTGCCAMACACTGGAN TC TGGCAGAG TGCACATTTGAA

421 - 540
mnmcm&mmammcmummmmuum :
GCATCGOCAGAAGGGGTCATCATAAAARAGT GCCAGATAACTCCCGATG TATATAAGGTC
GCATCGECAGAAGEGETCATCATAAAMAAGE GOCAGATAACTCCGGATCTATATAAGSTC
GCATCECEAGAAGCOSTCATCATAAAARAGE BCCATATAACTCOGGATGTATATAASCTE
GCATCGGGAGAAGRGETCATCATAANARAGCGOCACATAACTCCCOATCTATATAAGSTE

541 s00
ACTCCAGTGATGARCACACATOCG TCCCAATCAGAAGCBGTATCAGATG T TGGTCICTC
ACTCCAGTGATGAACACACATECGTCCCAATCAGAAGCCGTATCAGATGTTTGGTCTCTE
ACTCCAGTGATSAACACACATOSOTOCCAR v s ¢ vt cavivasssivssssrmarsns

ACTCCAGTGATGAACACACATCCCTOCCAR! Gccw.\mmmmm
ACTCCAGTGATGAACACACATCCGTCCTAATCAGAAGCCGTA
602 660

mmxummmmmmmﬂmc
mmmwmmmmmMmmmauxc
....... éi&ééi&é“"”éhcééﬁ'“” T‘i&é&é””“"&i‘éé
TCAAAGACATCCATEACTTTCCAACCCARGAAAGCAAGTC TTCAGCCTCTCACCATATCC

661 720
TIGGATGAATTETTC TCATC TAGAGGAGARTTCATC TC TG TCGEAGG TBACCGACGAATG
mmmmcmamwmmmmmrmmmwm
mmmmwmmmmmmmmm

721 780
TCTCATAAAGAGGCCATCCTGOTOCCRC TCACIACARAAAGTICTACAATCAGGCGAGA
ACTCATARMIAGCOC ATCCTGORCC A TOTGAGRTACAAAAASTISTACAATCAGECGAGA

L N N R R N B N N N W

TCTCATARAGAGECCATCOTCCTOCATOTCAGGTACARAAAGTTOTACAATCAGGCGAGA
TCTCATAAAGAGGCCATCCTGC TOGG TCTGAGG TACARAAARGTYCTACAATCAGGTGAGA

781 798
GTCAAATATICICTGTAG
GN&MTL’I'I’C’K‘WTAG
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1 ]
MDNLTKVREYLKSYSRLDOAVGEIDETEAQRAEK SNY BLFQeDoVEEHTIP S YPQAADDS
MDNLTXVREYLKSYSRLOQAVGEIDET EAQRAEKSNY BLFQEDGVEEHRTRPSYFOAADDS
MDHLTRVREYLKSYSRLDQAVGE I DRI EAQRAEK SNYELF QEDGVEEHTRPSYFQAADDS
MDNLTXVREYLKSYSRLDOAVGEIDETEAORAEKSNY BLFQEDGVEENTRPSYEQAADDS
MDNLTKVREYLKSYSRLDOAVGEIDEIEAQRAEKSNY ELFQEDGVEEHTRPSYFQAALDS

61 120
DTESEPEIEDNQGLYREDPEAEQVEGFIQGPLDDYADEVIVVETSIWKIIPELESDERGK
PTESEPEIEDNQGLYVFDFEAEQVEGFIQGPLDDYADEDVOVVITSDWKQPELESDEHGK
DTESEPEIEDNOGLYVFDPEAEQVEGFIQGPLDODYADEDVDVVETSOWKQPELESDEHGK
DTESEPEIELNQGLYV R D PEAEQVECFIQGPLDDYADEDVDVVETSOWRQPEL RSPERGK
DTESEPEIEONQGLYVFDPEABQVEGFIQGPLODYADEDVDVVET SDWEQPELESDERGK

121 . 18¢
TLRLTBPEGLSGEQRSQWLBTIKAVVOSAKIMNLAECTF EASGEGVIBRERQITPIVYEY
TLRLTLPEGLSGECKSOWLL TIXAVVOSAKEWNLRECTF EASGEGVI IKKRQITPDVYEV
TLRLILPECLSGEQKSOWLLITKAVVOS ARIRILAECTFEASGEGVI IKKRQITPIVYRY
TLRLTLPECLSGEQKSOWLL TIKAVVGSAKEWNLAEC TF EASGEGVY IKKROITPIVYRV
TLRLTLPEGLSGEQKSTWLLTIKAVVOSAKEWNLAECTFEASGEGVT IKKRQI TPOVYKY

18
nvmmpsusmvsnmnmmropmanqrwmmmrssncmsvm
'rvvmpsgs&vsumnmmmzmswymzswmxssmsnm
TPVMNTHES(. c v v v vvnninennrevesosivisse e E e aeseiaanarenn
T PVMNTHPSQS EAVSDVWSLSKTSMTFPEKASLOPLTY SLDELF SSRGEPY SVGGNGRM
T PVMNTHPSQSEAVSDVISLSKTSETFOPRKASLOPL T I SLDELF SSAGEF ISVEGRGRY

241 266
SHKEAILLGLRYKKLYNQARVKYSL
SHREKEAILLGLRYXKLYNQARVKYSL
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b} . 60

ATGAGTTCCTTAAAGAAGATTCTCGG TCTGAAGGGCAAAGS TAAGAAATCTAAGARATTA
ATGAGTTCCTTAAAGAAGATTCTC GG TCIGAAGGGOAAAGE TAAGAAATCTAAGAAATTA
ATGAGTTICCTTAMAGARGATTCTC GG T IGAAGGECARAGG TRAGAAATC TAAGAAATTA
ATGAGTTCCTTAAAGAAGAT TCICGGTCOTGAAGOGGARAGHTAAGAAATCTAAGARATTA

61 120

GOGATCGCACCACCCCCTTATGAAGAGGACAC TABCATGGAGTATGCTCCGAGCGLICCA
GGEATCRCACCACCCCOTTATGAAGRGEACACTAACATGOAGTATGOTCCGAGCGOTOCA
GEBATCGCACCACCCCCTMATGARAGAGGACACTARCATGGAG TATGCTCCGAGCGOTCCA
GGGATCECACCACCCCCTTATGAAGAGGACACTAACATCSAGTATGCTCCGAGCGOTCCA

188
ATIGACAAATCCTATI TTGGAG TTGACCAGATGOACACRIATCATCCCINTCANT TAAGA
ATTGACAAATCCTATTTICGAG TTGACGAGATEGACAC TCATGATCOGCATCAAT TAAGA
ATTGACAAATCCTATTITOGAGTTGACGAGAEGGACACTCATGATCCGCATCAATTAAGA
ATTGACABATCCTATTTTGGAGTIGACGACATGGACACTCATGATCCGCATCAATTAAGA

181 240
TATGAGAAATTCTTCT T TACAGTGAAAATGACGAT TAGATCTAATCGTCCOTTCAGAACA
TATGAGAAATTCTTCTTTACAGTGAAAATGACGGT TAGATCTAATCGTCCETTCAGAACA
TATGAGRARTTCTTCTETACAGTCARAATGCACGHT TAGATC TAATCGTCOGTTCAGAACA
TATGAGAAITCTTCT TTACAGTGAAAATGACGG T TAGATC TARTCGTCCGTTCAGAACA |

241 00
TACTCAGATCTGRCAGLCGUTG TATCCCATTGGRATCACRTG TACATCGGAATGOCAGES
TACTCAGATGTEGCAGCCGCTGTATCCCAPTGESATC ACATG TACATCGGAATCECAGES
TACTCAGATGTGECAGCCGUTE TATCCCATTGGGATC ACATC TACATCGGAATGGCAGES
TACTCAGATGTGRCAGCCECTG TATCCCATIGGGATCACATGTACATC GOAATGACAGCE

k1Y 360
AAACGTCCCTTCTACAARATCT TGECTT T TTIGEGTTCTTIC TARTC TARAGGCCACTCCA
AAACSTCOCTTCTACRAGATCTTCGC T I TITECATTCTIC TARTC TAARCGCCAL TCCA
AMCGTCCCTTCTACAAGATCTTEGC T T T LI TGGGRTCTICTARTCTAAAGGCCACTCCA
AAACGTCCCTTCTACAAGATCT TGGC T T T TP TGEETTCTTCTAATCTAAAGGCCACTCCA

361 ; 420
GCGGTATTGGCACATCARGETCAACCAGAGTATC ACHCTCACTGRGAASGCAGEGCTTAT
GCGGTATTCGCAGATCAAGETCAACCAGAGTATCACGCTCACTGTGAAGGCAGGGCTTAT

GCGGTATTOGCAGATCARGGTCAACCAGAGTATCACGCTCACTG TGAAGGC AGGGCTTAT

GCGGTATTGGCACATCARGGTCAACCAGAGTATCACGCTCACTG TUAAGGCAGGQCTTAT

421 480
TIGCCACAIAGBATGGCGEAAGACCCCTCCCATCCTCAATC TACCAGAGCACTTCAGAAGA
TTGCCACACAGAATGGGGAAGACCCC TCCCATGCTCAATGTACCAGAGCACTTCAGAAGA
TTGCCAGACAGARTGGEGARGACOCC TCOCATGC TCAATG TACCAGAGCACTICAGAAGA
PTGCCACACAGAATGSGGARGACCCCTCCCATGETCAR TG TACCAGAGCACTTICAGAAGA

481 540
CCATTCAATATAGG TCTTTACAAGGGAACGRT TOAGC TCACAATGACCATCTACGATGAT
CCATTCAATATRGG TCTTTACAAGGGAACGETTGAGCTCACAATGACCATC TACGATGAT
CCATTCAAPATAGGTCTTTACAACGGAACGET TGAGCTCACAATGACCATCTACGATGAT
CCATTCARTATAGG TCTTTACAAGGGAACGCTTCGAGC TCACAATGRACCATC TACGATGAY
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541 §03
GAGTCACTGGAAGCAGCTCCTATGATC TGGEATCATT ICAATTCTTCCAMATTTTCTGAT
GAGTCACTGGAAGCAGCTCCTATGATC TGGGATCATTTCAATTCTTCCRAAATTTTCTGAT
GAGTCACTGGAAGCAGCTCCTATGATCTGGGATCAT T TCARTTCT TCCAAATT TTCTGAT
GAGTCACTGGAAGCAGCTCCTATGATCTCGCATCATITCAATTCTICCAAATITICTGAT

602 660
TICAGAGAGAAGGCCTTAATGTTTOGCC TOATTGTCGAGARRAAGGCATC TGGAGCEIGG
TICAGAGAGAAGGCCTTAATG T TTGGCC TGATTCTCGAGAAAAAGGCATC TGGAGCTTGS
TTCAGAGAGAAGGCCTTAATGTTTCOCC TEATTGTCGAGARRA AGGCATC TGGAGCTTGG
TTCAGAGAGAAGGCCTTAA TG TTTCOCC TCATTCTCCAGAAAAAGGCATC TG CAGCTIGE

661 690

CACTTCAIATGA
STCCTGCATTC PG TCAGCCACTTCARATGA
GTCCTGGATTCTGTCAGCCACTTCAAATGA
GTCCTGGATTICTGTCAGCCACTTICARATOA
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1 &0
MSSLEKRILGLKGKCKKSXKLGTAPPPYEEEIMEY AP SAPYDRSY FGVDEMTDAlQLR
MSSLXKILGLXGKGKKSKXLGIAPEPYEEDTNNEYA PSAPIDKSYFGVDEMOTEDPHOLR
MSSLKKILGLXCKGKKSKRLGIAPPPYEEDTNMEYAPSAPIDKSY PFGVDEMDTEDPHOLR

MSSLKKILGLKGCKGKKSKRLGIAPPPYEEDTNMEY APSAPIDRSYFGVDEDTHDPHQLR

6l 120
YEKFFFTVKNTVRSNRPFRTY SDVAAAVSHWDRMY IGMAGKRPFYRILAFLGSSNLKATP
YEKFFFTVEMTVRSNRPFRTYSOVAAAVSHWIRNY TGMAGKR PFYXILAFLGSSRLKATE
YEKEFFTVEMTVRSNRPFRTY SDVAAAVSHWDHMY JCMAGRR PFYRILAFLGS SNLRATP
YEKFYFTVEMTVRSNRPFRTYSDVAAAVSHWOHMY IGMAGKRPFYKILAPLGSSNLEATP

121 180
AVLADOGQP RAYL FHRMGRT P PMLNVPEHFRRPFNIGLYRGTIELIMILYDD
AVLADQGQPEYHARCEGRAYL PHRMGKT PPNLNVP ERFRREFNIGLYKGTVELTHTIYDD
AVLADQGQPEYRAHCEGRAYLPHRMGRT P PMLNVPEHPRRPFNIGLYKGTVELTHMEIYDD
AVLADQGQPEYHARCECRAYL PERHGRTPPMLNVE EHFRRPFNIGLYKGTVELTMTIYDD

181 230
ESLEAAPMIWDHFNSSXFSDFREXALMFGLIVERXASGAWVLDSIISHPK .
ESLEARPMIWDHFNSSRFSDFRERALMFGL IVEXKASGANVLDEVEHFK

zsmummmssxpsmmmnmxmeammm
ESLEARPMIWDHFRSSKFSOFREKALMFGLIVERRKASGAWVLDSVSHFR,
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- 60
ATGMG‘I‘GGCTIT'I‘GTA CTTAGCETTTTTATTCA AATTGCAAGTTCACCATA
Ammmccmm&mmmmmmcmmummsmama

...................... R A R R R A N N I

AN&AGWWWGTMTWATMNGGGGNMMWMCCATA
ATGAAGTGCCTITTG PACT TAGCTTTT T TAT TCATCCBCOTGAATTCCARGTTCACCATA

61 120
GTTTTTCCARACAACCARAARGGAARCTGGARARATG TTCCTTCIIAAT TACCATTATTGE
cmrccmacmams GAAACTGGAAAAATG TTCCTECCAATTACCATTATTGE

GITTTTCCATACAACCAAAANGGAARLTGGAARARTG TTCCTTCCARTTACCATTATICON

121 180
CCGTCAAGCTCAGATTTAAATTGOCATARTCACTTAATACGCACAGCCIITACAAGTCANA
CCGTCAAGCTCAGATTTAAATTGICATAATGACTPAATAGGCACAGCCTTACAAGTCAAA

BSOSO P IVETININCIEVI IV LTSIt e P LIRS AT Dot estIRANa

CCGTCAAGCTCAGATTTAAA TAATGACTTAATAGGCACAGCCTTACAAGTCAAR
CCGTCAAGC TCAGATTTARATTGGCATAATGAC TTAATAGGCACAGCCTTACARGTCAAA
181 240

ATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACGG TTGGATOTGTCATGC P ICCAMTGS
ATGCCCARGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACGA TIGGATETGTCATGC TTCCARATSS
ATCCCCARGAGTCACARGGCTAPTCAAGCAGACGGTTGGATCTGTCATACTICCAARTGE
ATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACEG TTIGGATGTG TCATGC M TCCARRTGS

41 100
GTCAC TACT TG TGAT T TCCECTEETARGOACCBARG TATATAACACABICCATCCGATCS
emcmmmmcscmwcemcmuawmwmmcmmxm
él“‘.a-.‘..--‘.'..'......"..'.....éATiéﬁ&éA AAAAA -w-é
GTCACTACTTGTGATT TCCGCTGETACGGACCCAAG TATATARCACATTOCATCCOATCS

Joi 360
TTCACTCCATCTGTAGAACAATCCARGGAMAGCATTGAACARACGAAACAAGGAACTTGG
TTCACTCCATCTGTAGAACAATGCARGGAAAGCATTSAACARRCGRAACARGGAACT GG

CesBeraseesI v IO LOIOIOIOERLTETES viesrss e mea Ov...!.a..ltl.'--'-

CAITCACTCCOATOTETAGAMCAATECARGGAAAGCATTGAACARN

mmcaxmmmmmmmmcmmcm

361

CTGAATCCAGGCTTCCOTCCTCARAGTTGTGEATATGCARC TG TGACGGATG
CTGAATCCAGGCTTCCCTCC TCAAAGTTOTGRATATGCAACTGTGACGGATGC TGAAGCA
CTGARTCCAGGCTTCCCTCCICAAAG TTGTGEATATGCAACTG TGACGGATGCTGAMGEA
CTGANTCCAGGCTTCCCTCCTCAAAG T TG TGGATATG CAAC TG TGACGGATGC TRANGCA

421 480
GBGATTGTCCAGETGACTCCTCACCATS TGO TRG T TCATCARTACACAGGAGANTGCGTE
GCGATTGTCCAGGTGWMCCAMGCMGWMMTMA&GGAG&W
mmmssmmmmmcmmmmmmcm

420
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481 540
CATTCACAGTTCATCARCGGARAR TGCAGCAATRACATATGCCCCACTGTCCATAACTC
GATTCACAGTTCATCAACGGRAARTGCAGCAATGACATATGCCCACTOTCCATAACTCE
AT TCACAG IO ATCAACGE AR AT CACCAATOACA A TOC OO ACTO IO CATAACTCR
GATTCACAGTTCATCAACGGARAATGCAGCAATGAC A TATG COCCACTOTCOATARCTCC

S41 600
ACAACCTCGCATTCHCACTATAAGGTCAMAGGOCTATG TGATTC TAACCTCATTICCATG
ACRACC TGECATTCCGACTA T AAGG TCAAAGGGC TATG TGATTC TAACCTCATPTICCATG
Aé.-..ﬁééi.“"Aéi.iéii".'m".'.i....aﬁéﬁé...‘...“‘ﬁ'
ACAACCTGGCATTCCEACTATAAGG TCAARGCGCTATGTCAT TC TAACCTC AT ITCCATE

601 660
GACATCACCTTICTTCTCAGAGGACGSAGAGCTATCATOCC GAGGGCACAGGS
GACATCACCTTCTTC PCAGAGGACOGAGASCTATC ATCOC TAGGAAAGGAGEGCATAGGG

PedtromcqrentItIsTTRELTE Y VS - R L T seqvecnssame et srevan

GACATCACCTITOTTCTCAGAGGACCGAGACC TATCATCCCTAGGARAGGAGEGCACAGGS
GACATCACCTTCTTC TCACAGGACGGAGAGC TATCATCCC TAGGAAAGGAGGECACAGGS

561 %20
TTCAGAAGTAACTACTITEC FIATCAANCTCCACRCAAGGCOTGCAAAN
TTCAGAAGTAACTACTTTGCTTATGAARC TGGAGACARGGCCTGCAARATGCAGTACTGE

€8s ob s armovovanaepne

721 . 780
ARG TTGGGGAG TCAGACTC COATCAGG TETCTCCTTCGAGATGGC TGATAAGGATCTC
AACCETTEGEEACTCAGACTC COATCAGG TOTO GG TTCCAGATEGCTGATAAGGATSTG

Pas O ve v s rmmmpn Lpm e a8 e LR N S Y Y tes sseeerrrerny

AAGCRTTEGGGAGTCACACTCCCATCAGG TOTC TGS TTCGAGRTGGCTGATAGGATCTC
ARGCGTICGCGAGTCAGA

y

CTCCCATCAGGTGTCTGETTCCRGATGGC TGATAAGGATCTC

78 840
T ITGCTGCAGCCAGATTCCCTCARTCCCCAGAAGGGTCARGTATCTCTGCTCCATCTCAS
TTICTGCAGCAGATTCCCTGAATGCCCAGAAGG TCAAGTATCTETGETCCATCTCA
T TGCTGCAGCCACATTCCCTGARTGECCAGAAGGGTCARGTATCTCTOCTCCATCTOAS
TTIGCTGCAGCCAGATTCCCTGARTGCCCAGMAGGGTCAAGTATCTCTGCTCCATCTCAG

841 $00
ACCTCAGTGGATSTAAGTC TRATTCAGGACGTTGAGAGG AT TIGGAT TATTCCOTC TGS
ACCTCAGTEGATS T ARG TG AT T AGGACE TTCAGAGGATETTG . v« e v e v vnsivn..
ACCTCAGTGGATCTAASTC TCATTCAGCACG MGAGAGGATC TTGGAT TATTCLLTC TGRS
ACCTCAGTGGATETAAGTC TCAT TCAGGACG TTEAGAGGATC TG CAT TATTCCOTCTES
ACCTCAGTGRATGTAAGTCTCATTCAGGACGTTEAGAGGATCT : ¢ v e vivnvvv s nesre

FIGURA 20-2
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901. 950
CAAGAARCCTGGAGCAMAATCAGAGCGGETCT TCCIATC PCTCCAGTGGATC TCAGCTAT
&RAI...'...‘.‘.'..""'.éé&é&.&é&i.‘ ‘Ilo&ié‘lliiékfiéai‘i
CAAGAMACC TEGAGCAARATCAGAGCGGOTC T PCCCATCTC TCCAGTCGATC ICAGCTATY

R N N A N N RN NN N N N Y R R R R R T

961 1020
CTTGCTCCTABAAlCCCRGGAACCGGTCCTGCTTTCACCATAATCAATGGQACCCT&AAR

CTTGCTCCTARRAACCCAGGARCLGETCCTGUTTTCACCATAATCAATGGTACCCTAAAN

Yes s s nasasvan e R R R L RIS A ST A B S I P B Tcecavssnua s

1021 1080
TACTTTGAGACCAGATACATCAGAGTCGATATTGCTCCTCCAATCCTCTCAAGAATAGTC
*Al.‘..'.'.'..i&ﬁki...-‘.'ﬁ....‘.....ﬁ%'-." '-ln.ﬁﬁ
TACTTTGAGACCAGATACATCAGAGTCEATATTG U TGO TCCAATCCTCTCAAGAATESTC
TACTTTGAGACCAGATACATCAGAGTCGATATTGCTGCCTCCAATCCTCTCAAGAATGETC

1081 1140
mmmmmmcmsmcmmmcmcﬂccanm

GGAATGATCAGTGGAACTACCACABAAAGGGAAC TG TGGGATGACTGGGCTCCATATGAA
GGAATGATCAGTGGAACTACCACAGARAGGGRACTCTGGGATGAC TGECCTCCATATGAM

141 1200
GACGTCGAATIGGACCCARTGOAGTTCTGAGGACCAGTTCAGGATATAAGPTICCTTTA

; CGACCAG
CACGTGGAAATPGCACCCAATGGAGTTC TCACGACCAGT TCAGGATATAACTTICCTTTA
CACGTGGAMTTGGACCCAATGGAGTTCTGAGGACCAGTTCAGGATATAAGTTICCTITA

1201 1260
TABATGATTGGACATBGTATGTTEGACTCCOATC TTCATCTTAGC TCAMGGC TCAGG TG

TATATCATTGCACATCETATETTGGACTCCS. mcmmm'xmcccmm
TATATCATIGCACATGCTATGTTGGACTCCGATC PTCATCTTAGC TCAAAGGC TCAGG TG
TATATGATTGGACATGETATGTIGCCACTCCGATCTTCATCTPTAGC TCARAGGCTCAGGTG

1261 1320

TTEGAACATCCTCACATTCAAGACGC TEC T TOGCARC TTCCTGATGATGAGARTTTATTT

DR I R R R R N R R N R N N N RN

M TGAACATCCTCACATTCAAGACGC TOCT TCGCAGC TTCC TCATGATGAGACTITATTT
TTTGAACATCCTCACATTCAAGACGC TG TBOGCAGC TTCC TGATGATGAGAC TTTATTT
TTTGAACATCCTCACATTCAAGACGC TGC T TOGCAGC TTICC TGATGATGAGAC TRTATTT

FIGURA 20-3

59



GenBank G nucl.
HR G nucl.
M2 G nucl.
M3 G nucl.
M4 G nucl.

GenBank G nucl.
HR G nucl.
M2 G niacl.
M3 G nucl.
M4 G nucl.

GenBank G nucl.
HR G nucl.

ES 2320239 T3

1321 1380
mmwxcmwammmrm@mwmmmmmm
I.l-.a.i&olO!Otl‘i.'!l..ﬁo.l.l'0.0A .ﬁéi . e !'tt..ll"o.o.
rmsmucmcccmmcnmmmmmmmmmsﬂcmm
TITGETGATACTGOCCTATCCAAAANTCCAATCGAG T I TS TAGAAGS TTORTTCAGTAGY
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1441 1500
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GITCTCCGAGTTCCTATTTATCT ITGCATTARATTRAARGCACACCARGANARGACAGATT
CTTCTCCCAGTTCGTATITATCTITGCATTARA T TARAGCACACCAAGANARGACAGATT
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TATACAGACATAGAGATGAACCGA! ‘TAA
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TATACACACATACGAGATGAACCCACTTIGSEGAAGTAA
TATACAGACATAGAGATGAACCGACTTGGGAAGTAA
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MPKSEXATQADGWHCHASKHVIICDFRWYGPRYITRS RS FTPSVEQCKES IEQTRQGTW
MPREHRAIQADGWNCHA S KWV T T D RWYG PKY ITHS TRSFTPSVEQCRES IEQTRQETH
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LNPGF PPQSCGYATVTDARAT IVQUTFHRVLVDEY TCEWVDSOF INGKCSNEICPTVENS
wmrpmscmmmwmvmwmmesmcmxcms
.'..éiééé‘..'ﬁi"..‘.’..'-é ------------ és....'éﬁi’ 'Aons
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KHWGVRL PSGVWF EMADRDLFAAARFPECPEGSST SAPSQTSVDVSLIQDVERTLOYSLE
PSGVWEEMADKDLEAAARPPEC PEGS STSAPSQTSVOVSLIQDVERIL. . . . .
..... Geaseasrersernassesnnanenvaay s BOGTSVIVSLIQDVERILDYSIC
KHWGVRL PSGVWE LFAAARFPECPEGSSISAPSQTSVDVSLIQDVERILDYSLC:
PSG KDLFAAARFPECPEGSSISARSQTSVOVSLIQDVERT. ... . . .
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QETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTI INGTLKYPETRYIRVDIAAPILSRHV
QETHSKIRAGLPY S PYDL SYLAPKNPGTGElF TT INGTLKYFETRYIRVDIAAPILSRMY
QETWSKIRAGLPLPVDL SYLAPRNPGTGPAFTIINGTLKYF ETRYIRVDIAAPILSRNY

Ceeesentiesenensn ceeeeeseiersanesns YPRTRYIRVDIMEPILSRMV
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GMISGTTTERELWODNAPYEDVEIGPNGVLRTSSGYRE PLYMIGHGMLDSDLMLSSKAQV
GMI .“é{ké”. ceenes ..ié.....é'i‘é ..... ii&é&é&i‘ﬁ“"ﬂ”“”
GMISGTTTERELWDDWAPYEBDVEIGPNGVLRT SSGYRY PLYMIGHGMLDSDLHLSSRAQV
GMISG™M TERELWDDNAPYEDVE IGENGVLRTSSGYKF PLYMIGHGNLDSDLHLSSKAQV
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ATGGAAGTCCACGATTTTGAGACCGACGAGTTCAATGATTTCAATGAAGATGACTATGEE
ATGGAAGTCCACGATTTIGAGACCGACGACTICAN MOATTTOARTCAACATGACTATGRS
ATGGARGTCCACCATTTTGAGACCGACGACTTCAATGATTICAATGAAGATCACTATGCC

61 120

ACAAGAGAATTCCTGANTCCCOATGACCOCATGACG TACTIGAATCATGC TGATTACAAT
ACAAGAGAATTCC TGANTCCCGATGAGCOCATOACCTACTTCARTCATGC TEATTACRAT
ACAAGAGAATTCCTGAATCCCGATGAGCGEATOACGTACTTGAATCATGCTGAPTACAAT

121 180
TTGAATTCTCCTC TAATTAGTGATGATATICACAATTTGATCAGGAAR TTCARTTCTCTT
TTGAATTCTCCTCTAATTAGTGATGATATIGACAATTTGA TCAG CAAA T TCANT TETOTT

181 240
COGAT TCOCTCCATGTGGGATAGTARGAACTGGGATCCAG TTCTIGAGATGTTAACATCA

Dt T g TR 2. I T

CCGATTCCCTCGATGTCERATAGTARGAACTOCGATGG AG T ICT TCAGA TGP,
CCGATTCCCTOGATG TGRGATAG TAAGAACTGOGATCGACT ICTTCAGATGTTAMCATCA

241 300
TGTCAAGCCAATCCCATCTCAACATC TCAGATGCATAAATGGATGGGAAGTTGG TTAATG
-----v-l.'-ééééA'l'.iiéiicli‘éalliuuééﬁ@i.lDtilloll.lnaﬁ
TCTCAAGCCANTCCCATCTCARCATC TCAGATGCATAAMTOGA TOGGAAG T TGS TTAATG
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TCTGATAATCRTGATGCCAGTCARGGGTATAG T ITTTTACATGAAGTGGACAMGAGGCA
O.IIléﬁ‘m‘iﬁtn.""'l".l'i&éﬂ..b-lliéiﬁ‘..b.:‘:::::::::::
TCTGATAATCATGATGCCAGTCAAGBGTATAGTTTIT TACATGARG TGGACAAAGAGGCA

36l 420
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L R R R N R R I SN O N N TS N T N S R S G i O

Itk Shdidhai it R R R T N I R e L T AN T TN L]

GAARTAACATTTGACGTGETGGAGALCPTCATCCGL ARTTGAA

421 480
TACATCARAANGGAAAGATGGACTGACTCATTCARARITCTCGCTTATTIGTCTCARARG

L R N R N N L R R N R N N Y R R LR R T T I I

Bt AR I I I A AR AR A S N T I AP SR AP SR i O ersrvsse e

TACATCAMAAAGGAAAGATGGACTGACTCATTCAAMATTICTCGCTTA

481 $40
TITTTGGACTTACACAAGTTCACATTAATCTTARATGC TOTC TCTGAGGTGGAATIGOTC

Seserotciovanea L R R R A R N O I L R R N N T )

LA I A R I I N N N I I R R

TTTTTEGACTTACACAAGTTGACATTAATCTTAAA

L L I R I A A )

AATTGCTC
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N R I I R A N R R N N N R N Ry
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D R N IR I I I A T A I L N N R R R R N N R R R S
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AGGRTTAGEE TTCCCAGC T GGGTCCTACTTTTATTTCAGAAGGATGGGCTTACTICANG

661 720
ARACTTGRATATICTAATGGACCCAAAC TTTCTGTTAATGG TCARAGATCTGATTATAGGG
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ARACTTGATATTCTAA TGGTCAAAGATGTGATTATRAGGE

731 780
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ATCTTCTCCCTTCTARATATCT, TTCGAGATARAATIGIGGAGAGGCAGGGAAAT

841 900
TTTTCITATGACTTGATTAAAATOGTGGAACCGATATOCAACTTGARGC TOATGAAATTA

R R N I S I P N R R R NI R N N
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TTTICTTATGACTTGATTARAATGGTGGAACCGATA TGAAMATTA
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GUAAGRGAATCAAGGCCTTTAGTCCCACAATTCCCTCATTTITGRAANTICATATCAAGACT
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GCAAGAGAATCAAGGCCTTTAGTCCCACAATTCCC TCATTTTGRAANTCATATCAAGACT
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TCTCITGATCAACEGECAMAMATTGACCCAGGTATAAGATTCCTCCATCATCAGATARTG
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&GWMCAGNGA?CMCRCTGGNAMAWTCGMCATNWT

1082 1140
CCTTT PATAGATTATTACRC TGGACTAGAAAAA T TACAT TCCCARG TAACCATGARGARA
CCTTTTATAGATTATTACGC TGOIC TAGARARAT TACAT ICCCAAGTEACCATIIAAGAAA
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OCTTT?A‘I‘AGATTA?TMWAGMNACAMCCMTM&CA

1141 1200
GATATTGATG TG TCATATGCAARAGCACTTGCRAAGTGAT TTAGCTCGCATIGTICTATTT

GATATTGATGTGTCATA CTIGCAAGTCATTTAGCTCGCATTCTICTATTT
Giii.' .".'ﬁ.m"...'.'.."'.....'iéi”m. ----- éiﬁ‘ D.Dﬁ
1201 1260

CAACAGTTCAATCATCATAAAAAG GG TTCGTCAATGEAGACTIGC TCCOTCATGATCAT

CAACAG T TCAATGATCATANAAAGTGG T TCGTCAATGGAGACTTGC TCCCTCATGATCAT

€4 90400 ¢er eI rbEeursrer T s renannte
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CCCTTTAAAAGTCATGTTAAAGAAMATACATGGCCCACAGETGCTCAACTTCAAGATTT Y
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CWWNWMTACAWA
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GGAGATAAATGGCATGAACTTCOCCTGATTAAATCT TTTGAAATACCCGACTTACTAGAC
GGAGATARATGGCATGARCTTCCCCTSATTARATET TTTGAAATACCCGACTTAL TAGAS
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GGAGATAAATGGCATGAACTICCCCTOATTAAATG T T T TAAATACCEBACTTACTAGAS
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GTCCGAATGAATCCGARCACTCCTATCCCTAGTAAMMAGG TG TTGCAGAC TATGTTGGAC

evervrtatecace Mo odvaet v

TCATCAT.

St senc e

Geers s bresvbessicernsonnras L A A I IR I S A AN T I SR Y

GTCCOARTAATCCOARCACTOCTATCOCTAGTAAAAAGG TETTGCAGACTA

tes vt se
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ACARAGGC TRCCAATTGGARAGAATTTC TTARAGACAT TGATGACARGEGCTTAGATGAT
ACRARGGCTACCAAT TGGARAGAAT TTC ITAAAGAGAT TGATAAGAAGGGCTTAGATOAT

----- L I R A A N N I N I NP I ] LRI R NN R RN R

ACAAAGGCTACCM‘I‘I’GGWGMT’I'TC‘HW mmmmmmmr

1881 1620
GATGATCTAATTATTOCTCITARAGGAAAGGAGAGGGAACTGAAGTTGGCAGGTAGATTT
aammnwammmmmmm&m
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mmnmunammmmmxc&cmmms&mm

1621 1680
TTCTCCOTAATGTCTTGGAAMTTGCCCAGRATAC TTTGTAATTACCGAATATTTGATAAAG
mmummmcmnmum&mmm

------------------------------------- R R I I S A ST AP

mmccrummmmmmummmmnm

1681 . 1140
ACTCATTTOGTCOCTATGTTTAAMGGOCTCACARTGECGCACGATCTAAC TGCAGTCATT
ACTCATTTCATCLCTATCTTTAMGGOCTGACAATGECGGACGATC TARCTGCAGTCATT

-------- PP EBCRET PR T TR ET BT C L E N AT EFE R L E A COLET TR LR NP

ACTCATTTCGTCCOTATOTTTAM

1741 1800
AAAAAGATGTTAGATTOCTCATCCGGOCAAGGAT TGAAGTCATATGAGGCAN'
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e .qu.--o...-'s»aaoa FERRE A e e R

AAAAAGATCTTAGATTCCICATCCGECCAAGGAT TEAAGTCATATGAGGCARTTIGCATA
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GCCAATCACATTGATTACCAAAATGGAATARCCACCARRGGAAGTTATCAAMALGGCCCA
GUCAATCACATTEATTACGAAAAATGGAATAACCACCAAAGGAAGT TATCARACGGCCCA

I R I R R N L R e )

GCCAATCACATICATTACGAAATCGEAATAACCACCAAAGGAAGTTATCAARCCGOCCR
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GTGTTCCOAGITATGGOCCACTTCTTASCTTATC CATCC TTAATCGAGAGAACTCATGAA
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¢ oo imerarsTres IS me

elegvesviecrre st ssss tReco st me s nsu
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S EEFAREARTTFERE RN D e 05 2240000 v s 81 06 Ra s T UWETEERSI e nss v

AN
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AACACACTGATCAATTCAACCTCCCAACGAGTTTCTTAGCAAGAACAAGAGGGTGGACTG
AACACACTGATCAATTCAACCTCCCAACSAGTTTE TTGGCARCGACRAGAGCCTGGACTG
'.!P ....... ,I.‘.’.".é‘ii!ifll‘l"l‘.l.l.)l L) .0 L] v . -
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GAAGGTICTACGGCAMMMAGEATCGAGTATCC TCAATCTAC TGS TTAT TUAAAGAGAGECT

LR R R YR L N N A R N Y R T R R T

GRAGGTCTACGGCAAAMAGGATGGAGTATCC TCAATC TACTGGTTAT TCAMAS

2160
AAAATCAGAAACACTGOTCTCAAAGTCTTGECACAAGG TCATAATCAAGTTATTIGCACA
AAANTCAGAAACACTGCTGTCAAAGTCTTORCACAAGG TGATARTCAAGT TATTTGCACA

AAAR' GCACAAGGTGATAATCAAGTTATTTIGCACA

2161 3220
CAGTATAAAACGAAGARATCGAGAAACSTTG TAGAATTACAGGG TGCTC TCARTCAALTG
CAGTATARAACGAAGAAATCGAGAAACG TTGTAGAATTACAGGGTGCTC TCAATCARATG

LR I R A I N R R R I I I IS I S PR A B N L R I W A S AP I A A I A A Y

CAGTATAAMAC TTGTAGARTTACAGGGTGCTCTCAATCARATG

2221 2280
GTTTCTRATAATCAGAMATTATGACTGC AAVTCARAATAGGOACAGECAAG T TAGGALTT
GTMPTCTANTAATGAGAMAAT TATGACTGECAATCAAAATAGCCACAGGGAMG T TAGGALTT

.q--o---lﬂ-----»--tm.'u-uv-v'-oi-..‘e.--.cv--..oaa--..ﬁn..“

GTTTICTARTAATGAGAAAATTATCACTGCAN TAGGGACAIGGAAGTTAGGACTT

2381 2140
TTGATAAATGACCATGAGACTATGCAATC TCCAGAT TACTTCAATTATECAARAATACCG
TTCATAAATGACGATGAGACTATGCAATCTECAGATTACTTGAATTATCGARAAATACCG

D T B N R e e

TIGATAAA TOAGRAC TATCCANTCTCCACATTAC TTGM P TATGGAAARATACCE
2341 2400
ATTTICOCTGCACTCATTAGAGGG TTAGAGACCAAGAGATGG TCACGAGTGAC TTGTGTC
ATTTICCGTCEAGTGATTAGAGGG TTAGAGACCAAGAGATGG TCACGAGTGACTTGTGTC

THEtrtras st o RTWATO I ORI TN Fanscona trssvervEr TR e VeaTELIER

nman‘mmcnsm

2401 2460
ACCANTGACCAAATACCCACTTGTEOTAATATAATCAGC TCAGT TTCCACAAATGCTCYC
ACCAMTGACCAARTACCCACTTCTCCTAATATARTGAGCTCAGTTTCCACAAATECTCTIC

R R e e O N e N R R R R

ACCAATGACCAAATACCCACTTGTGCTAATATAATGAGCTCAGTTTCCACARATGCTCRC
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ACCOTAGCTCATI T IGCTGAGAACCCAATCAATGCCATGATACAGTACAA T TATTTICGG

2521 2580
ACATTIGCTAGAC T I TG PTG ATGATCCATGRTECTGC TS PICO TCARTCATIG TATGAR
ACATTTCCTAGACTC TIGTTCATCATGCATGATCC TGO TCPICGTCARTCATTG TATGAA

a
R R O N I N A N N NN N RN

ACATTTIGCTAGACTC MGTTGATGATGCATGA
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GTTCARGATAAGATACCGGGCTTGCALAGTTCTAC TTTCAARTACGCCATG TTGTATTTS
GTTCAAGATRAGATACCSGGCTTGCACAGTTCTACTTTCAAATACCCCATC TG TATITG

AR EEEE RN N R R R I I R I I N R R R R |

GITCAAGATAAGATACCGG! TTTCAAATACGCCATCTIGTATTIG

2641 - 2700
GACCCPICOATTCGACCASTGCIOSEECATGTC T T IS TCCAGETITTTGATTAGAGCCTTC
GACCCTTCCATTGOAGGAG TOTCGGECATATC TITGTCCAGGTTTT TGATTAGAGCCTTE
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GACCCTTCCATTGGAGGAGTEICGGGCATETC T TG TCCAGIITT FIGATIAGAGLE TTC

2701 2760
CCAGATOCCETAACAGARRGTCTCTCATTCTGGAGATICATCCATCTACATSCTCGAAGT
COAGATCCCETARCAGRAASTCTCTCATTCTGCAGATTCATCCATG TACATGCTCGAAST

Ceoe vt e

® 63 8 0A VI FAS L s eI NN IEEILEIIRIGPIITOIIAN IO Iuca

TCTCATTCTGGAGATTCATCCATGTACA'

2761 2820
GMCATCTGAACCAGATGAGTGCACTATTIGCARACCCOGAGATAGCCAAG TPTCGARTA
GAGCATCTGAAGGAGATGAGTGCAGTATTIOGAACCCCGAGATAGCCAAG TTTCHAKTA

L N I I I A R N I N N I N )

GAGCATCTGAAGGAGATGAG TCCAGTATTTGGAAACCCCGAGAT.

2921 2880
ACTCACATAGACARGC TAGTAGAAGRTCCARCCTC TCTGARCATCGC TATGGCANTGAGT
ACTCACRTAGACAAGC TAGTAGAACATCCAACCTC IC TGAACATCGC TATGGGAATGAGT

sesesr0ssnse e

R NN R

D R U I I S A Y Svedsoeoscuserestenees

MTMMGANCAMCETCMMCTANGGMM
2831

2540
CCAGCGAACTIGCTTARAGACTGAGETTAAAAAATGC TTAATCGAATCAAGACAAACCATC
mcmmwmmswxmmmnmmmcmc&m

------ R A R N A N

mmcmmmmmn CAAACCATC

2541 3000
AGGANCCAGGTGATTARAGGATGCARCCATATATTTG TATCATGAAGAGGATCGGCTCACA
AGGARCCAGGTGATTAAGGATGCARCCATATATTTGTATCATGAAGAGGATCGGCTCAGA

B N A T A R A N R A R I R B N N I S R R DY

CAGGTOGATTAAGGATGCARCCATATATTTGTATCATGAAGAGCATCGGCTCAGA

3001 3060
AGTTICTTATGGTCARTAAATCCTCTEI TCCC TAGATTT I TAAGTGAATTCAAATCAGSC
ACTTTCTTATGETCAATAARTCCTCTGT TOCCTAGAT TTT TAAGTGAATTCAAATCAGSC

L R R N N R N N N N N N R N RN R NN RN

AGTTTCYTATGGTCAATAAATC! AGATTTTTAAGTGAA

3061 120
ACTTTTTTGEGAGTCECAGACGGGETCATCAGTCTATTITCAAAAT TCTCGTACTATICGA

‘ mmmmmmmnﬁmmmm

------- e b s e s rateavsieutoavstnasesmnamns sttt et tEtastrna

WWMMAWMMCGTWM
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3121 3180
ACTCCTTTAAGAMAMGTATCATAGCCAATTGGATGATTTCAT TG TGAGGAGTGAGGTA
AACTCCTTTAAGAAAAAGTATCRTAGGGAATTGGATGAT T IGATTG TGAGGAGTGAGGTA

[ AR I I R R I A R A B R I S S G R R L X ]

MWMMGMGTAMTWWNAMAMMGWA

381 3340
TCCTCTTTGACACATTTAGGCAAAC TTCATTTGAGAAGCCGATCATG TAAATGTGGACA
mmcnmammmmsawammm

L R N R R R N e N I R R T

ATTTAGCGAMCTTCA

3zt 3100
TGTTCAGCTACTCATGC TGACACATTAAGATACAAATCCTGGGUCCGTACAGTTATTCGG
TGTTCAGCTACTCATGC TGACACAT TAAGATACARATCCTGGGGCCGTACAGTTATTG GG

60540630 000acere00eersrdsver It sltouisenaconsvacvesiv)svedesbde

CACATTAAGATACAAATCCTGGGGCCG TACAGTTATIGGT
3301

3360
ACAACTGTACCCCATCCATTAGAAATG TTIGGGTCCACAACA'
ACAACTGTACCCCATCCATTAGAAATG T TGGGTCCACAACATCGAAMGAGACTCCTTGT

PR N R N N N e R R ) Cveverdar e o

mcmmmmmﬂmmmmcmmcamc AGA

3361 3420
GCACCATGTAACACATCAGSGTTCAAT TATG T T TC TG TGCATTG TCCAGACGGGATCCAT
GCACCATG TAACACATCAGGG TTCAATTATG TTTC TG TGCATTG TCCAGACGGGATCCAT

s revsssssern e L R R N I R N S R R NI IO I I WA I RPN Sy

GCACCATGTAACACATCAGGG TTCAATTATC M IC TG TGCATTG TCCAGACGGGATCCAT

3s21 3480
GACGTCTTTACTTCACGGGAACCATTGCCTGCTTATC TAGGETCTAAMCATCTGAATCT
GACGTCTTTASTTCACGGEGACCATTGCCTOCTTATCTAGSGTC TAAAACATCTGARTCT

LR I N R R N R N A R N AN I R K IR A A A AT A S I IS IR N S A PRSP}

GACGTCTTTAGTTCACGGGRACCATTGCCTGCTTAICT.

3481 31540
ACATCTATTTIGCAGC CTTGOGAAAGGGAAGCAAAGTCCCACTGATTAAAAGAGCTACA
ACATCTATTTTGCAGCCTTGGGAAAGGGAAGCAAAG TCCCACTGATTAAAAGAGCTACA

D N R R N N I R R R R R I R R R Y A R I

ACATCTATTTTGCAGC! TCCCACTGATY.

asq4l 3600
COTCTTAGAGATGCTATCTCPIGG T T TG TTCAACCCGACTCTAAACTAGCAATGACTATA
CGTCTTAGAGATGCTATCTCTTGG T T TG TIGAACCCGACTCTAAACTAGCAATGACTATA

LR R N R N I N N RN T N A RN R I A S I I W IR

CGTCTTAGAGATGCTATCTCTIGGTTTG T TGAACCCGACTCTAAACTAGCAATGACTATA

“ysrymeesyer

301 3660
CTTTCTAACATCCACTCTTTAACAGGCGAAGAATGGACCARAAGGCAGCATGGGTTCAMA
CTTTCTAACATCCACTCTITAACAGGCGARGAATGGACCARAAGGCAGCATGGOTTCAAA

LR R R I N I I R L U I I R

CTTTCTAACATCCACTCTT TAACAGGCGAAGAATGGA
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GenBank L nucl,
AR L nucl.,
N2 L nucl.
¥4 L nucl.

GenBank L nucl.
HR 'L nuel.
M2 b nucl.
M4 L nucl.

GenBank L nuel.
HR L nucl.
M2 L nucl,
H4 L nucl.
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GenBank L nucl.
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GenBank L nuel.
HR L mucl.
M2 L nucl.
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‘3721

ES 2320239 T3

3561 3720
AGAACAGGGTCTGCCCTTCATAGGTITICGACATC TCGEATCAGCEATGETGGATTCGCA
AGAACAGGGTCTECCCPTCATAGETTT TCGACATC TCGCATCAGECATEETGGETTCSCA

LRSS AL R L R R O N T R R

AGGSTCTGCCCTICATAGGTT T TCGACATC TOGGATGAGCCATGG TGGGTTCGCA

3780
TCTCAGASCACTECACCATTOACCAGE T IGATGCCAACTACAGATACCATBAGGGATCTG
TCTCAGAGCACTGCAGCATIGACCAGETTGATGGCAACTACAGACACCATOAGGOATCTG

RN R R R N I T I N T

TCTCAGAGCACTGCAGCATTCACCAGC T TCATEGCAACTACAGACACCATGAGGGATCTG

3781 3840
GGAGATCAGAAT TTCCACTTITTATTCCARGCANCETTGCTC T TTACCACT
GGAGATUAGAATTTCGACTTITTTATTIC AACGTTGCTCTA TTACCALT

. éu'. i d '.0."!&%&! LN RN CI0.0I.DI...I. lﬁiél'h'
3341 iso0

ACTGTTGCRACACACGEATGGATCACCASTTG TACAGATCATTATCATATTGCCTG TANG
ACTGCTTGCAAGAGACCEATGGATCACCACTTGTACAGATCATTATCATATTGCOTGTANG

S epmace et e bttt erte et tio et Bosasetrssassonrarrsnstiessan

TCACCAGTTGTACAGATCATTATCA

3sor 3960
TCCTCTTTCAGACCCATAGAAGAGATCACCCTERALTCARGTATGGAL TACACOOCCCCA
TCCTGTTTGAGACCCATAGARGAGATCACCCTGCACTCAAGTATGGAL TACACGOCCTCA

meoasverence Sees sttt Pegacarsser

TOCTGT T IGAGACCCATAGARGAGATCACCCTGGACTCARGTA

3961 4020
GATGTATCCOATGTGCTGRAAGACATCGAGGAATGGCGAAGS TTCGIGLGSACAAGAGATA
GATGTATCCOCATGTGCTGRAGACATGOAGGAATGGEEAAGG TTCGIGGGCGACAAGAGATA

Gt A s i s s er e raActA IR L LGRS LRRTERIRENDSESER LY S veesreccnta

mmxmmmmmwnmcmmmmmmu

4021 4030
AAACAGATCTATCCTTTAGAAGGCAATTOGAAGAATTTAGCACCTGCTGAGCAATCCTAT
AARCAGATCTATCCTTTAGAACGCAATTCGARGAR MTTAGCACCTGC TGASTAATCCTAT

R LR N ey W R N A N R R R N RN R I A W)

AAACAGATCTATCCTITAGRAGGGANTTGCAAGMATTTAGCACCTGCTGAGCAATCCTAT

4081 4140
CAAGTCGGCAGATGTATAGGTTTTC TATATCCAGACTIGGCGTATAGARAATCTACTCAT
CAAGTCGGCAGATGTATASGTT TTCTATATGGAGACT TGGOGTATAGAAATCTACTCAT

© 88 A PP AT s s e s eg NPt san A LBArTAI I IIITILINRINLENTONNOITAEDR

CAAGTCGGCAGATG TRTAGGTFIMTC TATATGGAGAC T TGGOGTATAGAAAATCTACTCAT

4141 4200
GCCGAGGACAG I TCTCTAPTTCOTCTATCTATACAAGG TCGTATYAGAGGTCGAGETTTC
GCOGAGGACAGTTCTCTATTICCTCTATC FATACAAGG TCG TATTAGAGE TCGAGCTTTC

R L L R I e s T e

mmmsmamm&rmmmmﬂmmm
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4201 4260
TTAAAAGGGTTGCTAGACGGATTAATCAGAGCAAGT TGCTECCAAGTANTACACCGGAGA
TTRAAAGGGTTGCTAGACGSATTARTGAGAGC ARGT TG CTGUCAAGTAATACACCGGAGA

R R et o i o ST B PSP p

TTAAARGGGTTCCTAGACGEATTAATGAGA

4261 4320
MTCTGECTCATT TG AAGAGGCCECCCARCGCAG TE TACGGACG TTTGATTTACTIGATT
mwmmcmmmcmsmmmammmman

-'.ca--,.connnoo-aa------...-os-c.- ............ Y

mmmcccmncccm"c@mmmm

4321 4380
GATAAR T TGAG TR TATCACCTCCATTCCTT ICTO T TAC TAGATCAGGACCTATTAGAGAL
cumrmmmmccrcc&mmcmmmmmwmm

-------

RS R E WA AR R R e e e e

TGOCAAGTAAT

toserisersrmasans Vet evcoves vt enavgnw rPesu e

4381 41440
GAATTAGARACGATTCCCCACAAGATCCCAACCTCCTATCCGACAAGCRACCGTGATATS
GAATTAGRARCGATTCOCCACAAGATCCCAACCTCCTATCCGACAAGCARCCGTGATATS

........ taecerasrrtIrittPTRIYOIT i s s e s acderranaca

TCCCAACCTCOTATCCGACAAGCAACCGTGATATG

4441 4500
GGGGTGATTGTCAGAAATTACTTCAAATACCAATGCOG TOTAATTGAAAMMGECAAAATAC

.WGNAWABM&NAMTACCMTGCCGM&WTAC

-------------------- BB I I R I R N O N N I S S NS S R

MWWWTMWWMMMMMTM

4501 4560
AGATCACATTATTCACAATTATGCTTATTCTCAGATGTCT TATCCATAGACTTCATTGGA
AGATCACATTATTCACAATTATGGT TATTCTCAGATG TCT TATCCATAGACTICATIGGA

--------- P A R N R R R R R T

ACGATCACATTATTCACARYTATGGTTA TGTCTTATCCATAGACTTCATTIGGA
4561

4620
CCATTCTCTATTTCCACCACCCTCT TGCAAATCC TATACAAGOCATTTTTA
CC&W&‘H‘TCCACCAC ccrmmmmanmmmmcm

------------------

secsvesersvenense

4621 o 4680
GATAAGAATGACTTCAGAGAGCTGGCARATCTTTCTTCATTGC TAAGATCAGGAGAGGGS
GATAAGAATGAGTTGAGAGAGCTGGCAAATCTTTC TTCATTGCTAAGATCAGGAGAGOGG

L A I Tseeessssataacaance “sssansr

mmummmmcmnmrcmamwmme

45681 4740
TGGGARGACATACATGTIGAAATICTTCACCAAGGACATATTATIGTGTCCAGAGCAAATC
TGGGARGACATACATSIGAAATTCTTCACCAAGGACATATTAT TG TG TCCAGAGGARATC

................................... R Iy

TGGGAAGACATACATGNMAWCCMGGRCAWAMMTCCAGAGGWTC
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4741 4800
AGACATGCTTGCMGTTCGGGATNCTMGGRTAATMTMNCATG&GCTATCCCC@
AGACATCCTTGCAAGTTCCGCAT PGCTAAGGATAATAATAANGACRTGAGC TATCCCCET

TS e NS ER PEECLET LB PNCLEININEIO s on Pevrecenrsne

ACACATGOTTGCANGTTECOGATTECTAMGATAATAR T A AGACA TG AGC TATCCCOCT

4801 _ 4860
TGGGGAAGGGAATCCACGAGGGACAATTACRACAATCCCTCTTTATTATACGACCACCOCT
mamnmmcummcummmmwmmm

“ave s ea vt euma LR R L I R R e N I N R R e T R T

mmueecuwmcmcuﬂmmrcccmmamnmmcm

4861 - 4920
TMCMAMAMMMKMKMWCWNMMN&M
TACCCARRGATGCTAGAGATGCC TCCANGAATCCAAAATCCCOTGO TG TECGBARTCAGS

LI R R R N R N N N N Y R N RIS} DRI

rmccmmmummcmmrc
4980

4922
ACCRACTGGCGUTCATTATAAARTTCGGAGTATATTACATGGAATGGGA
PTGGGCCAGTTACCAACTGGCGOTCATTATAAMATTCGEAGTATAT TACATGGARTGGOA

mccccamacmmccmumcmmﬁmmm

4381 5040
ATCCATTACAGGGACTICTTCAGTTGTCGACACGGCTCCGGAGGCATOACTOCTSCATTA
ATCCATTACAGCGGACTTCTTCAGTTGTGEACACGECTCCOGAGCCATCGACTCCTGCATTA

"sses ters s tovanRs eI REFPROSEDI A 4eaveasstscaviaasnen

A&C&AMAWAGWWCGWMWCAM

5042 5100
CTRACGAGARAATGTGCATACCAGRAGGARTATTCARTAGTCTGT TAGAAT TATCAGGGTCA
CTACGAGARAATGTGCATAGCAGACGAATATTCAATAGTCTGT TAGAATTATCAGEGTCA

LR R A A e R A N N N R R N R N N I L sese000 06600t 0an

cﬁwsammmcmmmnmumﬁmmmm

5101 ; 5164
GTCATGLSAGGLECLTCTCOTGAGCCCCCCAGTACCCTAGAAACTTTAGGAGGAGATAAA
mnmmammmmcmmmmmmmmm

cs@ e Pr e8I ey

R I N R R L

GTCATGCGAGGC mcmmccmwrm

S161 . 35220
TOGAGATGTGTAAATGETGRAACATETTOGCAATATCCATCTCACTTATETGALCCAAGG
TCGAGATGTCTAMTGETGAMCATETTGGCAATATCCATCTGACTTATGTGACCCARGG

L S R A A IR I O 2 YeE PO rvrverse PrsstEee v nnva e essv e des v P

mcmammmmmcmcmmrccammammm

5231 5280
ACTTGGCACTATTTCCTCCOACTCARMAGCAGGC TTECOGUTTCAARTTGATITAATTGTA
ACTTGEGACTATTTICCTCCGACTCARMGCAGGCTTGOGEC T TCAMTTGATTTAATTIGTA

D R I A S A P AP I ) e ev e R R R R IR I A S S S S

mmnammcmmmmmmmmumn

L I R A
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5281 5340
ATGGATATUGAAGTTOGGEATIC TTCTACTAGCC TCARANTTGAGACGAATGTTAGARAT
ATG GNS‘ATGGMGTTCGGG&TTC?TCT&CTAGCCNMM?I‘GA GARCGANTGTTAGAAAT

L R R I I O L R R T R O te e e cvoerenann

ATGGATATGGAAGTTCGGG ammxﬂmmmarmmmmcmm

$341 5400
TATGTGCACCGGATTTTGGATGAGCAAGGAGTTTTAATCTACAAGACTTATGCAACATAT

- TATGTCCACCGCATT P TGCATGAGCAAGGAGT T I TAATC TACAAGAC TTATGGARCATAT

------------- R R R R I I T T TR S G

mmwcaccesam'scumaccmcmnm'rc TACAAGACTTATGGAACATAT

5401 5460
ATTTGTGAGAGCCAAAAG AN TGCAGTAACAATCCT TGGTCCCATG PTCRACACGGTCGAL
Armmaswccamsm'scmrnmmcmcmc ATGTTCAAGACCGICGAL

5481 5520
TTAGTTCAAACAGAATTTAGTAGT TCTCAMACGTCTGAAG TATATATGG TATGTAAAGGT
TTASTTCRAAACAGAATTTAGTAGTTCTCAAACCTCTCAAG TATATATCG TATCTAANGGT

-------------------------------------------

mmmmnmmmmmmnnﬂmnmm

5521 5580
TTGAAGAAATTAATCGATGAACCCAATCCCEATTGATC TTCCATCAATG AATCOTGGARA
TTGRAGAAATTAATCGATCAACCCAATCCCCATTOCTC PICCATCAATGAATCCTGGANA

tacesneEBE i i ¥R TN s U e INe P et aanvanns tevsetavenrsancrssansnrens

mmmmmmmccnmmmrcummccm

5581 5640
AACCTOTACGCATTCOAGTCATCAGAACAGGAATTTGCCAGAGC AAAGAAGGTTAGTACA
MNTM@MCWWGWWCCAGMCMWT?M

L N R I I R N N e  E R R R NN W AN N ]

AACCTOTACGCATTCCAGTCATCAGAACAGGAAT I TGCCAGAGLARAGAAGGTTAGTACA

5641 5700
TACTTTACCTTSACAGETATTCCCTCUCAATTCAT ICCPGATCC T TETRRACATIGAG
TACTITACCTTGACAGGTATTCCCTCCCAATTCATICCTGATCC T T TTGTGAACATIGAG

.......................... Sereenvi v DR )

ncmxccmmamcmummcmmmmcm

§701 5760
ACTATGOTACANATATTOGGAG TACCCACGEG TG TS TCTCATGCGGC TGCCTTAMBAATCA
ACTATGCTACAMTATTCOGGAGTACCCACGESTCICTCTCATGCCGC TGCC T TAMATCA

--------- secrses EREPEREFEE T T p ettt orqgtdenensooe erere s

MAWAMTAWMWW mocmm.\m

$761 ; $820
TCTGATAGACCTGCAGRTTTATTGACCAT TAGCCPIM M T TATATGGCCATTATATCGTAT
TCTGATAGACCTCCAGRITTATIGACCATTAGCC T T TTATATGGCGATTATATCGTAT

ses s e raNferessuen atseresraceyr Preeeac v rratevisens

marmccmmmammmmccrmmamscmmnmmr
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s821 5880
TAT&ACA!‘CMTCATATCAGAGTAGGACCGATACCTCCGMCCCCCCA‘!‘C!GA‘I’GGAATT.
TATAACATCAATCATATCAGAGTAGGACCGATACCTC CGAACCCCCCATCAGATCCANDT

tveasnas NSRS O R LR R T T S D N L

TATAACATCAATCATATCAGAG TAGGACCCATACCTCOGARCE TCAGATGGAATT

5881 £940
&ACWWAM“M@ATMWAGW&WM
AAGCTITYGGCTGAGTT

CCACAMATGTGGEEATCGC TATAACTEGTAT: TGATGGAGAKA
&. SsBemv e .....'.i'£+ﬁ...-ﬁ'.'..'....'-...‘..'........‘.
95941 6000

MWATATCM&GWMCAWANMMTUAWCGAWA

GACATTCCACPATATCAACAG TGT T TAGCASTTATC CAGCAATCAT TOCCOATTACGTCG

GACATTCCACTATATCAAC TCCAGCAATCATTCCOGATTAGGTGR

6001 §060
GAGGCTGTTTCAGTAAAAGEAGEATACAAGSAGAAGC TCGAGTACTAGAGGTGATECCO
WWGTMGGMTMMWMGTMTMW

B I esr e st ec e enay "r e e e L N A AT N P e raretans

GAGGCTOTTICAGTAAAAGGAGGATACAACEAG AAGTOGA G IAC TAGACOTOATOCSETE
6061 6120
CORAAAGATACCCGAAE T ICAGACTCOTTORC0CCAATCGGGAACTGGATCAGATCTOTS
CCAAARGATACOCGAATTTCAGACTCOTTGGCCCCAR TCGGCAACTGEATCACATCTOTG
ép.ttuccéiébqton‘no-oié--vv---‘--G";'ﬁ"ﬁtlo».oo-ut&iéiuo’o--
6121 6180

GAATTGOTCOGAAACCARG T TCG TC T ARATCCATTCARTGAGATC TG TICARTCAGCTA
mmmmmmmmmmumam@mumn
teseess oo BebARLLbeaceItI Tt errrr e enas e

GAA TTCCTCTAAATCCATTCAATGAGATC TG TTCARTCAGCTA

6181 , 6240
TCTCOTACAGTGGATAATCATTTGAAATCGTCAAATITGCGAAAAACACAGGANTGATT
TOTCCTACAGTGGATAATCATTTGARATCGTCAAATTTGCGAAAAAACACAGGAATGATT

TP ELOBITIIOIIROINY PPN AAREF R T LG vt et baen cnmron DI U I

TGTCGTACAGTGGATAATCATTTCARATGGTCAA T T TGCOAAAAAACACAGGAATGA'

6241 6300
GARTGGATCAATAGACGAATTTCAAAAGARGACCEETCTATACTGATG TTCAAGAGTGAC
GAATGGATCAATAGACGAATTTCAAAAGAAGACCGGTC TATACTGATGTIGAAGAGTGAL

SO PTEIIAIBLIBLLILAINLrRNAaN N accet ANt soranenonos saes e sesesne

GAATCGATCAATAGACGAATTTCAAMGAAGACCGGTC TATACTCATG TTCAAGAGTGAC
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6301 63160
CTACARGAGEAARACTCITOGACAGATTAR . . o o v e v v veronerscassasossneans

CPM&NAGGAAMCWAGAGRWMNAMWWM@

CTACATGAGGRARACTCTTCGAGAGATTAR . . . o oot vuvrnrertarcansrnaranss
§361 6395

SO E AP P et PO AN S A ASLAEN ARt e,

ATGARRAMRACTTTGATCCTTAAGRCCCTCTIGTG

Gesvevn st e IR P INERsELILAEVAESRIBAG IS

Ceveonme . LI R I N I AR I AR A AP N )
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GenBank L .

HR L a.a.
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a.a,
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1 &0
NEVHDF ETDEFNDFNECDYATREFLNPDERMTYLNHADYNLNS PLI SDDIDNLIRKPNSL

VAT A Tt I I T IR TR T T S P

MEVHDFETDEFNDYNEUDYATREF LNPOERMTYLNHADYNLNSPLT SOOI DNLIRRFNSL

61 120
PIPSWDSWGWMTSCQWISTSMKMWSWDASQGYSMM
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PIPSMWDS KNWOGVLEMLTSCOANP IS TSOMHEWMG SWLMS DNHDASQOY SPLAEVOXER

121 180
EITFDVVETFIRGHGNKPIEY IRRERWIDSPRILAYLCOKFLOLAKL TLILNAVSEVELL

axrrwvmmmzmmmmqmnmnzmmm

161 240
NLARTFRGKVRRSSHGTRICRBRVPSLGPTF L SEGWAYFRXLDI LEDRNPLLEVKDVIIG

VB G008 100 ey r s IT TR REOIaEntetetr oo r s o000 doesadoenssnenesa

SHOTNICRBRVPSLGPTF 1 SEGWAYFXKLDI LMDRNFLLMVEDVI IG

241 300
RMQTVLSMVCRIONLFSEQDIFSLLNY YRIGDXIVERQGNFSYDLI KMVER SCNLBLMKL,

LA AR A R I R T s e et sres e

RMQTVL.SMVCRIDNLFSEQDIFSLLNYYRIGDKIVERQGNF SYDLIXMVEPT

30 3s0
ARESRPLVPQFPHEF ENHIKTSVDECAKIDRGIRF LHOQINSYXTVDLTLVIYCS PRINGH

ettt eatisacerervsana vesevsrvesntassrtsannssenoaenisneas. . AINGH

ARESRPLVPQPPKFENHIKTSVDEGAKIDRG IRFLHDQ IMSVXTVDLTLVIYGSFREWGH

L 131 420
PPIDYVY{JGLERLHSQVTMRKDIDVSYAKALASDLARTVL FQOFNDHKKWFVNGDLL PHDN
PFIDYYAGLEKLHSQVTIEREDIDVSYAKALASDLARIVLPOQFNOREKWFVNGDLL PHDK
PFIDYYAGLEKLESOVTMKKDIDYSYAKALASDLAR IVLFQUFNDHKKWFYNGDLLPHDR

421 480
PFKSHVKENTWPTAAQVQDFGDKWHEL PLIKCFEIPDLLDPSI IYSDKSHSMNRSEVLEKH
PFKSHVKENTWPTAAQVQDFGOKWHEL PLIXCEFEI PDLLOPSI TY SDKSHSMNRSEVLRE
PFKSHVKENTWPTAAQVQDFGUKWHELPLIKCFEL PDLLDPSI TYSDKSHSMNRSEVLKY

481 540
VRMNPNTPIPSXXVLOTHLDTKATNWKEPLKEI DEXGLOUDDL I IGLXGKERBLXLAGRF
VRMNPNTPIPSKKVLOTMLDTRATNWKEFLKEY DEKGLUDDDL I YGLKGRERELKLAGRY
VRMNPNTPIPSKEVLOTHLDTRATNWKEFLKEI DERGLDDDDL Y IGLKGKERELKLAGRE

541 600
FSLMSWALREYFVITEYLIKTHE VPMEKGLTMADDL TAVIKRMLDSS 8GQGLXSYEAICT

FSLESﬁKbREYWITEYMKWVPMFKGLMDDLTAVIKMDSSSMQYWCI
FSLMSWKLREYFVITEYLIKTHP VPMFKGLTMADDLTAVIKXMLDIS SGQGLKSYEAICT

FIGURA 23-1

76



tenBank L
HR L a.3.
M4 L a.a.

GanBank L
HR L a.a.
M4 L a.a.

GenBank L
HR L a.a.
Mé L a.a.

GenBank L
HR L a.a.
Mé L a.a.

GenBank L
HR L a.a.
M4 L a.a.

GenBank L
HR L a.a.
M4 L a.a,

CenBank L
KR L a.a.
M4 U a.a,

GenBank 1.
HR L a.a.
M L oa.a.

GenBank L
ER L &.8.
M4 L a.a.

GenBank L
HR L a.a.
M¢ L a.a.

2.8,

a.a.

‘.'.0

a.sa,

ES 2320239 T3

601 660
ANHI DYEKWENHQRKLENG FVFRVMGOF LY PSLIERTREFFEKSLIYYNGRIDLMRVHN
ANHIDYEXWNNEORKLSNGPVFRVMGQF LGY PSLIERTHEFFEXSLIYYNGRPDLMRVEN
ANHIDYEXWNNEQRRLSNGFVFRVNGQOFLGYPSLIERTHEFFEKSLI YYNGRPOLMRVHN

661 720
NTLINSTSQRVCWOGOEGGLEGLRQKGHILNLLVIQREAKT RNTAVKVLAQGDNGVICT
NTLINSTSQRVCWQGQESCLEGLROKGHS ILNLLVIOR EARTRNTAVEVLAQGDNQYICT
NTLINSTSQRVCWOGOEGGLBGLROKGWS T LNLLV IQREAK I RNTAVKVLAQGDNGQVICT

721 780
QYKTKRSRNVVELQGALNOMVSNNEKIMTAIKIGTGXLGLL INDDETMOSADYLNYGRIP
QYRTKE SRNVVELQGALNOMVSNNERIMTA IKIGTGKLGLL INDDETMOSADYLNYGX TP
QYRTKESRNVVELQGALNQMVSNNERIMTATKICTGKLGLL INDDETXUSADYLNYGRIP

7681 84l
IFRGVIRGLETERWSRVTCVINDQI PTCANIMSSVSTNALTVAHTAENPINANIQYNYFG
IFRGVIRGLETKRWSRVICVTNDQIPTCANIMSSVSTNALTVAHEFAENPINANIQYNYFG
I PMVXMTHWSRWIWMWSWWPWMIQW

841 900
IFARLLEMMEDPALRQSLYEVQDKI PGLHESSTFKYAMLYLDPSIGGVSGHSLERFLIRAF
TFARLLLMMHOPALROQSL YEVQDKIPGLHSSTFKYANLYLDPEIGGVSGESLSRFLIRAF
TFARLLLMMHDPALRQSLYEVQDKIPGLRS STFKYAMLYLDPS IGCVSGHSLSRFLIRAS

941 960.
POPVTESLSFWRF LIEVHARSERLKEMSAVFGNPETARKFRITHIDKLVEDPPSLNIAMGMS
PDPVTESLSFWRF IHVHARSENLKEMSAVFGNPETARFRITHIDKLVEDPPSLNIANGHS
PDPVTESLSFWRF IHVHARSEELXEMSAVPGNPEIAKPRI THIDKLVEDPTSLNIAMGUS

951 1020
PANLLKTEVKKCLIESROTIRNQVINDATI YLYHEEDRLRSFLWS INPLFPRFLIEFKSG
PANLLKTEVERCLIESROTIRNQVIKDATIYLYHEEDRLRSFLUS INPLF PRELSEFKSG
PANLLRTEVEKCLIESROTIRNQVIKDATI YLYREEDRLRS FLNS INPLF PRFLSEFKSG

1021 1080
TPLGVADGLY SLPQNSRTIRNS FRKKYHAELDDL IVRSEVS SLTHLEXLHL RRGSCRMWT
TFLGVADGLISLEQNSRTIRNSF KKKYHRELODLIVRSEVSSLTHLGKLHLARGSCKMWT
TFLGVADGLISLPQNSRTIRNS FRKKYHRELDDL IVRSEVSSLTHLGKLHL RRGSCRMWT

lo81 1140
CSATHADTLRYKSHGRTVIGTTVPHPLEMLG PQHRKETPCAPCNT SGENYVSVHCPDGIH
CSATHADTLRYKSWGRTVIGTTVPHPLEMLGPQHRKETPCAPCNTIGRNYVSEVHCPDOIH
CSATHADTLRYR SWGRTVIGTTVPEPLEMLGPQHRKETPCAPCNTSGFNYVSVHCPDGIH

1141 1200
DUFSSRGPLPAYLGSXTSESTS ILOPWERESKVELT KRATRLRNA TSNFVE PDSKLAMTY

DVFSSRGPLPAYLGSXTSRSTS ILQPWERESKVPLIKRATRLRDA ISWFVEPDSKLAMTT
DVF SSRGPLPAYLGSKTSESTSILQPWERBSKVPLIKRATRLRDA ISWFVEPDSKLAMTI
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1201 . 1360
LSNIHSLIGEEWTKROHGFXRTGSALHRF STSRMSHEGRFASOS TAALTRLMATTOTMROL
LSNIHSL TCEEWTHROEGFKRTGSALHRF STSRMSHGGFASQOSTAAL TRLMATTDTMRDL
LSNIHSLIGEEWTKRQEGFRRTGSALHRE STSRHSHGOFASOS TAALTRLMATTDTMRDL

1261 1320
GOONFRFLFQATLLYAQITTTVARDGWITSCTDHYHIACKSCLRPIEEL TLDS SMDYTRP
GDQNFRFLFQATLLYAQI TTTVARDGWITSCTDHYHIACKSCLRPIEETTLDS SMDYTRP
GOONFDF LA TLLY AR I TT TVARDGWI TSCTDRYRIACKSCLRPYEEY TLDSSMDYTP P

1321 1380
DVSAVLRTWRNGEG SWGQELXQI YPLEGNWKNLAPAEQSYOUGRCIGFL YGDLAYRKSTH
DV SHVLK TWRNGEGSWGQELKQI Y PLEGNWKNLAPAEQS YOVGRCIGFLYGDLAYRKSTH
DVSHVLKTWRANGEGSWCQEIKQ I Y PLECNWKNLAPABUSYQUGRCIQFLYGDLAYRKSTH

1381 1440
AEDSSLPPLS IQGRIRGRGFLKGLLDGLMRA,SCCQVIHRR SLAHLKR PANAVYGGLIYLY
AEDSSLFPLSIQGRIRGROPLRGLLDGLMRASCOOVIHRR SLAHLKRPANAVYGOLIYLY
AEDSSLFPLSIQGRIAGRGFINGLLDGLMRASCOQVIHRRS LAHL KRPANAVYSSLIYLL

1441 1500
DRLSVSPPPLSLTRSGPIRDELETI PHKI PTS YPTSNRDMGVI VRNYFKYQCRL T EXGKY
DELSVSPPRLSLTRSGPIRDELETIPHKI P SYPTSNRDMGY IVRNYFXYQCRLIBKCKY
DXLSVSPPFLSLTRSGPIRDELETIPHKI PTSYPTSNRIMGYIVRNY PKYQCRL L EKGKY

1501 1860
RSHYSQLWLF SDVLSIDF IGPFSISTTLLOILYXPFLSCKDKNELRELANL SSLLRSGEG
RSHYSQLMWLF SOVLSTDF IGPFSISTTLLOLILYKPFLSGKDKNELRELANLSSLLRSGEG
RSHYSQLMLF SDVLS IDF 1GPFSISTILLQILYKPFLSGKDENELRELANLSSLLRSGEG

1561 1620
WEDIEVKFFTRDILLCPEEIRHACKFGIAKDNNKDNMSY PPWGRESRGTITTIPVYYTTTP
WEDIHVKFFTXDILLCPEEIRHACKPGIAKDNNKDMSY PPWGRESRGTITTIFUYY TP
WEDIRVKYFTXDILLCPEEI RHACKPGIAKDNNEKDMSY PPUCRESRGTITTIPVYYTITP

1621 1680
YPKHLEMPPRIQNPLLSGIRLGOLPTGAHYRIRSILEGMGIHYROFLSCGDGSGGMTAAL
YPRMLEMPPRIQNPLLSGIRLGQLPTGAHY K IRSILHGHGTHYRDFLSCCDGSGGHTAAL
YPRNLEMPPRIQNPLLESGIRLGOL PTCAHYKIRSILHCHG IHYRDFL SCGDGSGGMTAAL

1681 1740
LRENVHSRCIPNSLLELSGSVMRGASPEPPSALETLOGDKSRCYNGETCWEY PSDLCDPR
LRENVHSRGIFNSLLELSGSVMRCASPEPPSALETLGGDKSRCVNGETCWEYPSDLCDPR
LRENVHSRGIFNSLLELSGSVMRGASPEPPSALETLGGDKSRCVNGETCWEYPSDLCDPR

1741 1800
THDYFLRLRAGLGLOIDLIVMDMEVRDSSTSLKIETNVANYVHR ILDEQGVL I YKTYSTY
TWDYFLRLXAGLGLOIDLIVMDMEVRDS STSLKI ETNVANYVHRILDEQGVL X YKTYGTY
TWDYFLRLRAGLGLQIDLIVMDMEVRDS STSLKIETNVRNYVHR ILDEQGVLIYKTYCTY

1801 1860
ICESEKNAVTILGPMFKIVDLVOTEF SSSQTSEVYMVCKGLRRLIDEPNPIWS SINESWK

ICESEKNAVIILGPMFKTVIOLVQTEF 5580 TSEVYMVCKGLKKL IDEPNPDWSSINESWR
ICESEXNAVTILGPMFKIVOLVQTEF SSEQTSEVYMVCKGLKKL I DEPNPDWSSINESWK
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18861 ) - 1920
NLYAFQSSEQEPARAKKVSTYFTLIGIPSQF I PDPFVNIETMLQIFGVPTGVSHAAALKS
NLYAFQSSEQERPARARKVSTYFTLIGI BSQF IPDPFVNIETMLOIFGVPTGVSHAALKS
NLYAFQSSEQEFARAKKVSTYFTLYGIPSQF I PDPFYNI ETMLOQIFGVPTGVSHAAALKS

1921 1980
SDRPADLLTISLEYMAIISYYNINHIRVGPIPPRPPSDGTAQNVGIAITGISEWLSLMEK
SORPADLLTISLFYMAIISYYNINRIRVGPI PPNPPSDGIAQNVGIAITGISIWLSLMEK
SORPADLLTISLFYMAIYSYYNINHIRVGPIPPNPPSDGIAQNVGIALTGISFWLSIMEX

1981 2040
DI PLYQQCLAVIQQSFFIRWEAVSVRGGYKQRWS TRODGLPRDTRESDSLAP IGNWIRSL
DIPLYQUCLAVICUSF PIRWEAVSVEGG YKQKWS TRCDGLFRDTRISDSLAPIGNWIRSL
DIPLYQOCLAVIQQSTE PIRWEAVSVKGG YROKWSTRGDGLPXDTRI SDSLAPTGNWIRSL

2083 ; 2100
ELVRNOVRLNPFNEILENOLCRTVDNHL KNSNLAENTCMT EWT NRRISKEDRETL.MLXSD
ELVENQVRLNPFNEILFNOLCRTVDNHLKWSNLRENTGMIEWINRRI SKEDRSTLMLKSD
EBLVENQVRLNPFNEILFRQLCRTVDNRLKWSNLRENTGNIEWINRRI SKEDRS LLMLKSD

1101 21190
LHEENSWRD

LHEENSWRD
LEEENSWRD
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