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DESCRIPCION

Lineas celulares aviares inmortalizadas para la produccién viral.

La presente invencion se refiere a lineas celulares aviares inmortalizadas adecuadas para la produccion de bio-
16gicos o virus para vacunacion. En particular, las lineas celulares son derivadas de células primarias las cuales son
transformadas con al menos dos genes virales o celulares, uno de ellos causa progresién del ciclo celular mientras
el otro interfiere con los mecanismos de proteccién innata de la célula inducido por la replicacién no regulada de la
replicacion. La invencion se refiere ademads a la produccién de dichas lineas celulares inmortalizadas y su empleo para
la produccién de biolégicos o virus para vacunacion.

Antecedentes

Los huevos embrionados de pollo todavia son uno de los principales sustratos para la produccién de vacunas
humanas. Ellos son capaces de sostener la replicacién de una amplia variedad de virus humanos y animales. Este
espectro incluye virus atenuados, esto es virus defectuosos que tienen el potencial afectado para replicarse en humano
o células mamiferas y pueden asi ser empleados como vacunas. La atenuacién puede ser generada o mantenida por
pasajes continuos en huevos embrionados. Los huevos de pollo empleados para la produccién de vacunas humanas
deben estar certificados de ser libres de un conjunto definido de contaminacién viral y bacteriana (libre de patégeno
especifico o SPF). Los huevos SPF estan disponibles por los suministradores comerciales. La extensa aplicabilidad y
el largo camino internacional sin precedentes ha conservado esta estrategia vigente a pesar de las desventajas:

Colonias de pollos y huevos embrionados SPF son caras y pueden constituir hasta el 40% del costo de las vacunas.
Ademés, es dificil el mantenimiento continuo de colonias SPF completamente libres de patogenos lo cual es eviden-
ciado por brotes peridédicos de enfermedad en las colonias SPF. El lote de vacuna no puede ser liberado hasta que el
suministrador verifique que los pollos parentales de los huevos embrionados empleados para la produccién del lote de
vacuna estaban completamente libres de cualquier enfermedad. Esta incertidumbre afiade un costo significativo a la
preparacion de estas vacunas. En situaciones pandémicas con necesidad repentina por una vacuna en particular (por
ejemplo, influenza) el suministro de huevos SPF puede ser severamente limitado. Ademas, los procesos a gran escala
para infectar huevos y mantener el crecimiento viral son consumidores de tiempo y a veces incompatibles entre los
diferentes lotes de vacunas.

Con el desarrollo de las técnicas de cultivo celular los productores de vacuna han sustituido los huevos embrionados
por los fibroblastos embrionarios aislados de pollo. Si bien el empleo de cultivos celulares primarios potencia el perfil
de seguridad, eficiencia y fiabilidad del proceso de produccion, también incrementa mas los costos: fibroblastos de
pollo son preparados a partir de huevos SPF por embriones afectados para establecer y amplificar células viables.
Tipico de células animales primarias los fibroblastos sufren senescencia: el tiempo de duplicacién incrementa con el
pasaje y eventualmente todas las células mueren. Este proceso ocurre después de aproximadamente 20 pasajes, mucho
antes que para roedores o algunos sustratos celulares humanos actualmente empleados en la produccién de vacuna
(como el MRC-5 o WI-38). Los cultivos de fibroblastos tienen que ser mantenidos en presencia de suero fetal bovino 5-
10%, anadiendo factores de riesgos adicionales al proceso de produccién. Ellos también requieren una superficie sélida
para la propagacién y no crecen en suspension, un estado preferido para las aplicaciones de birreactores. Incluso con el
empleo de fabricas de células multicapas se limita sustancialmente los procedimientos a gran escala. Debido al lapso de
vida limitada un conjunto completo de pruebas de seguridad han de ser aplicadas para cada lote de fibroblastos de pollo.

Los fibroblastos son el tnico tipo de célula de la amplia variedad de tejidos diferentes a partir de embriones de
pollo que proliferan bien. El predominio de fibroblastos comparado con otros tipos de células tiene en algunos casos
un rendimiento tedrico viral reducido porque en los huevos tipicamente la membrana corioalantoica, una capa celular
epitelial, es el principal sitio para la amplificacién viral.

Los problemas discutidos han contribuido a una severa escasez de la vacuna de influenza en los tltimos dos afios
(2003 y 2004). Para superar estas limitaciones, una linea celular de crecimiento permanente en un medio sintéticamente
definido, preferiblemente en suspension o al menos en portadores, seria muy deseada.

Algunos de los virus que crecen tipicamente en fibroblastos de pollos han sido adaptados para ciertas lineas ce-
lulares. Las células BHK-21 (rifién de hdmster cria) sostienen el crecimiento de varias vacunas, influenza, y cepas
vacunales de rabia (Drexler, 1. y otros, J. Gen. Virol. 79(Pt2):347-52 (1998); Gumusderelioglu M. y otros, Biotechnol.
Appl. Biochem. 33:167-72 (2001); Merten, O. W. y otros, Adv. Exp. Med. Biol. 397:141-51 (1996)) y facilmente cre-
cen en grandes fermentadores sobre portadores bajo condiciones libres de suero (Pay, T.W. y otros, Dev. Biol. Stand
60:171-4 (1985); Gallegos Gallegos, R. M. y otros, Arch. Med. Res. 26:59-63 (1995)). Para la vacuna se aplica inclu-
so la cepa altamente atenuada Ankara (MVA) la cual es desarrollada en células de pollo. La linea celular BHK-21 es
aceptada para la produccién de ciertas vacunas para animales de cria (Lubiniecki, A.S., Bioprocess Technol. 10:495-
513 (1990)). Sin embargo, la linea BHK-21 no retne los requisitos de seguridad para las vacunas vivas humanas. Las
células BHK espontdneamente formadas, son altamente tumorogénicas y su historia esta inadecuadamente informada.
De acuerdo con la FDA, el Debate CBER del 12 de Mayo, 2000 sobre sustratos celulares el desarrollo de “Vacunas
virales y vacunas de vectores virales vivos-atenuados minimamente purificados” en células neoplésicas derivadas de
tumores naturalmente encontrados de humanos y otras células de mamiferos o a partir de células humanas y células
mamiferas que han sido transformadas por mecanismos desconocidos es desalentador.
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Como una excepcion de la regla la linea celular VERO (originaria de mono verde africano) es aceptada como
sustrato celular para la produccién de vacunas basadas en un perfil de probada seguridad y la carencia de un fenotipo
transformado para un nimero definido de pasajes. La linea celular ha sido empleada extensivamente para la produccién
de las vacunas de la polio y viruela para empleo clinico. Sin embargo, las células VERO requieren acoplamiento y son
déciles solamente para procesos con base/basados en portadores.

Adicionalmente las células MDCK (una linea celular espontdnea de epitelio renal de perro) con una historia des-
crita han sido aplicadas para la produccién del virus influenza (Tree, J.A. y otros, Vaccine 19:3444-50 (2001)).

Mais recientemente, desencadenado por el desarrollo de enfoques de vacunas y terapia génica basadas en el vector,
lineas celulares de origen humano de disefio y denominacién nueva son intensamente discutidas e incluidas dentro
del espectro de sustratos celulares potenciales para la produccién de vacuna (comité de expertos en Vacunas y Pro-
ductos Bioldgicos Asociados, sesion de Mayo 16, 2001). Nuevas lineas celulares permanentes fueron creadas para
proporcionar genes que complementen a virus recombinantes que son deficientes en la replicacién fuera del sistema
de produccién. Sin embargo, la introduccién estable de los genes complementarios requiere de tiempos de incubacién
prolongados, los que exceden el limite natural del nimero de pasajes disponibles para células primarias o el limite
tolerado del nimero de pasajes para células VERO antes de que ocurra la transformacién completa.

Los disefios de lineas celulares son generados in vitro con extensiva documentacion empleando genes caracteri-
zados para la transformacién. Por ejemplo, los genes complementarios a partir de la region E1 del adenovirus por
ellos mismos exhiben propiedades transformantes y han aceptado el establecimiento de lineas celulares humanas, por
ejemplo PER.C6 (Fallaux, F.J. y otros, Hum. Gene Ther. 9:1909-17 (1998)). La aplicacién de estas lineas celulares no
esté limitada al vector viral para el que estan disefiadas sino que pueden ser extendidas para otros virus. Por ejemplo, el
virus influenza puede ser propagado en PER.C6 (Pau, M.G. y otros, Vaccine 19:2716-21 (2001)). Sin embargo, estos
hallazgos no se aplican a todos los virus relevantes para el desarrollo de vacunas, en particular virus aviares como
enfermedad de Marek, enfermedad bursal infecciosa, enfermedad de Newcastle, virus de herpes de pavo, o anémico
de pollo. Si bien algunos de estos virus se replican bien en lineas celulares de mamiferos, el crecimiento del virus es a
menudo pobre. Para otros virus, la replicacion es pobre y limitada para cepas especialmente adaptadas en particular.

Ademis, con adaptacién para sustratos celulares derivados de primates, los sitios de unién al receptor en el virus
tienden al cambio resultando en un patrén de antigeno modificado y de este modo en el efecto general sobre la
inmunogenicidad. Esta adaptacion genética puede revertir la atenuacion para las cepas que han sido desarrolladas via
pases en células aviares como MVA o virus de sarampidén adaptado a pollo (Escoffier, C., Gerlier, D., J. Virol. 73:5220-
4 (1999)), o crear nuevas cepas que se replican més eficientemente en células humanas comparados con sus aislados
tipo salvaje. Tales virus también pueden conseguir un potencial patogénico superior.

Por las razones anteriores los fabricantes de vacunas estdn reacios a cambiar para lineas celulares de mamiferos y
ha desarrollado una necesidad de lineas celulares aviares inmortales.

La investigacion de la induccién de tumor en aves por el alfaretrovirus aviario proporciona las primeras sefiales mo-
leculares en la transformacién celular en general. Los oncogenes retrovirales son derivados a partir de genes celulares
con dominios reguladores esenciales mutados o suprimidos. Algunos de estos factores que han sido identificados en el
curso de estos estudios, como v-myc y v-ras, afectan directamente los componentes de ambas vias la del retinoblasto-
ma (RB) y la p53. Otras proteinas, como v-src o v-erbB, son transductores de sefiales constitutivamente activados (por
lo tanto no regulados) que mimetizan afectando a mitogenos extracelulares. El problema con estos factores es que ellos
dirigen exclusivamente una de las diferentes vias requeridas para una transformacién eficiente. La presencia de v-src
o v-myc predispone las células para la transformacién y requiere ademds, de alteraciones espontdneas e impredecibles
dentro de la célula para la completa transformacién. Por consiguiente es dificil de estimar los riesgos representados
para el paciente por las células transformadas con uno de los oncogenes retrovirales.

En otros casos un tnico antigeno de tumor fuerte (por ejemplo v-jun) es capaz de causar directamente la formacién
de tumor (Hartl, M. y otros, Curr. Cancer Drug Targets 3:41-55 (2003)). Muchos oncogenes virales aviares mantienen
su potencial oncogénico en células de mamiferos.

Lineas celulares creadas por estos virus no son apropiadas para la fabricacién de vacunas. Un retrovirus que
porte un oncogén pueda resultar activado y transferido junto con la vacuna. Incluso un antigeno tumoral que no este
encerrado por el LTRs viral puede representar un alto riesgo debido a que es capaz de transformar la células de
mamiferos sin la ayuda de antigenos complementarios. Este riesgo es tipicamente estimado tomando en consideracién
el potencial de transformacidn, el niimero de vacunas, y la cantidad de dcido nucleico celular transferido con el virus
vacunal. Esta cantidad es limitada por la eficiencia del proceso de purificacién y actualmente no puede ser reducido
por debajo de 10 pg/dosis. Este criterio es especialmente estricto para la produccién de vacuna donde una poblacién
sana es a menudo inoculada a una edad muy joven.

Los mismos argumentos se aplican para virus transformantes de ADN como papilomavirus y poliomavirus. Estos
virus son equipados con oncogenes agresivos: antigeno T grande SV40 es una proteina multifuncional que afecta
ambos controles el control en G1 del ciclo celular y la actividad p53. Por consiguiente, T grande facilmente inmortaliza
y transforma tejidos de mamiferos multiples de origen roedor y humano. Con la adicién del antigeno T pequefio
(potenciando més la accién de T grande y ademds modulando la via AKT3) fue posible inmortalizar las células aviares

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2309 578 T3

(parte de la patente de aplicacién US 2001-0016348). Sin embargo, incluso con sofisticados y modernos métodos de
purificacién el antigeno T grande SV40 es considerado demasiado agresivo para ser empleado en lineas celulares
generadas para la aplicacién en medicina humana. A diferencia de lo anterior, los genes propuestos en esta invencién
afectan el control de los factores separados regulacion del ciclo celular y via de inactivacién de p53: un evento de
transferencia simultdnea requerido por los dos factores diferentes para que la transformacién reduzca dramaticamente
cualquier riesgo tedrico para la vacuna.

La solicitud de patente US 2001-0016348 describe el empleo de una via anti-apoptética completamente sin relacion
con la presente invencion. Esta no proporciona un segundo gen que cuente con una sefial interna para apoptosis debido
a la progresion forzada del ciclo celular causada por el primer gen. La apoptosis también puede ser inducida por
una variedad de estimulos externos, por ejemplo la carencia de factores de crecimiento o la pérdida de anclaje. La
transmisién de este tipo de sefial pro-apoptética puede ser inhibida por la familia de genes bcl-2, el foco de la patente
de aplicacion estadounidense 2001-0016348.

Mientras que el 90% de los carcinomas uterinos portan secuencias de papilomavirus, el adenovirus tipo C (que
incluye los tipos 2 y 5) son considerados que no inducen tumores in vivo, y secuencias adenovirales no han sido
detectadas en tejido tumoral humano.

Alternativamente, ha sido probado el desarrollo de lineas celulares por pasajes continuos de fibroblastos embrio-
narios de pollos. Mientras que células de roedores parecen sufrir inmortalizacién totalmente espontdnea con gran
facilidad (Curatolo y otros, In vitro 20:597-601 (1984)), células aviares y de primates son altamente resistentes a es-
te enfoque (Harvey, y otros, Genes and Development 5:2375-2385 (1991); Pereira-Smith, J. Cell Phisiol. 144:546-
9 (1990); Smith y otros, Science 273:63-67 (1996)). Células somdticas de origen aviario o de primates carecen de
telomerasa y la senescencia es causada por el acortamiento del terminal cromosomal (telémeros). No obstante, la linea
de fibroblastos de pollo UMNSAH-DF1 ha sido desarrollada empleando este enfoque (patentes EEUU 5,672,485 y
6,207,415). La inmortalizaciéon por este enfoque es causada por mutaciones espontidneas en oncogenes multiples o
genes supresores de tumores. Este es un evento raro que es dificil de reproducir principalmente en células de otro
origen de tejido. Lo mds importante, tal enfoque contradice el enfoque de Riesgo Definido como regla general para
vacunas vivas humanas proponiendo conocimientos detallados acerca de los genes inmortalizantes para evaluar el
riesgo de transferencia oncogénica. En contra, del acuerdo con el FDA (Discusion CBER del dia 12 de Mayo, 2000,
sobre sustratos celulares) el empleo de células neopldsicas derivadas de tumores que ocurren naturalmente o células
que han sido transformadas por mecanismos desconocidos es desalentador para el desarrollo de vacunas virales vivas
atenuadas minimamente purificadas y vacunas de vectores virales.

La linea fibroblastica de pollo UMNSAH-DF1 espontdneamente desarrollada exhibe alteraciones en E2F y la acti-
vidad p53 (Kim y otros, Oncogene 20:2671-82 (2001)). Esto no es sorprendente debido a que la actividad potenciada
del ciclo celular requiere de E2F activo, y debido a esto es conocido a partir de estudios con células de mamiferos
que la elevada actividad de E2F induce apoptosis en presencia de p53 activo. El estudio caracteriza la etapa inmortal
sin emision de luz en los acontecimientos causantes: mutaciones en un gran nimero de genes pueden haber causado
inmortalizacién.

El proceso de transformacién espontdnea puede ser potenciado por el empleo de mutdgenos quimicos (Patente
EEUU 5,989,805). Las lineas celulares particulares generadas empleando este enfoque han superado la senescencia
pero mantuvieron una apariencia similar a fibroblastos y son no-tumorogénicas. Aunque este representa un rasgo de
seguridad significativo, estas células son de bajo valor para las técnicas de la fermentacion en gran escala. Ademads,
este enfoque basado en el azar también contradice la directriz de Riesgo Definido.

Las lineas celulares aviares se originan a partir de tumores encontrados naturalmente como fibrosarcoma de codor-
niz (WO 97/08307) han sido también propuestos para la bioproduccién. Otra vez, las directrices de Riesgo Definido
para el empleo en la produccién de vacunas humanas son violadas por un método que se basa en acontecimientos al
casuales.

Los enfoques tomados en los estudios anteriormente descritos estdn en contraste notable con la introduccién activa
de grupos especificos de genes inmortalizados de acuerdo con esta invencidn, que define los agentes causantes para la
inmortalizacién y permite evaluar riesgo, proporcionando alta flexibilidad con respecto a la seleccién de varios tejidos,
y permite modular ciertos rasgos de la linea celular resultante.

A pesar del hecho que los huevos y fibroblastos de pollos tienen un registro de pista considerable estos también
estan asociados con un factor de riesgo muy especifico que solo recientemente ha aparecido en gran foco: las células de
pollo liberan al menos dos tipos de particulas retrovirales, el retrovirus aviario endégeno (EAV) y el virus endégeno de
leucosis aviaria (ALV-E). El resultado es similar para la presencia de particulas de retrovirus endégenas en células de
ratoén que son empleadas para la produccién de proteinas recombinantes (como NSO). Sin embargo, a diferencia de las
células de ratén, ha sido demostrado que las células de pollo contienen transcriptasa inversa. Debido a las técnicas de
deteccion mas eficientes la actividad de la RT ha sido también detectada en vacunas de sarampién derivada de células
de pollo, paperas y fiebre amarilla (Hussain A.IL., y otros, J. Virol., 77:1105-11 (2003); Shahabuddin, M. y otros, J.
Clin. Microbiol. 39:675-84 (2001)). Si la presencia de la actividad de la transcriptasa inversa resulta en retrovirus
transmisibles se mantiene la controversia: un andlisis mds detallado ha mostrado que CEF (del Leghorn Blanco)
contiene cinco locis con EAV integrados, dos de los cuales pueden expresar ALV-E infeccioso mientras que los otros
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tres estdn defectuosos (Johnson, J.A., Heneine, W., J. Virol. 75:3605-12 (2001)). Tsang, S.X. y otros, J. Virol. 73:5843-
51 (1999) también encontré actividad RT y liberacion de particulas virales pero no observé ninguna transmision
después del examen cuidadoso para secuencias EAV en células mononucleares sanguineas de nifios que recibieron
la vacuna de paperas. De acuerdo con Registro Semanal Epidemiolégico de la OMS (73) 28 (1998), laboratorios
independientes han investigado la infectividad de las particulas para una variedad de células humanas y de otros
mamiferos por co-cultivo extensivo y no pudieron detectar transmision de actividad RT o infeccion productiva. Este
hallazgo es apoyado por estudios epidemioldgicos que han revelado la no asociacién entre el empleo de vacunas
derivadas de células de pollo y la incidencia de canceres, incluyendo aquellos de la infancia.

Ademds, en el mencionado Registro Semanal Epidemiol6gico, la OMS enfatiza la importancia de las células hos-
pederas de pollo para mantener la atenuacién de ciertas cepas vacunales. Los procesos de produccién alternativa no
estan actualmente disponibles, y esta carencia de alternativas es una importante razon para la aceptacion de una fuente
conocida y continua para un contaminante viral.

Sin embargo, estudios epidemioldgicos superponen poblaciones y no investigan los acontecimientos casuales o
estudios de casos. Estudios epidemioldgicos no pueden refutar los riesgos tedricos, por ejemplo: la aceptada actividad
RT end6gena puede ocultar la actividad RT a partir de una contaminacién exdgena inaceptable, y el virus endégeno
puede ser movilizado y activado si construcciones empaquetadas son introducidas en las células (Ronfort, C. y otros,
Virology 207:271-5 (1995)).

Fue demostrado, sin embargo, que células de patos y gansos no contienen secuencias asociadas a EAV y ALV y
que el codorniz japonés esta libre de transcriptasa inversa (Smith, L. M. y otros, J. Gen. Virol. 80(pt1):261-8 (1999);
Brudno, [LA. y otros, Vopr. Virusol. 97-100 (1980)).

Los adenovirus (AdV) son virus desnudos (sin-envoltura) ubicuos, bien caracterizados. Para los seroptipos mas
comunes Ad2 y AdS la seroprevalencia en la poblacién humana se aproxima al 90%. Las versiones incompetentes
para la replicacién de estos virus son empleadas como terapia génica y vectores de vacunas en ensayos con pacientes
humanos. Genes a partir de la regién E1 del Adenovirus 5 humano han sido empleados para transformar algunas
células especificas humanas in vitro (lineas celulares 293 y PER.C6; Fallaux, F.J. y otros, Hum. Gene Ther. 9:1909-
17 (1998); Graham, F.L. y otros, J. Gen. Virol. 36:59-74 (1977)). El proceso general es ineficiente comparado con los
fuertes oncogenes multifuncionales como el antigeno T grande SV40. Basado en la observacion de que 293 muestra
marcadores especificos neuronales y PER.C6 son de origen neuroectodermal fue sugerido que la transformacién de
AdS5 basada en E1 es limitada por las células neuronales (Shaw y otros, Faseb J 16(8): 869-71(2002)). Considerando la
importante barrera de especies entre células humanas y aviares la inmortalizacion eficiente de multiples tejidos aviares
por transfeccién es incluso mas inesperada.

Lineas celulares de mamiferos El transformadas han sido empleadas en ensayos clinicos para la produccion de
vectores de adenovirus vivos purificados. Con el monitoreo cuidadoso de la cantidad de ADN celular contaminante en
la preparacién de una vacuna y su tamaiio, los genes transformados de AdS no son considerados un obstdculo seguro
(comité de expertos en Vacunas y Productos Bioldgicos Asociados, sesién de Mayo 16, 2001).

El adenovirus se replica en los nicleos de la célula infectada. Debido a que células hospederas inactivas no son
permisivas para un ciclo de vida viral completo los adenovirus han desarrollado un mecanismo para forzar las células
en la fase-S. Para maximizar la extensién del tamafio de la progenie viral ellos han desarrollado un mecanismo para
evadir la apoptosis como una respuesta de la célula hospedera a la penetracion de la capsida y a la replicacién viral.
La regién genémica que media tanto en la progresion del ciclo celular y la inhibicién de apoptosis es la region E1.

La regién E1 realmente se compone de dos casetes de expresion definidos, EIA y E1B, dispuestos en tindem y
cada uno equipado con su propio promotor y sitio de poliadenilacién. Al menos tres proteinas son traducidas a partir
de Ia transcriptor principal E1A por acoplamiento alternativo. Entre otros, las proteinas E1A han sido encontradas
para afectar los complejos RB/E2F y para interferir con los co-activadores transcripcionales p300 y CBP. El escape
de E2Fs del represor RB induce progresion del ciclo celular de G1 a fase S, mientras el complejo E1A/p300 induce
apoptosis a través de varias vias (Putzer, B.M. y otros, Cell Death Differ. 7:177-88 (2000)), incluyendo represion de
la transcripcion de MdM2, un regulador negativo del sensor fundamental de apoptosis, p53.

Ya que E1A sensibiliza las células para la apoptosis inducida por TNF es considerado un agente antitumor, y es
empleado en enfoques experimentales para tratamiento de tumor (Lee, W.P. y otros, Cancer Res. 63:6229-36 (2003)).

Ademads, actuando como un modulador de la transcripcién este conduce las células hacia la de-diferenciacion, un
rasgo ventajoso para un potencial sustrato celular.

Fue mostrado por Guilhot y otros (Guilhot C. y otros, Oncogene 8:619-24 (1993)) que la transduccién retroviral
de la proteina 12S de E1A a partir de AdS puede llevar a la inmortalizacién de las células de codorniz. Esto es pro-
bable como consecuencia de la interaccion entre el RB aviar y E1A. Sin embargo, el proceso falla cuando el gen es
introducido por transfeccion del ADN desnudo en vez de por infeccidn retroviral (observacion personal). Nosotros
proponemos que la transduccién extremadamente eficiente y estable via infeccion retroviral crea una gran combina-
cion celular suficiente para esconder células individuales con cambios gendmicos espontdneos que tienen bloqueada
la apoptosis que normalmente es inducida con la inactivaciéon de RB. Estos cambios requeridos pero desconocidos
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aumentan el riesgo para las vacunas y la linea celular resultante no puede ser considerada una linea celular de disefio
(el resultado de bloques definidos en vias especificas). Por otra parte, el gen transformante introducido via retrovirus
es flanqueado por repeticiones terminales invertidas y puede, por consiguiente, ser movilizado. Un evento asi puede
incluso ser mds pronunciado en lineas celulares que expresen transcriptasa inversa a partir de retrovirus endégenos.

Resumen de la invencion

En vista de lo anterior, es atin conveniente desarrollar una linea celular aviaria con propiedades de crecimiento
convenientes para la produccion a gran escala, empleando una combinacidén definida de genes inmortalizantes/transfor-
mantes. Es ademas deseable que ninguno de esos genes sea capaz de transformar células de mamiferos independientes
de otros genes. Por otra parte, la accién de un Unico gen deberia tener algin efecto no inmortalizante/transformante o
resultar en apoptosis de células que expresen el gen respectivo. El riesgo de transferencia unida para el receptor de la
vacuna deberia ademds ser minimizado por la posicién de los genes respectivos en unidades de expresion separadas.
Finalmente, podria ser deseable - ya que la poblacién humana es tipicamente expuesta a los genes respectivos - que
estos genes no son asociados con la formacidn de tumor en la poblacién humana. La linea celular a ser generada
deberia no liberar particulas virales infecciosas a partir de retrovirus endogénos o no exhibir en absoluto actividad de
transcriptasa inversa.

Fue encontrado que la transformacién de células aviares con dos genes particulares viral y/o celular, uno de los
cuales afecta las proteinas del retinoblastoma y la otra la proteina p53, proporcionaron una linea celular muy apropiada
para la produccion de virus para la vacunacion.

La invencién de este modo proporciona:

(1) una linea celular aviaria inmortalizada con una combinacién de genes viral y/o celular (de aqui en adelante
brevemente referida como “gen(es)”), al menos un primer gen afectando la funcién de la proteina del retinoblastoma
por mediacién de la ruptura de los complejos entre las proteinas del retinoblastoma y los factores de transcripciéon E2F
y al menos un segundo gen afectando la proteina p5S3 o miembros de la familia de esta, en el que

el primer gen es un gen viral seleccionado a partir de un gen E1A de adenovirus a partir de mastadenovirus, un
gen E7 de papilomavirus, un gen 22 orf de adenovirus aviar y un marco de lectura abierta E43 a partir de atadenovirus
ovino o es un gen celular mediando la ruptura de los complejos entre las proteinas del retinoblastoma y los factores
de transcripcién E2F y siendo seleccionado a partir de las Ciclinas D1, D2 y D3, y un CDK4 mutado insensible a la
inactivacion por p16INK4a; y el segundo gen es un gen viral que codifica para una proteina que previene la induccién
de la detencion de crecimiento y apoptosis por p53 seleccionada a partir de la proteina E1B55K de todos los grupos
de adenovirus, GAM-1 de CELO y la proteina E6 de papilomavirus, o es mdm?2 siendo un gen celular que previene la
detencion de crecimiento y la apoptosis por p53;

(2) un método para preparar una linea celular como se defini6 anteriormente en (1), que consta de la transfeccién
no-viral de una célula inicial con el primer y el segundo gen;

(3) el empleo de la linea celular como se definié anteriormente en (1), para la produccién de bioldgicos o virus,
preferiblemente para la preparacion de vacunas o para terapia génica; y

(4) un método para producir virus y bioldgicos empleando una linea celular como se definié anteriormente en (1).
Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Secciones esquemdticas de la expresion de pldsmidos empleados para la inmortalizacién potenciada de
las células primarias de pato (ejemplo 2). Las sefales de poliadenilacién son omitidas para claridad, Los alfanuméricos
a la izquierda son identificadores cortos para los plasmidos. mPGK y hPGK, promotores de la quinasa fosfoglicerada
de ratén y humano, respectivamente; AdS, promotor endégeno E1 de AdS; moCMYV, promotor temprano inmediato de
CMYV en ratén; tk, promotor de la quinasa timidita del virus de herpes simple; orf 22 y gaml, genes virales CELO;
El1A y E1B, genes de la regién E1 del adenovirus 5.

Figura 2: Fotografias de la microscopia de contraste de fase como ejemplo de la formacién focalizada en células
embrionales de higado de pato transfectadas con Ad5-E1 (pldsmido 49E). A, magnificacién inicial 4x para describir
una focalizacién completa metida en células primarias senescentes. B, magnificacién inicial 20x: perimetro de una
focalizacién grande alrededor de pequefias células dispuestas en una monocapa compacta visible a la derecha del
panel, células primarias en avanzada senescencia hacia la izquierda.

Figura 3: Ensayo de inmunofluorescencia para proteinas E1IA y E1B 55K (ejemplo 3). En las dos filas superiores,
las mezclas del plasmido inmortalizado 49E y las células primarias de higado de pato; en las dos filas inferiores, las
células control positivo 293. En la columna izquierda imédgenes de contraste de fase; en la columna media, inmunoco-
loracién de las proteinas de E1A y E1B 55K como se indica en las imdgenes; en la columna derecha, tincién DAPL
La proteina E1B 55K se localiza de modo caracteristico en el citoplasma y se acumula en agregados para rendir una
distribucién desigual, irregular. E1A es una proteina nuclear. Note el niicleo compactado que se tifie brillantemente
con DAPI en las células de pato transformadas.
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Figura 4: Ensayo de Q-PERT (ensayo PERT cuantitativo) en sobrenadante celular para deteccién de la actividad
retroviral (ejemplo 4). Cuadrados en negrita, control positivo de CHO; cuadrados vacios, control negativo agua; dia-
mantes en negrita, fibroblastos embrionarios de pollo; tridngulos en negrita, control negativo de la linea celular 293;
circulos grises, control negativo solo con sustrato; tridngulos vacios, células inmortalizadas de higado de pato con
plasmido 49E; Rn delta, emision del color del reportero sobre el fondo inicial de la fluorescencia.

Figura 5: Amplificacién MVA en algunas de las lineas celulares de pato CEFp descritas (ejemplo 5). La infeccion
fue realizada con un MOI de 0.1. La titulacién fue realizada en células VERO 48 horas después de la infeccién

ES 2309 578 T3

(ejemplo 2). CEFp, fibroblastos embrionarios de pollo.

Figura 6: Pasaje seriado de MVA en células inmortalizadas de retina de pato con pldsmido 49E (ejemplo 5). Cua-
drados en negrita, tamafio de la expansién; barras, entrada viral ajustada a un MOI de 0.1. La entrada del virus es dada
como referencia para demostrar que el tamafio de la expansion es independiente de las fluctuaciones experimentales

en el ndmero de células (la cual a su vez define la entrada viral a través de MOI).

Lista de Secuencias-Texto Libre

Secuencia ID NO: | Descripcidén- Texto libre
1 Cebador VS182

2 Cebador VS183

3 Cebador VS184

4 Cebador VS185

5 Cebador VintSA-F

6 Cebador VintSA-R

7 Plasmido pEFAdS5ELA

8 Plasmido pEFAdS5E1BSA
9 Plasmido 49E

10 Plédsmido 25F

11 Cebador V206

12 Cebador v207

13 Cebador v208

14 Cebador V209

15 Cebador RT

16 Cebador ADNc 1

17 Cebador ADNc 2

18 Plasmido 60E

19 Pladsmido 36E
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Descripcion detallada de la invencion

“Inmortalizada”, “células inmortalizadas” y “linea celular inmortalizada™ de acuerdo con la presente invencion se
refiere a células o linea celular que ha sido transfectada/transformada por ciertas secuencias de ADN funcionales con-
firiendo el potencial para al menos 200 pasajes, preferiblemente un niimero ilimitado de pasajes, esto es inmortalidad,
para las respectivas células iniciales.

El “casete genético” de la presente invencion es entendido como una secuencia de ADN que consta de un gen
que afecta la funcién de la proteina del retinoblastoma, es decir que directa o indirectamente (por ejemplo después de
la expresion) media la ruptura de los complejos entre las proteinas del retinoblastoma y los factores de transcripcién
E2F, y que en adicion consta de un gen viral que previene la induccién de la detencidn de crecimiento y apoptosis por
p53 como la proteina E1B 55K de todos los grupos de adenovirus, la proteina E6 de papilomavirus, preferiblemente
aquellas de papilomavirus humano de bajo riesgo (HPV) (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16, HPV18), o
un gen celular que previene la detencién de crecimiento y apoptosis por pS3 como mdm?2.

En mas detalle, el casete genético anterior consta de un “primer gen” que directa o indirectamente (por ejemplo a
través de inductores celulares) media la ruptura de los complejos entre las proteinas del retinoblastoma y los factores
de transcripcién E2F. Este primer gen puede ser un gen viral como un mastadenovirus E1A, gam1 y orf22 de papilo-
mavirus CELO o E7, preferiblemente de papilomavirus humano de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero
no HPV16, HPV18) o un gen celular como un CDK4 constitutivamente activo o una ciclina tipo D sobre-expresada.
La actividad del primer gen media la progresion del ciclo celular normalmente a expensas de la induccién de apoptosis
o la detencidn del crecimiento con el aumento de los pasajes.

El “segundo gen” estd presente en el casete genético anterior para contrarrestar el efecto del primer gen. Este pre-
viene la apoptosis o la detencién del crecimiento y actda preferiblemente por activacién de la inhibicién transcripcional
por p53 a través del incremento de la degradacion de p53 o convirtiendo p53 de un trans-activador a un represor de la
transcripcion. El “segundo gen” es capaz de prevenir la activacion transcripcional por p53, incluyendo la represién de
la funcién de p53 y causando un reduccién en la estabilidad de p53. El “segundo gen” puede ser un gen viral como
la proteina E1B 55K para todos los grupos de adenovirus, orf22 de CELO, la proteina E6 de papilomavirus, preferi-
blemente de papilomavirus humano de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16, HPV18) o un gen
celular que previene la detencién de crecimiento y apoptosis por p53 como mdm?2. Preferiblemente el “segundo gen”
es orf22 de CELO o adenovirus E1B 55K.

Esto es lo exactamente opuesto para la introduccién del p53 tipo salvaje con actividad exégena activo que fue
asociado con la generacién de una linea de fibroblastos de pollo por un mecanismo desconocido (US 5,879,924).

“Biologicos” en el contexto de la presente invencién comprende proteinas terapéuticas y recombinantes, incluyen-
do anticuerpos, enzimas, hormonas, receptores o sus ligandos y fusiones de ellos. Preferiblemente los biolégicos son
proteinas recombinantes.

Un aspecto preferido de la realizacién (1) es el empleo de una linea celular derivada de pollo, pato, ganso, codorniz
o los similares embrionario o incubado, preferiblemente de pollo o pato. Un aspecto especialmente preferido de (1), es
que adicionalmente esta linea celular esta libre de actividad de la transcriptasa inversa, derivada de la inmortalizacién
de células primarias originadas de embriones de pollo, pollo incubado, embriones de pato o patos incubados, es deri-
vada de membrana extraembrionaria y/o es cultivada en un medio quimicamente definido. El medio es preferiblemente
libre de suero animal.

Otro aspecto preferido de la realizacion (1) es que las células sujetas a la inmortalizacién son células primarias in-
cluyendo fibroblastos, células de segmentos corporales aislados (somites) u érganos individuales separados incluyendo
tejidos neuronales, de cerebro, retina, rifién, higado, corazén, misculo y extraembrionarios y membranas protectoras
del embrién. M4s preferiblemente, las células son de membrana extraembrionaria o retina.

La inmortalizacién conducida para las células de la realizacién (1) es preferiblemente efectuada por transfeccion no
viral, incluyendo, pero no limitado para, la transfeccién mediada por liposomas, dendrimeros o hidroxiapatita (“fosfato
de calcio”) precipitados y electroporacion.

Preferiblemente, el primer gen de la realizacion (1) es un gen viral que media la ruptura de los complejos entre las
proteinas del retinoblastoma y los factores de transcripcion E2F. Esto incluye, pero no es limitado a, un gen E1A de
adenovirus a partir de mastadenovirus (preferiblemente a partir de mastadenovirus del grupo C), una proteina E7 de
papilomavirus, preferiblemente de papilomavirus humano (HPV) de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero
no HPV16, HPV18), un gen orf 22 de adenovirus aviar y/o marco de lectura abierta E43 a partir de atadenovirus ovino.
Alternativamente, el primer gen de la realizacion (1) es un gen celular que media la ruptura de los complejos entre las
proteinas del retinoblastoma y los factores de transcripcion E2F. Esto incluye, pero no es limitado para, ciclina D1,
ciclina D2, ciclina D3 y/o un CDK4 mutado insensible a la inactivacion por pl16INK4a.

El segundo gen de la realizacion (1) es preferiblemente un gen viral que codifica para una proteina que previene
la induccién de la deteccion del crecimiento y la apoptosis por p53. Esta incluye, pero no estd limitada para, los
genes que codifican para la proteina E1B55K de todos los grupos de adenovirus, GAM-1 de CELO, la proteina E6

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2309 578 T3

de papilomavirus, preferiblemente aquellas de HPV de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16,
HPV18). Mas preferidos son los genes que codifican para la proteina EIB55K de adenovirus y GAM-1 de CELO.
Alternativamente, el segundo gen codifica para una proteina que previene la deteccion del crecimiento y apoptosis por
p53 como mdm?2.

El primer gen y segundo gen de la realizacion (1) estan preferiblemente o separados espacialmente por secuencias
heterdlogas o localizados en diferentes segmentos del dcido nucleico o plasmidos.

En un aspecto especialmente preferido de la realizacién (1) el primer gen es la regién EI1A y el segundo gen
es la E1B de un adenovirus a partir del género Mastadenovirus, preferiblemente a partir de un adenovirus 5. Mas
preferiblemente dichas regiones EIA tienen la secuencia de pb 1193 a 2309, preferiblemente 1239 a 2309, de la
secuencia ID NO:7 o de la secuencia complementaria para los pb de 4230 a 3113 de la secuencia ID NO:9. Ademas
mds preferiblemente dichas regiones E1B tienen la secuencia de pb de 1145 a 3007, preferiblemente de pb 1197 a
2810, de secuencia ID NO:8 o la secuencia complementaria para los pb 2345 a 550 de secuencia ID NO:9.

En un aspecto adicional especialmente preferido de la realizacién (1) el primer gen es orf22 y el segundo gen es
GAM-1 a partir de un adenovirus, preferiblemente a partir del género aviadenovirus CELO, el que preferiblemente
tiene la secuencia representada por la secuencia complementaria para pb de 1252 a 635 de secuencia ID NO:10, y la
secuencia complementaria para los pb de 3138 a 2290 de secuencia ID NO:10.

En atn un aspecto adicional especialmente preferido de la realizacién (1) y (2) los plasmidos 36E (secuencia
ID NO:19), 37E (figura 1), 49E (secuencia ID NO:9), 25F (secuencia ID NO:10) o 60E (secuencia ID NO:18) son
empleados para la inmortalizacion de las células.

Ademads, combinaciones de dcidos nucleicos que codifican E1A y/o E1B con GAM-1 y/o Orf22 como se defini6
anteriormente son aspectos preferidos de la realizacién (1).

La linea celular de acuerdo con la realizacién (1) puede adicionalmente portar secuencias funcionales no-naturales
incluyendo, pero no limitados a, transgenes como virus deficientes de genes complementarios (por ejemplo EBNAI,
etc.), promotores (por ejemplo PGK-, EF1.alfa-, promotor-CMYV, promotores-E1 de AdS, promotor-tk etc.), poten-
ciadores (por ejemplo RSV-LTR), marcadores de seleccién como resistencia a neomicina, resistencia a puromicina,
etc. En un aspecto preferido el primer y segundo gen estdn bajo el control de promotores separados seleccionados
independientemente a partir de promotores PGK, CMYV, El y tk.

La linea celular de acuerdo con la realizacién (1) es un aspecto ademads preferido apropiado para la produccién de
bioldgicos o virus incluyendo las cepas vacunales (enfermedad de Marek, enfermedad bursal infecciosa, enfermedad
de Newcastle, herpes turco, anemia de pollo, influenza, vacuna (MVA), rubéola, virus de la rabia, etc.) y vectores
virales recombinantes (por ejemplo MVA o alfavirus recombinantes). Los virus mas preferidos para la vacunacién son
los virus MVA y de influenza. El vector viral recombinante mds preferido es el MVA.

En un aspecto de la realizacion (1) la linea celular es la linea celular 12A07-A10 (DSM ACC2695) derivada de la
inmortalizacién de células de membrana extraembrionaria de pato con plasmido 49E (ejemplo 2).

Ademais preferida es la generacién de lineas celulares de acuerdo con la realizacién (1) bajo condiciones cGMP
que las hacen apropiadas para la aplicacion farmacéutica.

El método de la realizacién (2) preferiblemente comprende la transfeccién no-viral de células iniciales como las
listadas anteriormente. Lo mds preferido es la transfeccion liposomal, especialmente la transfeccidn por el reactivo
Effectene.

El empleo preferido de acuerdo con la realizacién (3) es el empleo para la preparacién de una vacuna o para
terapia génica. Una cepa vacunal viral o un vector de terapia génica es mantenido en contacto con las células de la
linea celular de acuerdo con la realizacién (1) de manera que la infeccidn ocurra y el virus sea amplificado por dichas
células. Pasajes continuos de virus (ciclos repetidos de infeccion y recoleccion de virus en dichas células) conducirdn
a la atenuacién o adaptacion del virus a esta linea celular hospedera en particular. Asi, el vector o cepa vacunal viral
con menos virulencia para la vacunacion deseada (que no sea pato, preferiblemente no aviar) es generado. Los virus
atenuados permiten al sistema inmune de los vacunados lanzar una respuesta que es mas protectora que la vacunacién
con particulas completamente inactivadas, y que es menos severa que la infeccién con el patdgeno (natural) tipo
salvaje. Los virus preferidos para esta realizacién son virus sarampion y rabia.

El método para producir los virus de acuerdo a la realizacién (4) preferiblemente comprenden el contacto de
dichos virus con una linea celular de acuerdo con la realizacién (1) y/o el cultivo de dichos virus en dicha linea celular.
Especialmente este método puede ser empleado para producir el virus de la viruela, preferiblemente la cepa MVA, en
una linea celular de pato, preferiblemente una linea celular originaria de tejidos de somites de pato o neuronal de pato,
incluso mds preferida a partir de retina de pato. Especialmente, células derivadas de retina y somites de pato obtenidas
por transfeccién de la regiéon E1-Ad5 bajo condiciones de cGMP que establemente apoyan la amplificacién de MVA
con una eficiencia comparable con o mejor que fibroblastos primarios embrionarios de pollo (ejemplo 5).
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El método para la produccién de biolégicos, especialmente proteinas recombinantes, de acuerdo con la realizacién
(4) comprende la introduccién de un gen que codifica para una proteina recombinante, factiblemente unida a un
promotor dentro de la linea celular de acuerdo con la realizacién (1), cultivando dicha linea celular modificada y
recolectando la proteina recombinante.

El método de la realizacién (4) es preferiblemente empleado para la produccion de virus y bioldgicos utilizables
para la vacunacion o la terapia génica.

Histéricamente los huevos de pollo y sus respectivas células (fibroblastos de pollo) son los sustratos dominan-
tes para la produccion de vacunas. Para propdsitos farmacéuticos los pollos estdn disponibles a partir de ambientes
patégeno-controlado con un extenso sistema de monitoreo. Un amplio cuerpo bibliografico sugiere a los huevos de
pollo como el primer blanco para el desarrollo de una linea celular. Por consiguiente, las células de pollo son una
fuente preferida para las células iniciales de la invencidn. Sin embargo, las células y lineas celulares derivadas de pollo
seran mds probables a RT positiva. La informacién bibliogréfica sugiere un bajo riesgo para la liberacién de virus
infeccioso. Sin embargo, la ausencia de virus transmisible tendrds que ser monitoreada para cualquier linea celular
siendo empleada en la produccién. Verdaderamente, muchas de las lineas celulares aviares establecidas hasta aqui son
originarias de pollo (US 5,830,723, US 5,879,924). Aunque fue posible generar un linaje de pollo (Iinea 0) libre de
virus de leucosis aviaria, los retrovirus endégenos aviarios (EAV-HP) (Boyce-Jacino y otros, J. Virol. 66(8):4919-29
(1992)) estéan presentes en células de pollo incluyendo la linea 0. EAVs proporcionan una transcriptasa inversa activa,
pero los niveles de expresion varian sustancialmente. Por consiguiente, incluso las células y lineas celulares primarias
de pollo como DF1 que prob¢ ser negativa a RT en ensayos menos sensibles (Crittenden y otros, Virology 57(1):128-
38 (1974)) presumiblemente serd positiva a la prueba en el enfoque del moderno PCR a tiempo real y puede esconder
retrovirus que son activados bajo ciertas condiciones de crecimiento.

Alternativamente especies aviares preferidas de esta invencion para el desarrollo de lineas celulares son aquellas
que no contienen retrovirus endégenos o expresan transcriptasa inversa (RT). Esto incluye los patos, que son apropia-
dos por dos razones adicionales: los huevos de pato estan también disponibles a partir de reservas monitoreadas libres
de patégeno y los patos son, en contraste con los gansos, menos probables a desarrollar tumores espontdneos. Si bien
es conocido que muchas de las cepas vacunales relevantes se replican bien en células (embrionarias) de pato como
lo hacen en células (embrionarias) de pollo (por ejemplo el virus de la enfermedad de Marek (Witter, R.L., Avian
Dis. 46:925-37 (2002)) o rubéola (Rocchi, G., Salvadori, A., Nuovi Ann. Ig Microbiol. 21:336-40 (1970))), esto sigue
siendo mostrado para cepas virales de interés principal. Para otras vacunas tal informacién no esta disponible.

Para nuestro conocimiento es un hallazgo novedoso e inesperado de esta invencidn que la cepa MVA del virus
de la viruela altamente atenuada (vacuna Ankara modificada) se replique en lineas celulares de pato con igual o
superior eficiencia que en los cominmente empleados fibroblastos primarios embrionarios de pollo. Una intencién de
los inventores fue proporcionar una alternativa segura y robusta a las células primarias para la amplificacién de virus
que requiere de un hospedero aviario, o cepas vacunales donde un hospedero no mamifero es preferido. Un importante
virus para el cual las células hospederas convenientes no estdn disponibles es el MVA (Virus vacunal modificado
Ankara). E1 MVA es un virus de viruela altamente atenuado y una herramienta extremadamente promisoria para las
aplicaciones de vacunas terapéuticas y protectoras. El MVA servird como virus modelo para la caracterizacion de
células de pato pero no deberia tomarse como un ejemplo exclusivo: los experimentos descritos pueden ser también
realizados con una variedad de otros virus, ya sean vectores patdgenos o terapéuticos como sarampion, rubéola, rabia
o virus influenza.

Los fibroblastos han sido seleccionados como tipo celular preferido principalmente por razones histéricas y prac-
ticas. Los fibroblastos son las células primarias de mds rdpido crecimiento a partir de mamiferos asi como especies
aviares. Cuando una suspension celular de embriones enteros de pollo es mantenida en cultivo, este no es el tinico
pero si el tipo celular predominante. Sin embargo, los fibroblastos crecen fuertemente adheridos y pierden este rasgo
tnicamente después de su transformacion (tumorigénica) completa. Este proceso requiere de la presencia de genes
transformados fuertes tales como v-ras interfiriendo con las vias de la sefial de transduccién. La temprana senescencia
de los cultivos de fibroblastos es en parte causada por la ausencia total de la actividad telomerasa en aves y hombre
(Forsyth, N. R. y otros, Differentiation 69 (4-5):188-97 (2002)).

Los fibroblastos primarios humanos son refractarios a la transformacién con los genes E1 adenovirus tipo 5 los
cuales directamente no hacen interferencia con esas vias (observacion personal). La inmortalizacién eficiente y el
crecimiento en suspension del cultivo tiene una posibilidad superior para surtir efecto en las células epiteliales y
neuronales. Ademds, el epitelio en vez de fibroblastos parece ser el sitio principal para la replicacién de virus dentro
del huevo de ave. Curiosamente, a diferencia de la situaciéon humana, el rifién de ave no expresa telomerasa a lo largo
de la vida lo cual hace de las células de rifién de ave un blanco bueno para la inmortalizacién. Considerando, que las
células epiteliales de aves incluyendo las células de epitelio de rifién y las neuronales son consideradas los blancos
mds promisorios para el desarrollo de una linea celular de los rasgos requeridos.

Es por consiguiente solamente por la facilidad con que los fibroblastos son obtenidos que el desarrollo de la linea

celular aviar se ha enfocado casi exclusivamente en estas células (Cowen, B. S., Braune, M.O., Avian Dis 32(2):282-
97 (1988); US 5,830,723). En algunos casos los embriones completos han sido empleados (US 2001-0016348).
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Los virus no solamente exhiben especificidad de especies sino también de érgano y tejidos basado en la distribucién
del receptor y factores celulares que apoyan la replicacion. Por consiguiente, a diferencia del enfoque tipico, un camino
preferido para realizar la presente invencién es la separacion de 6rganos antes del cultivo para obtener las células
hospederas mds preferidas.

Para el virus influenza, cuya produccién adecuada de vacunas es la principal aplicacién para las lineas celulares de
la presente invencion, el sitio tipico de la replicacién no es el propio embridn sino las membranas extraembrionarias.
Por lo tanto, un objetivo especifico fue también desarrollar lineas celulares de material extraembrionario, incluyendo
las membranas protectoras del embrién. Algunos cultivos primarios tejido especifico incluyendo aquellos de las mem-
branas extraembrionarias tienen un tiempo de supervivencia muy breve comparados a los fibroblastos. Esto adiciona
realces a la necesidad de la inmortalizacién disefiada para obtener células hospederas optimizadas. La inmortaliza-
cion satisfactoria de miltiples tejidos en un marco de tiempo limitado requiere de la combinacién especifica de genes
empleados en la presente invencion.

No se conocia cual de los tejidos aviares tiene el mayor potencial replicativo para los virus pox como MVA o
Canarypox. El proceso tipico de produccién para el MVA involucra una mezcla de células de un embrién excluyendo
la cabeza la cual es eliminada antes de la desintegracion. Es por consiguiente completamente inesperado que la linea
celular de origen neuronal, desarrollada a partir de la retina, tenga una alta capacidad para la replicacién de MVA
mientras que otros tejidos no lo tienen.

La misma especificidad de tejido se aplica a la produccion de proteinas. La capacidad transcripcional es depen-
diente del conjunto disponible de factores de transcripcién e incluso de promotores fuertes ubicuos virales y celulares
que presentan una resistencia variable en los diferentes tejidos. Ademds, los rendimientos de las proteinas secreta-
das depende fuertemente de la capacidad del tipo celular particular para plegar y procesar (por ejemplo glicosilar) la
proteina adecuadamente.

Los mecanismos que conducen a la inmortalizacién y la transformacion en las células primarias han sido bien
descritos (Hahn, W.C y otros, Nature 400:464-8 (1999)). Los elementos requeridos interfieren con (1) el control de
la progresién del ciclo celular, (2) la muerte celular programada inducida por el ciclo celular no regulado, (3) trans-
duccién de sefial del factor de crecimiento y para células humanas y aviares (4) el acortamiento de telomeros, la
terminacion lineal de los cromosomas. Un gran nimero de factores son conocidos que pueden conducir a las células
primarias a un fenotipo inmortalizado y transformado pero la inmortalizacién se hace a expensas de la inhibicién de
los controles celulares que son responsables de minimizar la formacién de tumor en el huésped. Es por consiguiente
deseado seleccionar factores transformadores que puedan llevar a cabo la generacion experimental de una linea celular
pero representar un riesgo minimo para la induccién de tumor en los receptores de bioldgicos derivados de las células
disefiadas. Este requerimiento necesita estar balanceado con la resistencia de los factores transformadores: ellos debe-
rian ser suficiente fuertes para causar la transformacion sin la necesidad de la acumulacién de mutaciones espontdneas
adicionales; esto es, la via molecular que conduce a la linea celular resultante que deberia ser conocida completamente
(categoria I y II de acuerdo a la FDA CBER Oficina de presentacion de Vacunas Mayo 2000, Comité de Expertos). Es
ademads deseada la seleccién de una combinacién sinérgica de factores que individualmente no pueden transformar las
células primarias para lo que una transferencia simultdnea de material genético es requerida lo cual ademds minimiza
el riesgo de una transformacién inadvertida en vacunas o pacientes. Finalmente es deseado que el factor transformante
provoque una respuesta inmune en el receptor de bioldgicos de manera que la vigilancia inmune del tumor sea acti-
vada en el evento improbable de formacién de tumor debido a la aplicacién del producto. El dltimo criterio puede ser
realizado si proteinas transformadoras no-celulares pero extrafas, por ejemplo, virales son utilizadas.

Fue ahora encontrado que la regién E1 de adenovirus humano 5 (AdS5) es idealmente apropiada para transformar
células aviares pero que la célula resultante disefiada cumpla con todos los criterios anteriores.

La regién E1B codifica dos marcos abiertos de lectura en un ARNm bicistrénico, las proteinas 21K y 55K. La
proteina 55K se une al p53 y de este modo convierte el activador transcripcional pro-apoptético en un represor. La
proteina 21K complementa esta actividad anti-apoptética uniéndose a Bax, manteniendo de este modo la integridad
de la membrana mitocondrial y evitando la liberacién del citocromo C. Esta proteina es esencial para conducir a las
células adherentes hacia el crecimiento independientemente de los sustratos y de ahi que sea esencial para los procesos
de fermentacién en suspension.

No ha sido mostrado antes si el adenovirus humano E1B 55K puede afectar los homélogos aviares de p53. Ademas,
los adenovirus aviares no estdn equipados con los genes semejantes a E1B de manera que la interferencia también no
fue posible. Al contrario de todas las expectativas, los inventores han encontrado que la EB1 puede proporcionar las
funciones esenciales para permitir la inmortalizacién por E1A.

Un factor crucial y novedoso para el logro aqui descrito fue la extraccién de E1B de su débil contexto natural y la
colocacion bajo el control de un fuerte, promotor recombinante. Esta modificacién y combinacion novedosa permitié
la eficiente inmortalizacion de miltiples tejidos de pato y pollo por transfeccion en lugar de la transduccidn retroviral.

Aunque el mecanismo subyacente para la transformacién por E1 es una caracteristica compleja es el rasgo mas
deseable: E1A es un fuerte inductor de la proliferacion celular y la apoptosis mientras que las proteinas E1B interfieren
eficientemente con la apoptosis pero no pueden liberar la restriccién sobre el control del ciclo celular.
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De ahi, que no un factor individual como la continua presencia de las proteinas E1A y E1B sean requeridas para
sostener los fenotipos transformados inducidos experimentalmente.

Desde la descripcion de v-src en el 1970 (Brugge, J.S., Erikson, R.L., Nature 269: 346-8 (1977)) una coleccién
de factores transformadores ha sido descubierta y caracterizada. Verdaderamente, este fue el estudio de induccién de
tumores en aves por alfaretrovirus que proporcioné los primeros indicios moleculares (Martin G.S., Nature 227: 1021-
3 (1970)). Los oncogenes retrovirales son derivados de genes celulares con dominios reguladores esenciales mutados
o eliminados. Algunos de los factores que han sido identificados en el curso de estos estudios, tales como, v-myc
o v-ras, directamente afectan los componentes de las vias de RB y p53.Otras proteinas, tales como, v-src o v-erbB,
son transductores de sefial constitutivamente activados (de ahi, no regulados) que mimetizan las afectaciones de los
mitogenos extracelulares. El problema con esos factores es que ellos son blancos solamente de una de las diversas vias
requeridas para la transformacion eficiente. La presencia de v-src o v-myc predispone a la célula para la transformacién
y requiere alteraciones adicionales, espontdneas e impredecibles dentro de la célula para la transformacion completa.
Por consiguiente es dificil de estimar los riesgos para los pacientes representados por las células transformadas con
uno de los oncogenes retrovirales.

Otros virus ADN tales como papilomavirus y poliomavirus son también conocidos que transforman las células
in vitro. Sin embargo, los transgenes seleccionados no deberian ser demasiado agresivos para minimizar el riesgo
de la induccién de tumores en los receptores de bioldgicos a través del ADN celular transferido inadvertidamente.
Este criterio es especialmente riguroso para la produccién de vacunas donde la poblacion saludable frecuentemente es
inoculada a una edad muy joven. Adn con los métodos modernos sofisticados el antigeno T grande de poliomavirus
es considerado también agresivo para el uso en lineas celulares generadas para la aplicacién en medicina humana.
Mientras que el 90% de los carcinomas de cerviz portan secuencia de papilomavirus (Mufioz, N. y otros, N. Engl.,
J. Med. 34816):518-27 (2003)) adenovirus tipo C (el cual incluye tipo 2 y tipo 5) no son considerados para inducir
tumores in vivo y adenovirales que no ha sido detectadas en tejido de tumor humano.

Basado en los rasgos complementarios de los genes transformados mostrados arriba, fue encontrado que la combi-
nacién de cada uno de los genes que interfiere con las vias individuales en el ciclo celular y la apoptosis es necesaria
para obtener una linea celular genéticamente estable que crece en suspension.

Fue mostrado que la regién completa E1 de adenovirus 5 puede cumplir estos requerimientos. Por cuanto fue
mostrado, que la proteina 12S de E1A de Ad5 puede interactuar con la RB aviar (Guilhot, C. y otros, Oncogene 8:619-
24 (1993)) la actividad funcional de las proteinas 55K y 21K en las células aviares es demostrada por primera vez en la
presente invencion. No es sorprendente que algunos clones de células de codorniz que expresan la proteina 12S de E1A
muestren caracteristicas transformadas (Guilhot, C. y otros Oncogene 8: 619-24 (1993)). La extremadamente eficiente
y estable transduccidn de la infeccidn via retrovirus crea una suficiente gran combinacion de células para permitir que
las células individuales superen el bloqueo del ciclo celular o la induccién de la apoptosis por cambios gendémicos
espontaneos. Estos cambios requeridos pero desconocidos incrementan el riesgo medicinal y la linea celular resultante
puede no ser considerada la linea celular disefiada, la cual deberia estar basada en genes conocidos. Es més, la técnicas
de transfeccién no son suficientes para crear la gran combinacién de clones requeridos por seleccion natural. En su
lugar la transduccién de retrovirus fue requerida. Los genes transformados introducidos via esta aproximacién podran
ser flanqueados por ITRs y pueden, por lo tanto, ser inmovilizados, aun mas en la linea celular expresando inverso
transcriptasa.

Recientemente, un adenovirus aviar, denominado cepa CELO de adenovirus tipo I de ave (para el embridn letal
huérfano embrionario), ha sido descrito con mds detalles (Chiocca, S. y otros, J. Virol. 70:2939-49) (1996)). Grandes,
tramos centrales genémicos de CELO son homélogos a Ad5 pero difieren en aspectos importantes - entre otros, CELO
no es equipado con una regién E1-homdéloga. Ademdas, CELO no puede complementar AdS mutagenizada en E1A y
reciprocamente, las proteinas Ad5 El no pueden transactivar la transcripcién de los genes CELO tempranamente
tardios (Li, P. y otros, J. Gen. Virol. 65 (Pt 10):1817-25 (1984)). Y atn, CELO es capaz de transformar las células
hamster in vitro (May, J.T. y otros, Virology 68: 483-9 (1975)). Los genes que interfieren con el ciclo celular y la
apoptosis, orf22 y GAM-1, han sido identificados en el virus CELO (Lehrmann, H., Cotton, M., J. Virol. 73:6517-25
(1999)). Orf22 codifica la proteina que interactia con RB, y GAM-1 interfiere con la apoptosis de manera similar a la
proteina prototipica 21K (Chiocca, S. y otros, J. Virol. 71:3168-77 (1997)).

Fue encontrado ahora que los genes orf22 y GAM-1 del virus CELO son sustitutos convenientes para E1A y E1B.
El espectro de transgenes disponibles para la transformacion de células aviares estd aqui expandida. Estas proteinas
no han sido usadas previamente para transformar células aviares.

Ademds, uno de los genes virales puede ser reemplazado por un gen celular. Los candidatos para tales reemplazos
son los miembros de la familia E2F o ciclinas del grupo D para la regién E1A de adenovirus y mdm?2 para la regién
E1B.

Las siguientes lineas celulares fueron depositadas en el DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania:

1. PBG04 como DSM ACC2577, depositada el 18 Septiembre, 2002;
2. 12A07-A10 como DSM ACC2695, depositado el 20 Octubre, 2004.
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La invencién podra ser explicada en mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos, los cuales sin embargo,
no son construidos para limitar la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Inmortalizacion de las células primarias de pato con Adenovirus 5 E1A,B

Las secuencias de adenovirus para E1A y E1B fueron amplificadas a partir del cultivo del pasaje 8 de la primera
generacion (E1 eliminado) de adenovirus Admuc crecidos en HEK 293 las cuales fueron fuertemente contaminadas
con un virus tipo salvaje usando polimerasa provestart (Qiagen).

Los siguientes cebadores fueron usados:

V5182 ACTCGAGTTGACGTGTAGTGTATT (5EQ 1D NC:1)
V5183 CACACGCAATCACAGGTT (SEQ 1D NC:2)

para amplificar la regién E1 Ay

V5184 ACTCGAGTCATGGAGGCTTGGGAGT (SEQ ID NO:3)
V5185 ACACATTTCAGTACCTCA (SEQ ID NO:4)

para amplificar la regién E1 B. Ambos fragmentos fueron primeros clonados dentro de pPCR4blunttopo (Invitrogene).

La construccion E1B pierde el aceptor de empalme del mensaje de E1B. Este fue por lo tanto reemplazado por
uno sintético amplificado usando cebadores del intron lider de la cadena pesada de la inmunoglobulina humana. Como
plantilla, del ADN genémico del PBG04 (DMSZ ACC2577), fue usado un heterohibridoma humano-murino.

Cebadores:

VintSA-F AAGGTACCCTCCCTAGTCCCAGTGA {3EQ 1D NO:5)
VintSA-R CAATGTACAGAGTGGGCTCCTGTGG {SEQ ID NO:6)

El aceptor de empalme fue directamente clonado dentro de pEFmyc, conteniendo el promotor alfa aEF1 y el
péptido lider myc para crear proteinas de fusién. La region E1A fue eliminada de ptopoE1A usando los sitios EcoR I
y Xho I 'y clonados en pEFmyc directamente, eliminando la secuencia lider myc y fusionando la E1A a la poly A de
hormona de crecimiento bovino. La regién E1B fue otra vez eliminada con las enzimas de restriccién EcoRI y Xho
I y clonados en pEFmycSA conteniendo el sitio aceptor de empalme heter6logo. Los plasmidos resultantes fueron
llamados pEFAdSE1A (SECUENCIA ID NO:7) y pEFAdSE1BSA (SECUENCIA ID NO:8).

Huevos embrionarios de pato fueron incubados a 37°C, 60% de humedad del aire, por 12 dias (los embriones mas
viejos rindieron mas células pero también contenian un alto nimero de fibroblastos diferenciados, contaminantes). La
céscara fue esterilizada con 70% de isopropanol, abierta por el lado largo, y el embrién fue eliminado asépticamente a
una placa petri estéril. El cerebro fetal y los rifiones fueron eliminados, transferidos a placas petri separadas llenadas
con Tripsina/EDTA y picados. Después de una breve incubacion la suspension fue mezclada con un exceso de medio
F12 (Gibco/Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biochrom) y 2% Ultroser G (Ciphergen). Esta
suspensién fue transferida a una placa petri y el cultivo fue realizado a 37°C (la que es menor que la temperatura
fisiolégica del pollo 41.6°C) y 5% de CO,. El medio de cultivo con debris no adherente fue reemplazado al dia
siguiente y el cultivo continud hasta que al menos 5 x 10° células por placas de 3.5 cm fueron disponibles para la
transfeccién de los pldsmidos pEFAdSE1A y pEFAdSEIBSA.

Los experimentos iniciales comparando los reactivos de transfeccién liposomales (Effectene; Qiagen) y dendro-
méricos (Polyfect; Qiagen) sugirieron mejores eficiencias con Effectene. La transfeccién aqui fue realizada usando el
reactivo Effectene; en resumen: 2 pg de pldsmido ADN fueron diluidos en 200 uL. de tampén EC conteniendo 16 uL.
de potenciador. Después de un tiempo de incubacién de 5 minutos, 16 uL. de Effectene fue afiadido. Después de un
tiempo de incubacién de 10 minutos, el sobrenadante fue eliminado del cultivo en las placas de 3.5 cm y reemplazado
con 1 ml de medio fresco conteniendo la mezcla de transfeccion. Después de un tiempo de incubacién de 2 horas a
37°Cy 5% de CO,, fue afiadido al cultivo 2.5 ml adicionales de medio fresco.
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Las células transfectadas se dejaron alcanzar la confluencia, tripsinizadas, resuspendidas en medio F12 G-suple-
mentado en FCS/Ultroser, y re-sembradas en placas de 6 pocillos (correspondiendo a una expansién de 12 veces).
Después de 5 y 10 dias, el medio fue reemplazado con F12 suplementado solamente con 5% de FCS. Las placas fue-
ron escaneadas para la aparicion de focos de células con cambio de morfologia (disminucién en general del tamafio
de la célula, incremento del tamafio del niicleo, incremento de la visibilidad de las membranas del plasma bajo el
contraste de fase) y la confluencia incrementada.

Aproximadamente 14 dias después de la transfeccién una vez que los focos alcanzaron un didmetro de 1-3 mm
el medio fue aspirado y el cultivo lavado dos veces con tripsina/EDTA (Gibco). Los discos empapados con tripsina
(Sigma) fueron colocados en la parte superior del foco aspirado durante 3 minutos, y luego transferidos a los pocillos
de placas de 24 pocillos llenados con 500 uL. de medio F12 suplementado con 5% de FCS.

Las células transformadas, clonadas se les permiti6 proliferar hasta la confluencia, tripsinizadas, resuspendidas en
medio F12 suplementado con 5% de FCS y transferidas a placas de 6 pocillos. Una vez el cultivo alcanzé la confluencia
en las placas de 6 pocillos las células fueron transferidas a frascos T25 para los pasajes continuos.

Para la crio-conservacion a intervalos definidos las células fueron tripsinizadas, resuspendidas en medio F12 con-
teniendo 5% de FCS, colectadas por centrifugacién a 100 g por 10 minutos, resuspendidas en medio F12 conteniendo
50% de FCS y 10% de DMSO (Sigma) a una concentracién aproximada de 3 x 10° células por ml, y colocadas en
crio-frascos en un aparato de enfriamiento basado en isopropanol a -75°C. El aparato de enfriamiento asegura una ve-
locidad constante de enfriamiento de 1°C por minuto. Después de 24 horas las células fueron transferidas a nitrégeno
liquido para el almacenaje permanente.

Ejemplo 2
Preparacion mejorada de las lineas celulares aviares inmortalizadas
a) Preparacion de células primarias

La colonia de origen de los huevos de patos fue certificada libre de Salmonella enteritidis y S. typhimurium;
Mpycoplasma gallisepticum 'y M. synoviae; casos de leucosis, reticulo-endoteliosis, psitacosis, influenza aviar, hepatitis
de pato y enfermedad de Derzsy. Los animales intencionalmente no fueron vacunados contra parvovirus y no fueron
detectados casos de parvovirosis. Los animales en la colonia de origen han sido vacunado contra S enteritidis y S.
typhimurium, Pasteurella multicodica; el metaneumovirus rinotraqueitis de pavo; y el paramixovirus causante de la
enfermedad de Newcastle.

Los huevos se les permitié equilibrarse sin agitacién a temperatura ambiente y después de dos dias fueron incuba-
dos a 38°C en una cdmara hiimeda, frecuentemente rotada alternando +45°y -45°C.

Los embriones de pato fueron sacrificados para el aislamiento de las células primarias después de una a tres
semanas de incubacién. Los huevos fueron transferidos a una unidad de cGMP (laboratorio cerrado trabajando como se
esbozd en las Buenas Pricticas de Fabricacién Actuales) y la cdscara fue esterilizada limpidndola con isopropanol 70%
bajo una cubierta de flujo laminar. Todos los pasos posteriores fueron ejecutados en la unidad GMP bajo condiciones
estériles con soluciones medios definidos.

Los huevos fueron abiertos cuidadosamente, los embriones fueron transferidos a una placa petri grande y matados
inmediatamente por decapacitacion. Las muestras de los siguientes 6rganos fueron eliminadas: cerebro, retina, higado,
esofago, corazén, y membranas extra-embrionarias.

Ademas, las células de somite fueron preparadasa partir de los embriones de 8 dias de edad.

Todas las muestras fueron lavadas con PBS (tampdn fosfato salino, Gibco/Invitrogen,USA), tratadas con tripsina
(Gibco/Invitrogen, USA) durante 1 a 10 minutos, y trituradas en medio de cultivo DMEM:F12 (Gibco/Invitrogen,USA)
suplementado con 10% de FCS (Biochrom AG, Germany) por pasajes repetitivos a través de jeringuillas 18G. Las
muestras homogenizadas fueron cultivadas a 37°C y 5% de CO,. El debris fue eliminado de las células adherentes por
cambio de medio al dia siguiente.

b) Construcciones de Plasmidos
Los plasmidos de expresion para E1A, E1B, Orf22 y Gam1 fueron construidos por la extraccion de las regiones
blancos pertinentes del ADN gendmico de adenovirus serotipo 5 o de virus tipo salvaje de embriones letales huérfa-

nos de pollo (CELO), respectivamente, por PCR y la insercién en los vectores equipados con fosfoglicerato quinasa
humana o de ratén (hPGK o mPGK), CMV de ratén (moCMV) o promotores tk (figura 1).
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Las secuencias de adenovirus para E1A y E1B fueron amplificadas a partir del virus tipo salvaje usando polimerasa
ProofStart (Qiagen, Alemania). Los siguientes cebadores fueron usados:

V5182 ACTCGAGTTGACGTGTAGTGTATT (5EQ 1D NC:1)
V5183 CACACGCAATCACAGGTT (SEQ 1D NC:2)

para amplificar la regién E1 A’y

V5184 ACTCGAGTCATGGAGGCTTGGGAGT (SEQ ID NO:3)
V5185 ACACATTTCAGTACCTCA (SEQ ID NO:4)

para amplificar la regién E1 B. Ambos fragmentos fueron primeros clonados en pPCR4-Blunt-TOPO (Invitrogene,
USA).

La construccién E1B pierde el aceptor de empalme del mensaje E1B. Este fue por lo tanto reemplazado por uno
sintético amplificado usando cebadores a partir del intrén lider de la cadena pesada de la inmunoglobulina humana.
Como plantilla fue usado, el ADN genémico de PBG04 (DMSZ ACC2577) un heterohibridoma murino-humano.

Cebadores usados para la amplificacion:

VintSA-F AAGGTACCCTCCCTAGTCCCAGTGA {3EQ 1D NO:5)
VintSA-R CAATGTACAGAGTGGGCTCCTGTGG {SEQ ID NO:6)

Los genes GAM-1 y ORF-22 fueron amplificados del virus CELO tipo salvaje con los cebadores

V206 AAC CTC GAG ACC CCC CTG TAC ATT CTA (SEQ 1D NO:11)
y V207 GCC GTT AAC TTC AGG GAT TGG TTA CAG (S5EQ 1D NO:12), y

V208 CAC CTC GAG TCC GGA TTA AGA TGA ACG (SEQ ID NO:13)

y V209 CCA GTT AAC AGG TGA ACC ATT TAT ACA G (S5EQ ID NO:14),

respectivamente.

Los ejemplos representativos para los plasmidos resultantes son dados con el plasmido 49E (factores adenovirales
bajo el control de promotores de la PGK humana y CMV de ratén; SEQ ID NO:9), pldsmido 25F (factores CELO
bajo el control de promotores PGK de ratén y humano SEQ ID NO:10), pldsmido 60E (factores adenovirales bajo el
control de promotores PGK y tk humanos; SEQ ID NO:18) y plasmido 36E (factor CELO bajo el control de promotor
PGK de ratén; SEQ ID NO:19) (Ver también figura 1).

La integridad de la expresion de los pldsmidos fue confirmada por secuenciacion. Los pldsmidos no estin prepara-
dos para expresar factores de resistencia contra antibidticos (tales como ampicillina) en células eucariotas.

¢) Transfeccion

Los cultivos primarios fueron transfectados con los pldsmidos de expresion para E1 o Orf22/Gam1 justo después
del aislamiento o después de un tnico subcultivo. Dependiendo del experimento, los pldsmidos fueron transfectados
como superespirales o después de la linearizacion con la enzima de restricciéon Sca I (New Englands Biolabs, USA).
Los experimentos iniciales comparando los reactivos de transfeccion liposomal (Effectene; Qiagen, Alemania) y den-
dromérico (Polyfect; Qiagen, Alemania) sugirieron la mejor eficiencia con Effectene. La transfeccion fue realizada
como sigue: 2 ug de ADN total fue diluido en 200 ul de tampén EC proporcionado y mezclado con 16 ul de potencia-
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dor proporcionado. Después de una incubacién de 2-5 minutos a temperatura ambiente fue afladido 20 ul de reactivo
Effectene. Después de 5-10 minutos a temperatura ambiente esta mezcla fue aplicada a las células en placa de 8 cm?
bajo 1 ml de medio de cultivo. Después de 2-5 horas fue afiadido 1.5ml de medio de cultivo adicional. Al dia siguiente,
el medio fue reemplazado con 2 ml de medio de cultivo fresco, y después de esto una vez por semana. La transfeccién
exitosa fue confirmada en experimentos paralelos con un gen reportero.

Las células fueron continuamente pasadas en medio DMEM: F12 conteniendo 10% FCS.

Veinte dias después de la transfeccion fueron observados cambios de morfologia en sub-poblaciones definidas en
algunos cultivos (foco; figura 2) en otros cultivos los focos no aparecieron o no fueron capaces de competir con una
proliferacién robusta de las células primarias; otra vez otros cultivos sufrieron muerte celular masiva y senescencia
justo después de la transfeccion.

Un gran nimero de focos independientes fueron expandidos de cultivos transfectados del plasmido 49E con células
derivadas de higado, retina y membrana extra-embridnica. En el pasaje 10, por ejemplo, la linea celular 12A07-A10
derivada de células de la membrana extraembrional de pato transformadas con el plasmido 49E fue aislada y depositada
en el DSMZ.

Los focos fueron también obtenidos de cultivos transfectados del pldsmido 60E con células de retina y somites.

El pldsmido 49E, los promotores PGK y CMV de ratén conducen la expresién de E1A y E1B, respectivamente.
El plasmido 60E (SEQ ID NO:18) también codifica la region completa Ad5-E1 pero la expresién de la regién E1B
protectiva es conducida por tk, es decir, un promotor que no es tan fuerte como el promotor CMV de ratén (pero mas
fuerte que el promotor nativo E1B). Consistente con el efecto protector conferido por E1B fueron obtenidas mucho
menos focos en menos muestras de células con esta construccién cuando se comparé con los resultados del pldsmido
49E.

La formacién de focos tanto con apariencia de células primarias y fenotipos transformados fue también observada
en cultivo de higado transfectado con plasmidos 36E CELO (SEQ ID NO:19) y 25F (SEQ ID NO:10).

Los cultivos con focos fueron expandidos por tratamiento con tripsina durante 2-3 minutos y la resuspensién en
medio DMEM:F12 para transferir a frascos de cultivo frescos.

Para la crio-conservacidn a intervalos regulares las células fueron eliminadas con tripsina resuspendidas en medio
DMEM:F12 conteniendo 10% FCS, colectadas por centrifugacién a 200 x g durante 10 minutos, resuspendidas en
medio DMEM:F12 conteniendo 50% FCS y 10% DMSO (Sigma, USA) a una concentracién aproximada de 3 x 10°
células por ml, y enfriadas a una velocidad de 1°C por minuto hasta -80°C. Después de 24 horas las células fueron
transferidas a nitrégeno liquido para el almacenaje permanente.

Ejemplo 3
Ensayo de inmunofluorescencia para la transfeccion estable

Los cultivos de las células potencialmente inmortalizadas fueron sembrados en ldminas de cristal y se dejaron
proliferar por varios dias antes de la fijaciéon con metanol helado por 10 minutos. Las células fijadas fueron incubadas
con anticuerpos contra las proteinas E1A y E1B 55K, anticuerpos secundarios, y tinte fluorescente especifico contra el
ultimo de acuerdo a métodos estandares de inmunofluorescencia (Becton Dickinson, UK, anticuerpo #554155 contra
E1A, diluido 1:30; Oncogene, USA, anticuerpo #DP08-100UG contra E1B 55K, diluido 1:30; anticuerpo secundario
dirigido contra ratén o rata, respectivamente, y conjugado a biotina, ambos de Jackson Immuno Research, USA, dilui-
do 1:80; las visualizacién con Jackson Immuno Research, USA, conjugado streptavidina-Texas Rojo #016-070-084,
diluido 1:100). Las células primarias atin abundantes en el inicio, ain no completamente establecidas las lineas celu-
lares inmortalizadas y facilmente distinguidas por su morfologia proporcioné un control negativo interno conveniente
para la especificidad del anticuerpo. Las células 293 (células embrionarias de riién humano) que establemente expre-
san la regién Ad5-El1 sirvieron como control positivo. DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol; Sigma, USA) a 1 ug/ml fue
afiadido en el paso de incubacién final para tefiir los niicleos de las células para propdsitos de orientacion.

Una fuerte sefial para E1A y 55K fue observada solamente en las células que sufrian cambios caracteristicos en la
morfologia confirmando la inmortalizacién exitosa por los plasmidos transfectados (figura 3). Ademads, la transforma-
cién espontdnea, una posibilidad formal, no fue observada ya que todas las células con el fenotipo alterado eran E1
positivas. Ninguna de las células con fenotipo primario expresé proteinas E1. Aunque es posible en las transfecciones
de superespiral donde la linearizacién de los pldsmidos en el proceso de integracidn ocurre en posiciones aleatorias
ninguno de los focos examinados exhibi6 expresion de E1A en ausencia de expresion de E1B, ademas enfatizando el
requerimiento para la via dual de ruptura para la inmortalizacion.
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Ejemplo 4
Ensayo para los retrovirus endogenos y exégenos

Un problema comiin encontrado cuando las vacunas son producidas en fibroblastos primarios de pollo es la con-
taminacidn con retrovirus exégenos o endégenos. La diversidad de la familia de retrovirus es también compleja de
predecir si una especie dada es portadora de retrovirus. Los reportes de la literatura por lo tanto usualmente estan
limitados a un subconjunto de la familia de retrovirus, por ejemplo subgrupo J EAV-HP/ALV (Smith, L. M. y otros, J.
Gen. Virol. 80 (ptl): 261-8 (1999)), y entonces solamente a un subconjunto de especies aviares.

Una confirmacién confiable de la contaminacién con retrovirus por lo tanto debe enfocarse sobre un motivo comin
presente en estos virus. La diversidad de secuencia excluye los métodos de deteccion basados en los dcidos nucleicos.
Sin embargo, comtn a todos los retrovirus es la presencia de la enzima transcriptasa inversa. El sobrenadante de los
focos expandidos de las células de higado de pato inmortalizadas con el plasmido 49E fue por lo tanto ensayado
por PCR potenciada del producto basado en sonda cuantitativa para transcriptasa inversa (Q-PERT) y comparado a
varios controles, inter alia CHO como control positivo y las células 293 como control negativo (ver debajo y figura
4), para detectar tanto la actividad retroviral endégena o la contaminacién con retrovirus libres. El ensayo es una
modificacién de la literatura (Lovatt, A. y otros, J. Virol. Methods 82(2):185-200(1999)). En resumen: los retrovirus
fueron enriquecidos a partir de los sobrenadantes de cultivo por ultracentrifugacién con 100000 x g a través de una
barrera de sucrosa 20% en PBS para eliminar el debris celular. Los viriones (si estaban presentes) fueron resupendidos
en tampon de lisis (50 mM Tris pH 7.8, 80 mM KCl, 2.5 mM DTT, 0.75 mM EDTA, 0.5% Tritén X-100) y mezclado
con el tampodn sustrato (10 mM de cada dATp, dCTP, dGTP y dTTP; 15 uM de cebador especifico [GCC TTT GAG
AGT TAC TCT TTG; SEQ ID NO:15]; y 0.5 mg/ml de ADN fragmentado de esperma de arenque [Promega Corp,
# D1811]) conteniendo un ARN modelo (5 ug/mL ARN del Virus del Mosaico de Brome [Promega Corp, USA,
# D1541]) que es el transcripto inverso si la actividad RT estd presente en la muestra. cADN de ARN modelo es
amplificado por PCR con los cebadores (AAA CAC TGT ACG GCA CCC GCA TT; SEQ ID NO:16) y (GCC TTT
GAG AGT TAC TCT TTG; SEQ ID NO:17) y detectado via fluorescencia verde SYBR en un Sistema de Deteccién
de Secuencia AB 7000 usando el QPCR SYBR Green ROX Mix #AB-1163 de Abgene, UK de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La figura 4 muestra un fuerte actividad RT en células CHO como se esperaba de los reportes en la literatura
(por ejemplo, Anderson, K. P. y otros, Virology 181(1): 305-311 (1991)). Con estas células como control positivo y
las células humanas 293 libres de actividad retroviral como control negativo el corchete es definido que permite la
interpretacion de la actividad RT desconocida en los sobrenadantes de los cultivos de células (figura 4, cuadrantes en
negrita y tridngulos en negrita).

Hemos encontrado actividad RT moderada en los fibroblastos de embriones de pollo (figura 4, simbolos diamantes
en negrita).

La sefial para la actividad RT en los sobrenadantes de célula de pato fue congruente con la sefial para la actividad
de RT en las células 293, y ambos otra vez congruente con un control que representa el limite de deteccién para
nuestro ensayo que consiste del modelo de ARN no incubado con RT (la figura 4, compara las curvas con tridngulos
abiertos y en negrita y circulos grises). Niveles equivalentes de intensidad de la sefial (delta Rn) fueron separados por
lo menos dos nimeros de ciclos entre las muestras de las células CHO y los fibroblastos de embriones de pollo (que
para estos experimentos son derivados de una fuente conocida para ser sélo débilmente RT positivo) y por al menos
cuatro nimeros de ciclos entre las muestras de las células CHO y las control negativo 293 y el cultivo celular de
pato. Asi, contrariamente a las células de pollo las células de pato descritas no exhiben actividad RT y de esta manera
cumplen un atributo esencial para la conveniencia en las aplicaciones farmacéuticas.

Ejemplo 5
Virus Ankara vaccinia modificado (MVA)

La conveniencia de los focos expandidos como sustratos para la amplificacion de MVA fue determinada para lineas
de higado, retina, somites y membranas extraembrionarias. La tabla 1 y la figura 5 muestran los resultados obtenidos
por la infeccién de las lineas celulares con un inéculo preparado a partir de la preparacion a gran escala de MVA (ATCC
#VR-1508) en CEFp, fibroblastos primarios embrionarios de pollo. Los datos en la tabla obtenidos por la infeccién
con MOI (multiplicidad de la infeccién o nimero de particulas infecciosas por célula huésped) de 0.1 muestra que la
produccion viral de las células somite y de retina (en unidades formadoras de placa por ml) son comparables o incluso
excedieron el producto obtenido con las células CEFp.
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TABLA 1

Comparacion de titulo de virus obtenidos en infecciones paralelas de 1 a 5 x 10° células en cavidades de las placas
de 24 pocillos. El virus de entrada fue ajustado para una MOI de 0.1. CEFp, fibroblastos frescos primarios
de pollo; membrana, membrana extraembrionaria

Rendimiento MVA en pfu/ml
(después de 48h, infeccidén con MOI de 0.1)

CEFp 3.54 x 107
retina 2.06 x 10’
higado 3.20 x 10°
somite 4.60 x 107
membrana 4.03 x 10°

Las unidades formadoras de placa de MVA en células de pato fueron determinadas como sigue: virus MVA fue
recuperado de las células infectadas después de 48 horas del sobrenadante y de las células adheridas abiertas por
repetidas congelacién-descongelacion. Las células VERO (rifién de mono verde Africano) fueron sembradas en placas
de 96 pocillos (2 x 10* células por pocillo) e infectadas con diluciones seriadas 10 veces de suspensién conteniendo
MVA al dia siguiente. Dos dias después de esto, los cultivos fueron fijados con metanol y las células infectadas se
incubaron con anticuerpos policlonales del virus vaccinia (Quartett, Alemania, #9503-2057, a una dilucién 1:1000 en
PBS conteniendo 1% de suero fetal bovino) por una hora a 37°C. Dos pasos de lavados fueron realizados con PBS
conteniendo 0.05% de Tween 20 (Sigma Corp, USA) y el anticuerpo secundario al anticuerpo especifico de vaccinia
es afadido a una dilucién 1:1000 en PBS contendiendo 1% de suero fetal bovino. Este anticuerpo secundario es
acoplado a la enzima peroxidasa que cataliza la reaccion de color en la incubacién con reactivo AEC (3-amino-9-etil-
carbozol; 0.3 mg/ml en tampdn de acetato pH 5 conteniendo 0.015% H,0,). Los focos infectados son identificados
por microscopio de luz y las unidades formadoras de placa son calculadas de la maxima dilucién de la suspension
MVA que produce una reaccién de color positiva.

La figura 5 describe la produccién de virus por célula. La produccién de virus por célula se correlaciona con
la permisibilidad de una célula huésped dada para un virus particular. La permisibilidad estd influenciada por las
propiedades bioquimicas tales como la densidad de receptor de procesamiento de las proteinas estructurales virales.
La figura 5 muestra que el nimero de particulas infecciosas liberadas por las células de la retina o por las células
somite se compara favorablemente con las particulas infecciosas obtenidas por fibroblastos embrionarios de pollo.

La divisién de “produccién de virus por célula” por la MOI produce el tamafio de expansion, la relacién del virus
de entrada al virus de salida. El tamafo de la extension es equivalente a la amplificacion del virus y asi es importante
para estimar el costo y los recursos necesarios para la produccion a gran escala. El tamafio de la expansién determinado
en el ejemplo descrito son 374 para el CEFp, 513 para las células de la retina, y 1108 para las células derivadas de
somite. Las células de la retina y las células de somite producen valores mejores que los fibroblastos frescos primarios
de embriones de pollo y asi debe proporcionar sustratos superiores para la produccién a gran escala de MVA.

Los resultados insatisfactorios para la amplificacién de MVA obtenidos con las células derivadas de higado o mem-
branas extraembrionaria no pueden ser extendidos a otras familias de virus: es evidente para una persona familiarizada
con el arte que la amplificacién de otros virus, por ejemplo virus de influenza pertinentes para vacunas, puede ser
extremadamente exitosa en estas células.

Es concebible que con los pasajes posteriores de virus en una linea huésped dada la produccién de titulos decrece.
Tales eventos pueden ocurrir si las células huésped soportan la mayoria pero no todos los pasos en varias etapas del
ciclo infeccioso. Para direccionar esta pregunta un pasaje seriado de MVA fue realizado en células de retina de pato
transformadas con el plasmido 49E. Los datos en la figura 6 muestran que el MVA no se pierde con los pasajes en
estas células: niveles similares de entrada de virus ajustados a una MOI de 0.3 (dado por las barras en la figura 6) el
tamafio de expansion (cuadrados en negrita) aumenta nueve veces de 35 a 315. La razon para el aumento del tamafio
de la expansion puede ser debido a propiedades mejoradas de la célula huésped ya que aumenta el niimero de pasajes.

En conclusioén, las células de retina de pato y derivadas de somite obtenidas por la transfeccién de la regiéon Ad5-
E1 bajo condiciones cGMP establemente soportan la amplificacion de MVA con una eficiencia comparable o mejor
que los fibroblastos primarios de embriones de pollo. Debido a la naturaleza altamente atenuada de las lineas celulares
convencionales de MVA, no son adecuadas para la produccién a gran escala de los virus. Es un hallazgo sorprendente
que las lineas celulares de pato disefiadas funcionan mejor que las células primarias de pollo en la propagacién de
MVA vy asi son capaces de proporcionar nuevas plataformas de produccion para este importante candidato vacunal.
Las lineas celulares descritas fueron generadas bajo condiciones cGMP y son por lo tanto adecuadas para aplicaciones
farmacéuticas.
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REIVINDICACIONES

1. Una linea celular aviar inmortalizada por transfeccién no viral con una combinacién de gen(es) viral(es) y/o
celular(es), al menos un primer gen que afecta la funcién de la proteina de retinoblastoma por mediacién de la ruptura
de complejos entre las proteinas del retinoblastoma y los factores de transcripcion E2F y al menos un segundo gen
que afecta la proteina p53 o un miembro de la familia de la misma, donde el primer gen es un gen viral seleccionado
de un gen de adenovirus E1A de mastadenovirus, un gen E7 de papilomavirus, un gen orf 22 de adenovirus aviar y
marcos de lectura abierta E43 de atadenovirus ovino o es un gen celular que media la ruptura de los complejos entre
proteinas de retinoblastoma y factores de transcripcién E2F y siendo seleccionados de Ciclinas D1, D2 y D3, y una
CDK4 mutada que no es susceptible a la inactivacion por p16INK4a; y el segundo gen es un gen viral que codifica para
una proteina que previene la induccién del arresto del crecimiento y la apoptosis por p53 seleccionada de la proteina
E1B55K de todos los grupos de adenovirus, GAM-1 de CELO y la proteina E6 de papilomavirus, o es mdm?2 siendo
un gen celular que previene el arresto del crecimiento y la apoptosis por p53.

2. La linea celular aviar de la reivindicacién 1, donde el primer gen supera el control del punto de inspecciéon G1 y
el segundo gen previene la apoptosis inducida por el primer gen.

3. La linea celular acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, donde

(1) la linea celular es derivada de pollo, pato, ganso o codorniz embrionario o incubado, preferiblemente de pollo o
pato; y/o

(ii) las células sometidas a la inmortalizacién son células primarias incluyendo fibroblastos, células de segmentos
del cuerpo aislados (somites) o de 6rganos individuales separados incluyendo tejidos neuronal, de cerebro, retina,
rifién, higado, corazén, misculo y extraembrionario y membranas protectoras del embridn; y/o

(iii) la inmortalizacién por transfeccién no-viral, incluye, pero no estd limitada a, la transfeccion y electroporacion
mediada por liposoma y dendrimero; y/o

(iv) en el primer gen del gen de adenovirus E1A de mastadenovirus es de mastadenovirus del grupo C, el gen E7
de papilomavirus es del virus de papilomavirus humano de bajo riesgo (HPV), como HPV 1, HPV 6 y HPV 11, pero
no HPV16 y HPV18; y/o

(v) en el segundo gen la proteina E6 es de HPV de bajo riesgo, como HPV 1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16 y
HPVBI1S; y/o

(vi) el primer gen y segundo gen son separados espacialmente por secuencias heterélogas o son localizados en
diferentes segmentos de dcidos nucleicos o pldsmidos.

4. La linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es inmortalizada con

(1) laregién E1A (primer gen) y E1B (segundo gen) de un adenovirus del género Mastadenovirus, preferiblemente
dicha regién E1A y E1B es derivada de adenovirus 5, mds preferiblemente dichas regiones E1A tienen la secuencia
de pb 1193 a 2309 de SEQ ID NO:7 o la secuencia complementaria para pb 4230 a 3113 de SEQ ID NO:9, y dichas
regiones E1B tienen la secuencia de pb 1145 a 3007 de SEQ ID NO:8 o la secuencia complementaria para pb 2345 a
550 de SEQ ID NO:9; y/o

(ii) los genes orf22 (primer gen) y GAM-1 (segundo gen) de un adenovirus, preferiblemente del género aviadeno-
virus CELO, que preferiblemente tiene la secuencia representada por la secuencia complementaria para pb 1252 a 635
de SEQ ID NO:10, y la secuencia complementaria para pb 3138 a 2290 de SEQ ID NO:10, respectivamente; y/o

(iii) combinaciones de los dcidos nucleicos que codifican E1A y/o E1B con GAM-1 y/o Orf22 como se definié
anteriormente en (i) y (ii).

5. La linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la cual

(1) adicionalmente porta secuencias funcionales no-naturales incluyendo, pero no limitadas a, transgenes como Vvi-
rus deficientes de genes complementarios (por ejemplo EBNA1), promotores (por ejemplo promotores PGK, EF1.alfa,
CMYV vy tk), potencializadores (por ejemplo RSV-LTR) y marcadores de seleccién como resistencia a la neomicina,

resistencia a la puromicina; y/o

(ii) es adecuada para la produccién de bioldgicos o virus incluyendo vectores virales recombinantes y cepas vacu-
nales.
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6. La linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, la cual
(1) estd libre de transcriptasa inversa

5 (ii) es derivada de la inmortalizacidn de una célula primaria originaria de embriones de pato o patos incubados; y/o
(iii) es derivada de membrana extraembrionaria; y/o

(iv) es cultivada en una medio quimicamente definido que estd preferiblemente libre de suero animal.
10

7. La linea celular de las reivindicaciones 1 6 6 la cual es una linea celular aviar 12A07-A10 (DSM ACC2695).

8. Un método para preparar una linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que com-
15 prende la transfeccion no-viral de una célula inicial con el primer y el segundo gen.

9. Empleo de la linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la produccién de biol6-
gicos o virus.

20

10. Un método para la produccién de virus que comprende

(i) contactar dichos virus con una linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y/o
25 (ii) cultivar dichos virus en dicha linea celular.

11. El método de la reivindicacién 10 para producir un virus pox, preferiblemente la cepa MVA, en una linea
celular de pato, preferiblemente una linea celular originaria de somites de pato o tejido neuronal de pato, incluso mas
30 preferido de retina de pato.

12. Un método para producir proteinas recombinantes que comprende

35 (i) introducir un gen que codifica para una proteina recombinante, operablemente unida a un promotor, dentro de
una linea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,

(ii) cultivar dicha linea celular modificada y

40 (iii) cosechar la proteina recombinante.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Probiogen AG

<120> Lineas celulares aviares inmortalizadas para la produccién de virus.

<130> 042666wo/JH/PCH

<140>
<141>

<150> 03025158.1
<151>2003-11-03

<160> 19
<170> PatentIn Ver.2.1

<210>1

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador VS182

<400> 1

actcgageiy acgugtagig tatt

<210>2

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador VS183

<400> 2

cacacgcaal, cacaggtt

<210>3

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador VS184
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<400> 3

actegagtea tggaggettg ggagt

<210>4

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador VS185

<400> 4
acacattzca gtacectca

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador VintSA-F

<400> 5

aaggtacect coctaghbeso agrga

<210> 6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador VintSA-R

<400> 6

caaigtacag agtaggetec tgtag

<210>7

<211> 6471

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Plasmido pEFAdSETA

25
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<400> 7

gtaccgaatt
cacaglecece
gceeggggle
gggagaaccyg
cygcragadca
tggeoecttge
gotggageca
gectggactyg
gorgettteg
tretggeaag
gggcccyeyy
ctgcgageqge
gtaectgges
geaccagtey
tggaggacge
tticegteet
ctegattagt
gegatggagt
atgtastter
cagacaqgtgyg
fgragtgr;r
agttteetiee
ggaggtguta
ctggetgata

caageticgt
gagaaqttag
aactgggaaa
tatataaglg
caggtazgtg
Gtgootigaa
4g99cgggec
ggegetgggg
ataagtctot
atagtcitet
Légygcgacaq
ggocaceqay
tegogeeges
cgtgagegga
ggegereggy
cageegboye
tetggagett
Ltecoccacas
cottggaatt

tcaaagttt
travancogn
icocgagecge
ttacagasga
atcticcace
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gaggetecgg
ggggageggt
gtgatgteqt
cagragraoge
cegtgtgtygg
ttacttecac
ttgegettie
cegoegegtg
agecatttaa
aaatgocgyge
gygcccgtgeyg
aatcggacqgg
gtgtatcgee
aagategcey
agagcgoqeyg
ttecatgtgac
rtogagtacy
rngagtgggty
Tggectrttt
ttttetteca
tgantincre
tcogacaceg
aatggeegeo
Lestagecat

tgcecegtoay
cggecaattyga
gtactggete
tgtgaacgtt
ttecegegag
ctggctecag
gyageeccts
cgaatetget
sattttigat
caggatotgo
tescagogcea
gggtagictc
cegoeeclygyy
cticocggee
gagtgagteac
Locacggact
tegrtettiag
gagactigaag
gagtttyggat
ttteaggtgt
2ATACOCCAC
ggactgeaaa
agtettrttgg
ttrgaaccac

tgggeagage
accggtgect
cgoettitie
cttittcgea
ccoggectet
tacgigattc
cgectegtge
ggcaccttey
gacctgotge
acactggtat
catgttogge
aagcigygccg
cggcaagyct
ctgotccagy
coacanaaag
accgquegec
gtiggegaga

taggcoaygce
ctrggttcat
cgtgaacact
tocttnastac
tcagacatat
atnagetgat

nTaccotioa

geacarcgec
agagaaggtyg
ccgagggtay
azgggtikge
ttacqggrta
ttgatecega
ttcagttgag
cgectgtoLe
gacgeittot
ttcggttee
gaggcagegce
gectgetaty
gacceggls

ggget.cazaaa
gaasayggyse
gteocaggeac
gqggygtttrat
ttggeacttyg
roicaageet
cgqagetgacy
cagogagtag
tatctgccac
cgaagagqgta
cgaagsreotat

60
12¢
80
240
300
360
42Q
480
&£4¢
600
66C
F2C
180
840
LY
g6l
1020
1080
1140
1200
1240
132¢
i3gc
1494¢
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gatttagacy
gactergtaa
gottertaocgq
groeggitt
ggoettooceac
gagcacccey
aztattatgt
aaanLalgdyg
Ttacagtitt
aacongagec
Lgacgooorac
cggatagotg
rgtgcoceat
tegaggacts
cataaggigt
t.gtgestoot
gaaacggtgec
geqgtaggigl
gyaagacast
aaccagcteg
gugtgtguly
titcgettre
rcggqgaecatc
tgattagggt
gacgttggag
coctatoteg
2aadaqBLGayY
ttagggrgryg
caatvagtca
aagcatgcat
welaacieoeg
tgcagagges
tggeggacta
Coguatgosy
cagacaatog
ctrttrgtea
ctatcgrgge
gcgggaaqggy
cltigctoctg
gatccggoeta
cggatggaag
ccagcoygaac
acreatggeg
atcgactgtyg
gatartgety
gocgeocteoey
ggactctogy
attccaccqgo
ggatgatocL
trtgeagetta
ttitctcact
gtataccgga
gygogaguyyt
acgcaggaaa
cgitgetgge
caagtcagag
gctecebegt
tcecttegygg
aggrogtiag
ccttatcogg
cagcagieas
tgaagiggty
tgaagecagt

tgendycece
Lgttggoggt
agoeegaobed
cratgcocaaa
ccagtyacga
ggeacggtie
groegetety
cagteggtee
grggtttaas
t.gagocegay
Tatcotgaga
tgactceggt
tasactagtt
gettaacgag
asacctgrga
agttgeeage
actecoeacig
rattctatte
agcaggoate
ggetctagaq
gttaccegea
ttcecottaey
cctttaggygh
garggitcas
Tocacgtict
gructatgotte
crgattraac
gaaagtcoece
gcaaccagygt
ctesatragis
ceoagttocy
Faggesqeot
gacttetoca
grucLoegga
geclgcoctcetyga
agaccgacst
tggcoacgan
actggetget
ccgagaaagt
cctgoeecact
cegotetigt
tgttogosay
atgectgont
geagget.ggg
sagagettgg
attoygcagog
grtcgasatg
cgeetictat
ccaccgegygy
taatggitac
gcatteciagt
totttceyet
atcagcicac
gaacatgtaa
gtrtttceat
gtogcgaaas
gqogatotect
aagcgtggey
ctocaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
tacctregga
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cgaagaloce
gecacgaagyg
cectttoecyy
cottgtagcyg
cyaggatgaa
caggtcrtat
chatatgagg
Tagagrggty
gaattttgta
ccagasscgg
cgocogacat
coctictaaca
gocoatgagag
cetgqaoaac
regocgrgtgy
catetgttgt
tectrtoota
tggquqgatag
ctggggatgqg
gotateoccia
gogtaatcgc
trceeogeocac
tocgatrtay
gtactgyyce

taatagtgg
trngatttata
aaaaattlaa
aggctececa
qrggamaghtc
cageaaccat
cocatiztoo
ctgantctga
aaaagoteceo
cYCLLYggLy
tgcogoogty
gtcocggigoe
gggegttect
attayycgas
atocarcarg
Cyaccaccaa
cgateaggat
getcaaggcy
gecagaatatc
tgtgacggac
sggegaatgg
catcgeette
acegaccaaq
gaaaggtigy
gatctcatge
asataaagcea
tgtggtitgt
tectegetca
tcaaagqgoqgyg
geaaaaggec
aggctcogooe
cogacaggac
gttoogaccs
cttictoaat
ggetgtgtge
cttoagtrca
attagcagag
qg=tacacta
aaaagagttg

sgacgaggagy
attgacttlac
cagcccgadge
gacgtgatcg
gagggrgagyg
cattatcace
accigrygea
gotittgatgt
ttgtaattit
agectgcaag
caccloigLe
cacotectga
togotgggog
ctrtggacit
gattctagaa
thgooogieo
ataaaetaag
gt gIIgeay
cacgggetet
mgegecctgt
tacacttiyec
gttocgoogge
tgottuacyg
ategeeoctyga
actetogtte
agggartiry
cgcgaatzaa
Queaggcaga
cccaqgotoo
agtcecogeeo
goonecectagge
getatbccag
ggaaggteea
gageggear
rtecggeigtl
ctgaatgazac
tacgeagetg
gtacegggac
gechgatgeaa
gcgaaacatc
gatctggane
cytatgoceoceg
atygtyggaaa
cgctatcanqg
gotgaceget
Tatecgectis
cgacgoecas
gecttocggaat
tgragttett
atagcatcac
cceaactcat
ctgactegot
taatacgatt
agoasaagge
ccoctgacya
tatasagata
tgcegotiac
gerecacgoty
acgaaccoece
Aacrccatancg
cgacgtatgt
gaaggacagr
gragskettyg

cggintegea
rcacttiice
agecgaagea
atcttacory
agtrigoght
ggaggaatac
rgttigtcta
gataatitog
frtaaasggt
atctacooos
tagagaatgc
gatacacoceg
tcgecagygcet
gagcigiaasa
getegeigat
cecogrgeott
gaaattacat
gacegocaage
avggetictg
&goygegaat
ageqoeootag
ttreoeogne
cacctogacs
rtageoggttt
Caaartgygsaa
gggattteqgg
ttetgtggaa
agtacsgraaa
coageaggea
ctaactecge
tgactaattt
aagtagtgag
zaatgattga
Legaoiais
cagegoagyy
Locaggacge
tgctegacygt
aggatotoct
tgoggugget
geatogayged
aagagcatea
acggcygagga
atggecgett
acatagegtt
tecteghigelt
titgacgagty
ccrtgecatca
cgtitteocgg
cgoooacoas
aaatttcaca
caangtateo
gocgeteggro
atceacagaas
caggaaccygt
gcatcacaaa
ccaggeghtt
cagatacotyg
taggtatcte
cgttcageecc
BOACCADT T A
aggoggtget
atttggtatic
gLeoeygcaad

gatctricce
gocogaecgosd
gegagectty
ccacgaggcet
agatcatgty
gggggacccea
cagbaaglga
trittaatst
cergTqLatg
cetoctaasa
natagtegoa
grggtooeuc
giggaaigta
cooeTCagys
cagoeLogac
cortqacoot
ocgeatigtel
gggaygatiy
agacqoaray
taagoeeggo
cgecocgotee
sagorcoctaan
ccaaagasdt
Lrhogececttt
~aéacacreaa
octattgget
tgtgtgteag
geatgeatel
gaagtatgca
ccatcoegen
tertrattta
gaggeotTtty
acaagatgga
CLQgECacHsL
gogesegnty
qgcagegeyy
tgrcacigaa
gl.catcrcac
geatacgort
ageacgtact
ggggetogcyg
totogtogtg
ttertggattc
gycracoegt
ttacgatatc
chrctgagey
cgagatttey
gacgeegect
aacttgtita
aataaagecal
tatcacgtct
gttoeggetge
tcaggggate
azadadqoun

aat.cgacygcet
ccocctygaa
tecgeotonee
agitoggtgt
gaccgonyog
togocactog
acagagttet
tgeogetcotge
cazaagcacey

1509
1560
1620
1680
1740
1600
1860
1620
1880
2040
210¢
21€¢
z22¢
z28¢C
2340
2400
2480
2520
2580
2840
2700
2769
2820
2880
2940
3000
306¢
312¢
318¢
324¢
3300
3360
3426
348

3540
3600
3880
3720
3780
3849
3900
3562
4020
4080
4140
4200
4260
432¢
4380
4440
1500
4560
4620
4680
4740
1800
2860
4920
498¢
s04an
5100
5160
5220
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ctgetagiyy
apgaagatce
aagegatbtr
aatgaagttc
gotraatcag
gacirecegt
caatgatace
cogEaagags

tgghiitil

tttgateottt
ggLratgaga
taaatcaate
tgaggracct
cothgtagata
gogagacoes
cgagegoaga

artottaceg goaagetaga

agacar atg

qaqtarto
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<210> 8
<211> 6629
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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grLtetaagc
tctacguggt
tcatcaaaaa
taaagratat

Letoagega
artacgaiac
cgcteacegy ©
agtgeiectg
ghaagtagtt

rgtcacget
a gtragargat
gtcaqaagta
. eihtactgrea
tootgagaat
accgegecac
aaactiicaa

- aactgatctet

casaatgecy
crtitteaat

gaatgiattt
petgacgica

agcagattac
ctgacgocica
ggatctTeac
atgagtaaac
tetgterate
gguagggott
cecagattt
cassiiLate
cgocagtiaa
ot plade bl £+ £
zecacatgrt
agqit.ggooge
tgeecateogt
agtgtatgeg
atagzagaac
ggatziiace
cagratortt
caaazaandy
attatrgaeag
agacaadiaa
gzLCyacgsa

gegcagaaas
atggaacgas
ctagateott
ttggtctgac a
teoghteatec
accatctggc
aLcageaata
cgostecatc
cagttLacaqe
LRITgQIITCa
grovassaas
agrqutatca
aagatgetit
gogaccgage &
Litaaaagty
gergttgaga
tacttteace

ralasggacy
attray Céy
ac -cataggﬂ
tegegavate
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<223> Descripcién de la secuencia artificial: Pldsmido pEFAdSE1BSA

aaaqggatote
actcacgtt
taaattaaa
agrtaccaat
atagttgeet
cocdagtgoetg
agoecagocay
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agecgttterg
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ggttattgoe
gLiconogea
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<400> 8

tettooget
tcagetoact
aazcategtgag
tttttccata
LOUCgla’TC
cgctctonty
agsgtggcge
tecaagqoetag
aactateqgre
ggilasacagga
ceraactacy
acctteggaa
ggtttttteg
ttcatcktet
gtcatgagat
agstcaatct
gaggcaccta
grotagataa
cgegaceeac
gagcgoagaa
gaagctagag
ggeategtag
L caaggegeg
ccgatogtre
cataarttote
accaagtcat
ceggatazata
tCggggleas
cgtgeaccea
acaggaaggo

coTogetea
caaaggogst
caaaagycca
ggctecgees
cgacaggact
ttcrgacoct
trtctecatag
grtgtgrges
ttgagiccaa
ttagcagags
gcracactag
aaagagttgy
tttygcaagea
ctacygygte
tatcagaaag
aaagtatats
tetcagagat
stacgatacy
gctrcacegye
gtaogtcetyge
taagtagtic
tgtcacgete
tracatgate
teageagtaa
ttactgltaat
tergagaata
ccgcgecaca
aactctlcaag
agtgatetic
aaaatgccgo

T {7
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LgactoIoTyg
aatacggtta
graaaageee
ceckgacgagy
ataaagatac
geegettace
cteacgohgt
cgaaccoees
gceggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tageteotiga
gcagattacg
tgacgetcag
gatctizace
tgagtaaact
ctgtceratet
ggagggctta
teeagattia
aactitatee
gegagiiaat
grtegriTggyt
ccocatgtng
gotggeogea
geeateogha
gtgtatgege
tagcagaant
galctiaccyg
agcatctiit
asaasaggga

ngeLsgeteg
tocacagaak
aggaaccygra
catcecaaaa
caggegtiic
ggatacctat
aggtatctca
gt.tcageecy
cacgacrtat
ggeggtgcta
tttggratol
tecggeaaac
cgeagasaaa
tggaacgaaa
tagateettt
tggtictgace
cgtteatcca
coatetgyge
tcagcaataa
guctecateo
agtttgcqcea
atggeticat
tgcaaaaany
grygttatcac
agatgeitit
cgaccgagol
ttanasovroc
rgtigagat
actticacca
atasqgqcga

CLOYQILOgRe
caggggataa
aaaagquonge
atcgacgeto
ccectggaag
secgeciiter
gtteggiyta
acegerecyge
cqecactgge
cagagttote
gegetetget
gaaccaceys
aaggatclca
acreasgtta
taaatraaaa
gttaccaaty
tagttacoty
ceagtgoctge
accagecagqc
agtctattas
acgttgrtge
tcagecLoogg
egattagete
Lcatggttat
ctgtygactag
gectecttgees
tozbeatbag
ccagttegat
gegtttcrgg
cacggaaatyg

gouggouyila
cgcaggaaag
gttgcotggcy
aagtcagagqg
cteoeetogly
ccoetteggga
ggtegticge
cttatengoh
agcagooact
gaagtggigg
gaagoecagtl
tggrageggt
agaagatoe?
agggattteg
atgaagrtri
crtaatcagt
actoceegts
aatygataccg
cggaagqages
ttgttgcegy
cattgctaca
rtcocaacga
crroggtect
ggcageacty
rgagtactca
ggcegtcaata
zafAcanLer
gtaacccact
ctgagcaaas
ttyaatactc

o
20
180
230
300
350
420
480
540
800
650
720
780
84
200
560
10290
1080
1140
1200
1269
1320
1389
14490
1540
1560
1620
1680
i740
180
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atacviesttced
tacatatttq
aaagtgccac
tcaqgaaatt
Lgogrtgrga
cgccaagetc
pacccageeyg
goaageages
geclggogaa
cracsagacs
CORA3TGYGLE
atactttere
arageagec
nogrtogtgge
asagetoegal
catcagago
cgareggaga
Loetetogate
aglittacott
cgotigctgt
cecgebibot
Leogagggrea
teottEtLnga
tretgatgloe
coanactgge
ggraasytic
tecgtocgoose
tortatottel
aagggcgatc
caaggcgatby
ceagtgaats
cegaggtaagy
gooastTone
cazoaansygs
aggaagtbkce
cgtencacta
tgggacageg
gatgggt.ceg
tccggaggee
ttecteates
gctglgoegta
Ltggegercat
gaasagatit
crittccaay
getgttgest
gggtaceLge
cgecLgaotac
Laglaggagyg
ctggaccecto
rttetgacaatr
gtgaggctac
agLgtatiLac
agsagLarec
aggctattag
aactrgtaaa
atatggagea
geatggacqy
rrebeootgac
cergigtaga
agugsytace
gtacottgyg
gtagttgetz
actgogagga

titescaata
aatgtattta
ctglatygcegyg
ghaagcgtia
aregggagcg
ttcagcaata
gccacagrery
AL egoCcAatTgy
cegttogget
gactbocats
ggtagcegga
ggoaggaqca
glioecoiLoog
cagocacgat
cttoacaaas
guoegattgto
acctgoegtgoc
agagcttgat
geagggotte
ceataaaacs
ctttagsgert
geoacnghtnLe
taatctcaty
atttrogsgy
catateggty
acodgagact
cggegtagtea
ataggtguaa
ggtgeggaca
“agrTgggta
gtaatacgac
gagqgecgettt
gelatcacaag
crLoegthet
coocogaces
gretegtgea
gecaatagea
ggggcggget
cggecattete
cegggeottt
actogortgga
cecaggeaaa
tgaaatocig
agaaggtcat
ttitgagrty
rggatLtrat
rgtigtottc
aagcraggcg
gggaatgaat
racagaggat
agaggaggct
reticaacag
catagagcaqg
ggtatatgoa
takcagygaat
tagggtggoe
ggtggttatt
caztaccaac
zaculLggace
gtytogoons
tatocatgtcet
catqetagig
cagyggocktet
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Etatigaagce
Gaaaaataaa
tgtgaaatac

taattcaga
gecgatacogt
Teacgggtag
argaatceag
gtcacgacga
sgcgigagce
cgaygtacoty
tcaagegual
agorgagaty
geTtcagtaa
aqoogsgotyg
agsacogago
tgttgtgcco
aatcratett
cococLgcgeo
ccaacettan
gococagtota
gegritieoe
tgeggactgg
celgacetyt
tegcrgaqgat
qtcatcatqe
ttatctygaca
ataatarcac
accttaaact
tertogotat
anrgocaggat
tzactatagg
teocaaggea
tggestotog
vepTIgacns
gcagotagoy
gatggacage
gei.btackec
cagggaregy
geaggetica
ctecgageatg
acagagetch

cragictgr
tggtgagelty
caagactttyg
tataazggat
ggccatgoay.
cgl.cocgeceg
gegygcgycag
gtigtacagy
ggy«agagac
aggaatctag
atcaaggata
ctgaccacty
aagytggeac
tgitgotaca
tttagatqgta
atgaatgtaa
ettatectas
gatgtaagag

zazagoaygs

gaggygtazact
aaaageglioy
cagatgetga
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acqgtgaagec
cacctgargyg
tattgagtag
gggatceght
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aacaggtgaa
wceatteoget
tatarasatg
ggctgecace
ggtecacgty
agaaatcget
agtaatockc
cegataacee
cgazagaate
wetranetue
ggcggeserg
gyaciegaga
gaagegtgeg
cogeeeotye
gageaaaget
ct.gtecatst
gegagetboeg
agQoIaooas
cagagygocac
gocttggoasa
cagtetagtc
auecatggoety
ctococggeat
LLnicacegt
cotagagatt
aatgaatgca
castagaate
gt.ccaaacte
agggattggt
acgtaggcay
gggrroatee
agasaacgga
goigaaqgaat
CARgoagoLgs
ag@gQaccces
atgcacggas
atccyagtan
catcaktaatg
gtggataatg
tagyggygety
geoqatgate
gacecacoysaa
gaatgggtig
actgccgacg
geocacacta
gcgogecootg
gohtacatgge
gtecggracyg
geogggagge
aatyTycgag
cgteocrgeg
atgeatqggoyg
acggeagkte
acagagigat
cetgstygtea
cLogegoaty
ggctgatecte
aatataaastyg
gaaagccagt
gacaaggcaa
atagctagac
ctoetggtaay
ctgatggego

ccakttatae
tatttgocag
Lacgcygcige
sgectocooe
aatigacate
&aacceoegar
cgacclggon
catacgatyge
ctaacacagt
sLaubetiee
TTggtysige
aaggreigye
agaatgocogg
e fotelots folelot ol

ctatctggec
geacgagact
9992gIcygq
AQERCHCAQS
trgtgtagey
aagegastes
a2Taaicaat
cgoecogaca
cogeriacag
catcacegas
tracrgott
attgToutty
acaaatitca
atcaatgtat
tacagagaac
gttreccatga
Lot ogYgyy
rurtrgecaqg
cattctagsa
Tarngtegyy
AcTCOgigag
ccaatgggga
Lecetggeca
agggoctoec
cgetggqgac
catgagtatt
accatticte
gtazaggaaa
cgggecatac
tgecgeteogy
cegoeecasa
ctgagrageo
gotgtcogte
ccusgaaceq
ccacascggt
agesagggLe
casatceagy
gtastacggt
aaggtttaca
st.tattgaca
gataaagtlet
atgaccaceqg
agooacngey
tcaggeacga
tccgragaaar
aacgcaagec
cgagegghot
gttgggaage
agauggatcaa

ES 2309 578 T3

agtercacyt
taatacagca
gtgtocaaal
aagegcgaca
cogeacacgt
rTacgoccasa
caszacatasqg
asaggraacs
agctgatagye
atgkecatcce
agcaccoatot
gargaggaadg
qcotecggag
ggaccraces
gctgooocaa
agtgagacyt
gaacttecty
cagtrggogn
ccaagtgooa
cetarceggt
gtcogagoie
cocgocaaca
acaagctgtyg
acqgcgogagya
taaasazCot
ttaacttgtt
sgaataaage
cttatceatge
qgtaggygty
cacccagtct
cggggcetate
retrgatggce
gbgtteottts
gggerttgan
ggacatggat
agcecaggte
cccaatcagy
tgagggtaets
cectecgtagte
cecgeagLta
raaggetegt
tggtcococeat
ctgtagaaty
aggcttgeag
ceoegoecLor
gerattgone
tgocgagggta
caazqggasaccet
agcggogaag
gacgeegetg
gergoottoy
tatccacaga
cctataaaag
cgccggagacyg
cecogtgaact
atatggecaqg
aaaatgacat
gartatcaaa
ggtgetgace
caaagagaaa
tatggacage
cctgoaaagt
gctetgatca

ciclhitattg
gattcgeaaa
caacatcoaat
cngoasthag
teccgatcag
tagecasgda
rgoccaaale
cgtgucsags
catgasagogg
caasttoocs
CCagQareLg
aggagaacag
gaccitocqgyyg
stroccages
aggectacoe
yetacttecs
actaggggay
ctaccgglyg
goggggelge
agaattecgog
gaatacacLc
soogotgacy
acngrotecy
cagecoggatae
cozacancic
tatlgeages
attettitea
ctggatacgaa
gtgccgagac
Toceceatet
coogeceaga
ataaachkicy
cagatcrye
QEUagTEd Ln
cttcagiygly
cocccacgtgy
aacLyogaac
gggttecgoy
tgcgaagatt
ctegeoggre
ggtgggatte
gtagiatgga
tacagggqggg
aatgcggaac
ogoaccogeoc
acageccecate
ctagtgagac
tecogactta
atzogagtaa
cgtttcocongg
aaaaggegea
atgagyggat
agagagecoqt
acygatggty
tLacclggry
tgtgeeqatce
Casaiacygoe
aaygatettc
ceggatgaat
aeaggtaget
aagcgaaced
aaactyggatg
agagacagga
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catacgetos
ctractgaac
Ttreactcata
saatggLags
tegetgoata
gtacacceet
geaaguaygoc
geatooooeyg
CETogOaoans
jodetinls fodafod sk atel
anognLogtL e
coogguagan
cgzocgocec
LoLgagocca
goticzattg
tttgtcacgt
gagiegaagdyg
atgiggaatg
tagagogeat
cecbegacga
cactatoget
caccotecacyg
ggagergoat
ataatcagen
ccoctgaace
rataatggrt
cragoatiets
getotagago
cegagtocoee
tgygagacaat
gteatacacc
ggagttragt
ctortganaa
cracagagas
Lefagegeca
gtratgoocgt,
gogecacygga
FAGCYCoCoe
geetitetoc
aggtiagggt
cgetggetag
aggtececayg
rorcgagaac
acecgegedgg
stoooayggod
geggteggcy
grgeoggette
ggggcggacy
eqgotgogaac
azocacgooc
aczCcCaacca
azsgragyaa
tategictygr
atccceontgg
grgcatarcy
tcogttateyg
attaacchtga
acchagatco
gtcagctact
tocagtaaer
gaattgccag
getttatoge
tgaggatogr

gctaaatgrt
caatcrhety
Tacagacaegy
ztgargtgeea
aatactggag
geuacakbic

agutogcaag
aaatgaagts
Toaacgasogs

COCCeLoagl
caagqeyuaag
cteagogaty
cotgracgas
Lggogogasy
tgtgegagge
uctoecagact
cereagrgge
cotasctyg
cacttgtctg
gLgreagagy
aveccacatt
Lusaacatae
arasarauac
cttgrggo bt
ggccaacttc
coctacteat
gaggatiict
aaatttctgt
taaaasatey
rocagnggh
QUlidlayen
tettoaqQqage
ggeggagaggy
cegeotnote
taatggtaac
ccatggacac
tazaaaatcag
ggtocacagg
ggaacatgoyg
gagggagccg
caggaacagg
gotgereteg
cgergooatt
cgttigicac
aggaasgogte
ggacgtyasay
agagcagoed
ttaataacta
agaacatgqgt
trgtggacgt
cocagtqrac
gggatgaaag
gggaagaayt
tgtictggyg
ttzrcacqata
gggelatetg
t+taratagogrg
ctgyggogec
cgccaaggat
ttaegecatgat

650
720
TE0
840
a¢0
960
1020
1080
11A0

ey
RRras
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1320
i38¢
1440
1500
1580
1620
L0680
1740
1800
1H60
2929
L9840
A040
2108
2160
2220
228¢
2340
24G0
2460
2520
2580
264,
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3080
3120
3180
3240
33469
3384
3420
3480
3540
3600
Jos0
3720
3780
3840
39050
3860
402Q
£08C
414C
2200
4260
4320
4380



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tgaacaagat
tgactgggea
Jggycgaccy
cgaagetaygey
cgttatcact
ccigteatet
cotgeatacy
gogagcacgs
Lcaggggcto
ggateLogis
st Litetgga
gtogeortacs
gotizacggt
gotethtotga
gtgeggtat:
attrgtttat
taaatgeite
cttantoceoct
azzgtaaasayg
aacagcgygis
tttaaagtts

tagoogca
cat:ttacgg
aacactygcgy
ttygcacaaca
gecataccaa
aaactatiaa
gageccgcata
gotaataaat
gatqgtaags
gaacyaaacsa
gaccaagttt
atectaugtys
LLuiaTuga
cLacgogtaa
coggatcaay

ccaaatactg

ceguctacat
tcatgtetia
tg&aacggagy
tacctacage
tacceggtas
goetggtate
tgatgetegt
cteocrtggget
gtggataace
gageygnageg

ggattgoacy
caacagacaa
gttettitryg
cggetateot
gaagcggdaa
caccttgeto
ctrgatcegy
actcggatgy
gogaoeaguey
ghygacccatg
ttocategact
cgtgatatiqg
atcgoegete
attattaacg
ttacaccges
trttctaaat
aataatattqg
tttttgogse
atgotgaaga
agatecttaa
Tgctalgtyy
tacactatte
atggeoatgac
coaacttanct
tggqgggatca
acgacgagey
ctggogaact
aagttgraqgq
crggageeyg
ceteocgtat
gacagatege
acteatatat
apatnckti‘-—
COvCafastl
Tetgotgoett
agectaccasc
tocktctagt
acctegotot
ecgggttgga
gtregtgears
grgageiatg

gcggoagogt
tttatagtce
caggeaegsy
trtgerggec
gtattacoge
agtcagtgag

<210> 11

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2309 578 T3

caggtteroce
toggetgete
tcaagaccga
goorgacea
QQQaCtQGCt
ctgocgagaa
cracosigoee
dagecoahel
aactghtcac
gcgatgoat
stggocgger
Ttgaagagoer
cegatiogoa
cttacaattt
Ltacagatgge
ACaTTCAART
azsaayggaag
attttgoets
tcagttogge
gqagttitege
tgeggtatte
tcacaatgac
agtaagagaa
trbgacaacy
tytaactege
tgacaccas
acttacicts
accacttcte
tgageglegy
cgtagttate
tgagataggt
acttragatt
tgatastcke
cgLagsaaay
goaaacasaa
tcttittceg
gtageogtag
goraatoehy
cicaagacgs
acagocoage
agaaagogos
cggaacaggea
tgtcgggttt
gageeratyg
titrgeLcac
ctttgagige
cgaggaaccy

ggeegottgy
tgatgecges
corgtoegal
¢ gacgggegtt
getatbtgage ¢
agtatccatc
anLcgaccas
Lgregatcag
caggctcaag
ctrgoogaat
agglgiagcy
tggcggesaa
geggatoged
cetgatocgg
actttteoggy
atgrateege
agtatygagta
corgtiittq
cracgaqreg

ccegaagaal ¢t

tecegrattg
ttggttgagt
ttatgeaghy
atcygagyac
ctrgatogte
atccctgtag
getteooeggo
goctoggecee
tctegeggts
tacacgacgq
aqoetaastga

gatttaaaac tt

zhgaccaaas
arCasdggac
adacoacogs
zaggtaactg
ttaggopace
ttaccagigy
tagttaccag
ttggagcocgaa
acgstocecy
gagegoacga
egezacetot
aaaaacgroa
atgtictite
uctgataccy
gaaqg

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Cebador V206
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aaslgtgot
teatgagaca
tecaasattt
creacceags
gttacatcga
tticcaat
angccQgula
acreaceagt
ctgccatasns
cgaaggagct
gagaacoyya
caatggoaac
aaceattaet
ticegootay
teattgrage
ggagt.caggce
ttaageatto
cattitta
regetTaacy
CTICTTgage
tacecageggt
gsticageay
acticaagaa
cratiygicag
atazggcges
cgacctacac
a2agggagaasa
gggagetice
gacttygagceg
gceacgrgge
ctgogrtate
ctegocgeag

T aadstygy

tatteggeta
tgtoagegea

c aactglaagsa

crgtgztegs
ggeaggatct
caatgcqch
: atcgeatogs
Zoaaagagea
cogacgoega
nﬁg
aguacatago
gorteotey
“tctigacaa
Llaggratet
cqgaaceosct
ataaccctga
cegtatogoed
aatg
actggatcte
catgageact
agaucaactc
cacaqanaaq
catgagtgat
ascogetitl
gctgaatgaa
aacgtogege
agacstggatg
crogetbalt
actggggcca
aactatagal
gtaactgtca
atttaaaaqgy
tqacttttcg
uv'—L\th\-
ggntthttg
ageqeagata
ctctgragea
rggcgataag
gegytecyggec
cgaactgaga
ggcgyacagy
agggggaaac
tegattitig
cthtttacgg
cocetgattaot
coyaacgace

I -
B859CT

4440
4500
£560
4620
4680
£740
4830
£840
4820
4980
55640
510¢
5160
5220
5280
3340
3400
54¢e0
L wAt
2580
540
5700
360
58520
H88¢
594¢
€000
606G
61290
€180
€240
6300
6360
o4 2¢(
5480
6540
6600
6660
612¢C
Y214
6840
£90C
6560
1020
7080
7140
7174
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<400> 11

asactctcgaga cecoeotgta cattcta

<210> 12

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador V207

<400> 12

googtiastt TTaggiattg ghtagadg

L84

<210> 13

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador V208

<400> 13

cacctegagt coggatiasg atgaasy

<210> 14

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador V209

<400> 14

ccagtteaca caytgaaccal ttatacag

<210> 15

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador RT

13

27

27

27

28
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<400> 15

gectttgaga grractetbtt g

<210> 16

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Cebador ADNc 1

<400> 16

dgaacacigia cgynaccage art

<210> 17

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador ADNc 2

<400> 17

gectttgags gttackettl g
<210> 18
<211> 8681

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Plasmido 60E
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21

23

21
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<400> 18

agecgeccaat
acgacagyls
tcactcatia
ttgtgeygcgy
geatt.esacco
artegeoert
gaacttgggg
ctegglggee
GRCICaaCac
ggrabigter
cgeggatgss
caggetggtl
catcgtaecek
cctrggacat
graggaacac
saaacacten
agtryocgrn
vgllateen.
cattgLoqeq
ggcatttent
aaaaggracs
catagaaget
aatiggggec
gccacatatt
cggeeoogtt
actrgcasts
ccectggetyg
caagctcatt
tggtcattaa
cootctttas
ctgoatacag
griccalggy
ctoogteggt
cacaacnget
ggttietbey
ccetdgegly
caqgattcaas
gtaatectee
aaarcaagag
czaacacten
sotoegoael sl
geeacgcaty
ggagcaygage
ggcgcaqates
cgggtogety
ggacctggea
gataggoygg

dcgoaasccy
tcocygactyge
cguacecoadg
ataacaattt
toacianagy
Zatcttaage
gatggyytey
tatgcgacaga
vgtgeghtiy
cotbeegigt
ggecageace
cotaatalygy
cagcacctie
qetrtoggys
coceetacty
ccaggectg
cgageagaLe
aatcasated
CaCLeTgyan
aattgasges
goooegaacs
tacacegtgh
agiaaacctt
tatcatgeta
foccagaaatyg
tggeetaagr
cagecegtaa
agcgcocaatta
Jetaaaageh
ceceettiage
ttoagecace
ctoigokect
atratcgeeg
atccacagat
ctccatitat
gaaaaatcla
Jaarcaaaca
ttaattotge
gtactgitag
caageetece
ttcecggaaaa
gagcgcaaaa
caggogagay
gaqgatctas
-cagggtogct
cagogesges
gtiigtglca
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cctotoceey
saagecggos
getttaract
cacacaggas
aactagtoos
Tgeogoeeey
ggaaazgyea
grtygccagece
attetgtent
tatcotcaat
aagtegategg
traccgecac
cagatcttca
tcaageaata
tracesaaat
cgagagtgge
agcatcohoag
&CECLLLTC:
ttacecteayg
crgotetigg
cttacatcgg
aggateaagqgl
acaticataa
catctaaage
tageaacaay
gecacctitg
gtggioaget
tcctigatet
agattcetixg
ceergeocat
tgtacaacat
geogeegacy
ggcggacgya
geatgycoay
cetrrataaa
aagtcingat
gctcaccaca
agacraactt
agoctotgite
tgetogacat
sasaaatygaa
ceeteticga
acecgeoogay
atocggtarc
cggtaticga
cocgactgtat
teatagaset

cgtgtigues
gtgagegesza
tratgotte
acagctatga
geaaggbitct
acgtiggeiy
gazacqogsy
TEugacsgaa
tttartyeeyg
ctgtatecic
guctcaycte
actegeacqy
tggteatgte
tecttzagigtyg
s Lo 5 Do fo 2 0 Lt
tggctacgte
aagooetote
CLAgUBEIGAL
acaggaracce
ggugacacac
Tecaggottc
tagtatigge
taacsacsce
ccacectate
toctgatatt
catatatect
gctciatgga
gttgaasaqgt
cctectoigt
cototglaat
toaticeoga
coctggeiies
agacaacaql
aaaatccays
actcaasaas
gaccttetet
ggatticaaa
tgcotgggat
cagcaagtia
crittecLoct
ataaacaaca
agttcrgoga
cogeagtage
gatetaeage
ggozacacgc
ctgegigttie
asagacatac

15

gactcatiaa
cgcaattaat
ggctogtaty
ceatgatbac
ageectgeag
cgagoeetgy
cgratTgoos
seasgogttt
tcatagege

atcgctagayg
gtcggloaca
tergecaccig
aaaraceeccy
actcaaattg
geugatcagt
aatgotetic
ctogeaatto
GTaACIRCAG
caaggtacac
caccooctto
cacacaggta
caggaaaace
gtecatygcea
cteegtatet
tacaagtitty
astagoetce
atacticliygc
aatacactcea
agcretcacaz
tgtcaaaatg
ggytocaggc
toctgeigot
ageaqggegat
aggtaccoce
goaacagcag
tggaaaageg
agotcticaa
gagoococacs
cgcacagoay
cgagoggyts
2RACCIRACE
CLgCacacsy
gcgeaggtet
acqetagttoa
gtcaccrtaa
gaattegoea
agatatatt:

cgragoLgac
gigagtiage
ttotgrggaa
gecaageLesa
gtitaaacga
acctteacce
ceaatgqgagr
ELyEzaCasars
gotrootrec
ccazacteay
Lecageatca
gtgeggguet
ticaggtioe
cattggteaag
atgttatget
ageaggtgac
cecacatacea
Toggangees
ofticadaga
cagcagragt
ttgttaaace
gtacegeraa
agcaceeesy
atect.ccacct
ctoateitge
{cazaatcat
gcocageagat
geacgatate
geaceceget
cgtoicagtt
cggetetegy
gctgetgetc
tettgbgteot
cgstcagatg
cocgeagegey
cetggtgace
aticecact:
gaaacctcea
aazaatettce
tggaccaceg
asagcgaaac
acagicaaat
ggggaagaga
rget.gtiaag
tatgecgaagt
atgacaagac
cttocgogaa

£0
129
i8¢
zZ4C
3¢
360
42¢
380
54(
0
60
128
T84
g4c
80C
26C
1620
105
11490
1200
1760
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2320
25B¢C
Zhat
2700
276C
2820
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caccgcsaqge
getootgway
gtttgtoged
ctoccggtzat
cattgagoet
gagragaccyg
grtacacee
coeggsgoT s
agagtattic
gaccceoygeg
Tagectacsyg
saacattare
caacacatge
aggttgccca
gactetcacy
tgrgttagasn
tyatgoeggy
ctoeggttet
aacaCaaaat
cCaccaciLe
gtoctcatsr
taacaasqgaca
trorteatoct
toccggtacaa
tgccgogaaa
atceccttact
ttgyguatelt
aaatgygctag
ctggogyoca
cowggigieg
Ttgaggaact
agagacgact
gaacaggqges
goL oty
tgcrattgor
ttgtcacagia
aagegtegon
cgtgaagaat
ceagecgogh
ataactaaty
acatggtacg
tggatgtaca
grgeacgtot
atgaaageLyg
asagaagiggn
tctggyggaat
tcacgtagaa
cratctggar
catggegata
gggegeestc
taaggatcLg
gcatgattga
teggctatga
cagcgeaggyg
tocaagacga
tgcetcgacyy
aggatceltoot
tgcgooggot
goategagey
aagaqeatca
acgycgaqgga
atgygcegett
acatagcgtt

aaaggeygage
toectegoege
caacgyacgs
atcaccygeay
aggacceagn
aaaaggtcac
googaccasa
ttotgogtge
gtracttecoo
agarecgaag
sgeoattatat
teacecttia
asccacaggt
ggctcagttas
geaactgott
gFgacegaagt
cgretecagyga
ggctegggat

ctttasace
tatcarccac
agrasagoyga
tgoaaccgty
cghegicact
gactggoeat
ggtgadgcgg
gcaccgocaa
cgggggrcegt
gsygtggaay
tetettoegnt
gageggcteg
cactgGIatat
gecgacytge
cacactaccg
gouocotgely
cuelggocqget
cgycacgecg
ggggggcaca
glgogagae
ccctgogcaa
catggoggra
geagtttaag
gagtgatatt
gotgtocagat
gecgeatgatg

wgatcteage ca

ataaatgtca
agccagteog
aaqqgaaaac
geohagactgy
Tggtaaggty
atggcgeagg
acaagatgge
cigygaacas
gogoooggt
ggeagegegy
tgtcacteasa
gtcateteac
gratacgolt
agcacgtact
gaggctooog
tcetegtogtyg
ttetgoatie
ggcracooegt
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ascggygoeac
ctcegogtga
tcagegteag
tegrgoeggat
gagocecogtey
actctagggge
CCoCCaceta
cegtggocan
cotecocoeyg
acteatitgy
accecittaag

ttaaacttac 4

tracaczctta
geaagtoete
taatggggea
cacagetate
tagcaguige
caggctcagy
aga&aaceqgr
tgceczacaat
acacataata
cCoeggggige
gggtggasag
agaaacegga
ctecgasgaa
cattacagag
cacgloctaag
attatcagec
agtaacacct
qaggagaaaa
azatacacta
getooggagyg
Fad of o1 845 L odv Tatil o
LGGOETOCEot
gtoocgtctgo
cgaacegtas
caagggtage
caggglagge
acceagggot
ataccggttat
grttacacet
attgacacqe
aaagtotooe
accaccgata
cegogaasa
ggcabtaagat
cagsaacggt
geaageycaa
qeggttttat
qgygaagooot
ggatcaagoet
ttgocacqgrag
cagacaaktcg
ctitttgtca
ctatcgtoge
qcgggasqgay
cttgcieotg
gatccggoia
cggatggaay
cragcogaac
acccatgygygoyg
atcgactgtg
gatattastg

ggggatgaag
caagatagtg
cogogtgans
gorocagagn
cogeogagyge
gugrgacceg
cacggaqyygc
caagaccaan
cgtoaganas
BTEREOTAGA
cacoyoecca
teaacLeat
Tggcciggyy
gatacattcc
cagegyggecc
cgtactacta
cattttagga
wtcagacaca
aaasattaaa
tttocacttac
rotgggtoce
tocacataat
cocageotoygt
cucaagecLe
TcCqgeoqecyg
toggeaazas
roategaget
aghacoctcti
cogLogeagsa
ctetactoge
racgtcagot
sttgeagaat
cgootroago
2LTLgeisacs
gagggtacte
ggaaccLtoe
agcgaagatc
goagetgogh
gectbgoaaa
ccacagasto
atsaaagaga
cggggcgacyg
grtgaacttta
tggeeagtgt
atgacatcaa
tatcaaaaag
getgaceoaeg
agagaaagca
ggacagceaay
geaaagtaaa
ctgatcasaga
gttctocage
gotgeLciga
agaccgacct
tagocacgac
actggctget
cogagaasagl
cocraccceatt
ceggtotogn
tgttocgooag
atgoctgebt
goeggetagy
aagagetiygyg
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cagetgegon
tacectgtgee
eagcteogioc
ctgtocacgt
ggogocyaee
cetgagtaag
ggagaagigs
mazcgagecy
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acrgag‘gra
tihgecaticte
cgdegggtay
ggacgtotia
asaaaaattsa
tgtagacasa
cograrroct
ctaacacaan
ggcadglaay
tcbgekeooge
goggasangt
totgegaaac
ggLgaagugh
cgatcagory
taatatgtet
tggcactaeaa
gactataact
gcggaﬂcacv

aoegoeoctt
CUICaLLgen
gtgagacgtyqg
cgacttanag
cggylt.gacge
ttoeccggaac
aggcgcaace
aggggataac
gagecogtLat
gatggtgate
cceggtggty
geeggtetoe
aaacygcaait
gatcitcace
qatgaatgtc
gygtagecttgco
cgaacoggaa
ctggatgget
gacaggatga
cgortigggtg
Lgecgeogry
gteecggtgec
gagogttoct
attgggegaa
etoccatealtqg
cgacsaccas
cgatcagyat
gt oanggeg
gocgastats
tgtagscggacs
caggegaatgq

actcoctgaa
segtoctgal
sgcagaaggl
atazgygtees
gggggLeige
oggocegesa
trtaagaggat
ﬁct:aqaatq
cegnttazgc
TarrTaagal
Telgraagu
aagygsotiae
toaagicoas
UachCCPcc

cruaggagy
Lagacacagg
cicttgecaygy
saaaaatcac
ccacaccaaa
catgecacag
cogotgaran

CLICLZacCs

etegatcace
ctgeioggas
gagraagtea
cgoohontog
eggLyagrtca
glocaaaaga
cactoteagt
gagtggoete
cgagaacgay
gogogggeay
cooggoeqget
QLeLEnges o
cogqrttoeqgt
geggacgags
tgogaacgga
casgoooagea
ccaaccatta
gcagyasaga
cgretgtttg
ccectggoca
catatogggg
gitatcgggy
gaccrgatgt
tagatccttt
agctactggg
agtgggchia
tigocagetg
thetegaonoge
ggatoegittc
gagaggetar
trcoquntgr
rtgaatgzac
tgecygceagetyg
gLaccggage
getgatgoaa
qrgaaacaic
catcrggacy
aggatgoscy
arggt.ggaaa
coctatcagyg
gctyacoges

2880
2940
3008
3560
3129

3180
40

4080

4140
4200

A58
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4380
4440
4500
1580
4€290
GE80
4740
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4560
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5820
3C40
5160
5160
5220
5280
5340
5420
5460
5520
55880
5640
57100
5760
5820
5880
5940
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6CeD
6120
6180

40
5300
636D
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5480
6540
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-tgacg&gtt
sgeatcetyle
zaccectatt
agcetgataa
tgregeaent
aotggtgada
cgatorcaac
vaguacttlt
CUAACTCICY
aga&asageat
gagtgataac
cgettoittyg
gazatcgaagoo
gLt gogcada
crggatggag
gLttattgot
ggggecagat
tatggatgaa ¢
acLglieagac
Caaaaggate
grtiiegtte
terutttony
trgttigoog
gcagatacca
tgtagcaccy
cgataagLcy
qLeygeyonga
acrgagatac
ggacaggtat
gQggasacgoc
attttitgtga
tctacggtzco
r"atv\ [ ‘b -,»c

ascgaccgag

t ttavggtate
ciictgaatt
cggtatitos ¢
tgtttatter
atqctteoaat
atreactttt
gtaaasgatyg
ageggtaaga |
azsgttctge

Taoegeatas
curasuyaty
actgeggcca
cacaacargg
atgnoassang
chatraanty
geggataasg
gataagicty
ggteaagooct

sgazatagse
gaagttiace
taggtgaags T
cactgegeglh
agogtaatet
gatcaagagl
gavachtguce
ccracaieee
toicriacey
acauggyatt
ctacagegty
coggtaagng
tggtatstts
taetogtoag
ctoggetttt
gATEaCoHLE
cgcagegago

<210> 19

<211> 5428

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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gazgctoooy
a‘taacgctt
ﬂﬂquatan
tctaaataca
aatattgaza
trgoggeatt
cxvaegatru
1. Cﬂ l Ja\—c:g
LE&ELETgylec
aciatLcLca
geaboasast
acttacttce?
gggatcatgt
acgagngica
gegaattact
ttgcaggscc
gageeggtaa
ccegtatoegt
agategoryga
cetacatas
b-t-—y--—
cagauuccqh
gekgetbyea
taccaactey
tzctagtata a
Lcgetetget
ygtiguacic
cgigeacaca
agrtatgaga
geagggtegy
avagteotgt
qu@IGITIGEG
actggeottl
LTaneqol Tt
cagrgagcga

-
e

Cagcy
acaatttcect
aggiygoach
ttcaaatatyg
aaggaagagt
stgoscttoct
gttgyggtges
TILLegooen
gytatiates
saatgacity
aagagaat.lia
gqacaacgata
aactegactt
caccacnatq
actota '}C

acttctgogs o
gogtgagict
agttatetac
getaggtgee
tragatrgat
a Laatoteaty
agaaaagasic
aavasasddd
tLtiocgasyg
geoogtagtta
gatcctgria
aagacgalaqg
gooecagollyg
Zagcgeeacy
zacaggagag
cgegtttegn
cctatggaaa
tgctcacaty
TgagIgay L
gyaagoggaa

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido 36E
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catcgoeckic
gatgoggtat
ttrcggeyas
tatcegetea

atgagtatic aa

gttttrgore
cgagtggyst
g&agaacgLe
cgcattgacyg

qgaggaccos
gategregoy
cetgragoaa
LoCoggtas
qQ‘ C—ut

cgcggtatha
AnGacGgues
teacLgatta
TLaRAGCLIC
gocaaastac
agaggatetnt
cracegotac
GLaactggeot
ggocaccact

cagtggoerg
traccyggata
GAGOHaRCHa
cttocegasg
cgcacgaggyg
cacotetgac
aacgccagia
tretttooty
GALESCHOLS
g

tatpgectic
ttectontia
atgugcaceqg
tgagacaata
satitocy
acccagaaac
acptegaact
treeasigat
coggycaags
sacoagtoas
TCAnAETTET
ayggayclaes
aagcygosget
tggoaasaac
saTTaataga
© cggolggety
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattagts
ativiisalt
ctoascgtes
ctigagates
cageggtygot
1CagCAgage
Tocaagaacta
ctgocagtoy
ageogeagly
cotacasega
ggagaaaggs
ageriecoaqy
ctgagogts
acgogoocit
cgitatecee
FUCGCEYUTY
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<400> 19

tetteogets
tcagoteact
aacatgtgag
tttticeata
tqgcgaaace
cgctetcetg
agegiggege
tccaagclgg
agctategte
ggtaacagga
cctaantacy
accitoggasa
catreitteg
ttgatcizet
ytcatgagat
aaatcaatbet
jaggiacota

coetegencac
caaaggceggt
caaaaggeca
ggckecgoes
cgacaggact
tteogaceet
tticteatag
getgtgtgea
Ltgagtccaa
tiagecagage
gcetacactag
azagagbigqg
Litgeaages
sracqogogte
tatcaaaaag
aaagiatata
tcicagecgat
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tgactcgeiy
zatacggtta
gcasaagece
cecctgacgay
ataaagatac
gocgettace
sreacqstgt
cgaacecoes
cocggtaaga
gaggtatygta
aaggacagia
Tagetettga
gcagatrtacy
tgacgelr sag
gatettrace
tgagtagact
ctgtciatit

cgoteggieyg
tccacagaat
aggaaccegta
catcacazas
caggegtite
acatacetgt
acggtatctea
grtrageeey
cacgacttat
ggcggrgata
titggtatct
tecggcaaac
cgeagiaasas
TOTAACARAR
tagatectt
toctetgacs
ggttcatcca

18

“reggetgeyg
cageygataa
&&8aa9gCeyc
ategatgete
ceoctggaeg
cogectetet
arteggigta
acegot.gogce
cgecactgge
cagagtictt
gogetoiges
aaaccactge
aaggatclce
anLLACaTL 2
tasattaasa
gttaccaatg
tagtigeeta

gogageogta
cgcaggaaag
gtltgeiggey
gagtcagagg
stecetegty
cecttoagas
cgteogticge
ctiatenggt
ageageeact
gaagtgstay
gaagceagtt
tggtagegar
agaagarcct
acnaarTtig
atgaagitit
ctiaarcaqt
acteoecgle

60
12¢
180
248
300
360
420
485
249
£00
560
720
780
gan
520
860
1828
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grtgtagatas
cgagacecac
gagcogecagaa
gzagetagag
ggcatcgtgy
tcaaggegag
cegategtty
cacaattcte
accaagtcat
coqgataats
teoggggegas
cgltgeaceca
acaggaagge
atactcttce
tacatatitg
aaagtgscac
tcaggaasatt
tgogoetgcga
cgoeaagete
caceocageeg
geaageaggs
geotggegaa
cgacaagace
cgaatggyca
atactttete
atagcagcca
gccategtgge
acagaicggt
catcagageca
cggoceggaga
totettgate
agtttacttt
cgottoctgt
CCTUgCTLLEL
tecggggtcea
tectttttga
ttttgatgtc
geacacstage
ggtaaagrte
toecgtogece
tetetetttt
aagggcgate
caaggcgatt
ccagtgaatt
ccgggtaggy
gacacttgge
cgccaaccgg
aggaagttce
cgtctcacta
tggggcageg
ggtgggtecyg
tceggaggee
tteetcatet
gatggtgetg
ggatgacaty
ctatcageta
gttacectttg
trargtitgyg
gtgggegtea
cgtgtygeggg
gtcgegcttg
tttggacacg
getgtattac

ctacgatacg
gctcacegge
gtggtectge
taagtagtte
tgtcacgete
ttacatgate
tcagaagtaa
ttactgtecat
tctgagaata
ccacgesaca
&actctcaag
actgatetre
aaaatgeeyge
tttttcaara
aatgtattca
ctgtatgcygy
gtasagocgtia
atcqggageg
ttcagqecaata
geecacagtey
atcgecatgg
cagttcgget
ggcitocate
ggtagecgga
ggcaggagea
gtcoetteee
cageceacgat
cttgacaaaa
gqoegattgte
acctgegtge
agagcttgat
gcagggettce
cratazaacce
(=100 = oy ot ol
gcacogtiee
taatectcatg
attitecgecgy
catatcggty
acgggagact
cggegtgtea
ataggtgtaa
ggtgcgggeco
aagtigegta
gtaatacgac
gaggegettt
gctacacaag
ctecgtrctt
ccococogecee
gtctegtgea
gccaatagea
ggggcggyct
cggeattete
ccgggeoettt
cagcaccage
gaagacygacy
ctgtgttacg
catcgtatgyg
gecaggttqy
ccgqggttta
atgttaatte
ggggagycgy
cagegegtac
tgycaaatga
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ggagggctta
tecagattta
aactttatce
gocagttaat
gregttiggt
ceccatgttyg
gtitggeegea
gccatcogta
gtgtatgegy
tagcagaact
gatcttacey
agcatotttt
anasaaggga
ttattgasage
gaaaaataaa
tgtgaaatac
atzattcaga
gcgatacegh
tcacgggtag
atgaatccag
gtcacgacga
ggcgcgagee
cgagtacgty
tcaagogtat
aggrgsgaty
getteagtga
agcogegetg
agaaccggye
tgttgtgece
aateccatrett
coectgegee
ccaaccttac
geccagteta
gecgltteoce
tgeggactygg
cctgacattt
tggctgagat
gtcatcatge
ttacctgaca
ataatatcac
accttaaackt
tcttegotat
acgccagggt
tcactatagg
tcooaaggca
tggoeretygyg
tggtggceee
gragcetegeg
gatggacage
getitgetee
caggggcgyqg
gcacqgettea
ctcgagtecg
agcgeogeca
aagalLgatga
atfctticga
ggttatcgge
aggatgactt
goegatttete
acgtggacetr
gtggcagcee
atttttatac
goegaatggaa

ccatctggcce
tcagcaataa
gectocatoe
agttrgcgea
atggctteat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgcttit
cgaccygagtt
tiazaagtags
Ztgitgagac
actttcacca
ataagggega
atttarcagg
caaatagggg
cgcacagatyg
agaactcgic
aaagcacgagy
ccaacgetat
aaaageggee
gatcctogee
cctgatrgetoe
ctegetogat
geageegooy
araggagate
caacgtocgayg
cctogiettyg
gecoctgoge
agteatagec
gttcoaateat
atcagatect
CAgagggeyc
gctategeea
tegrccagat
cttictacgt
atattcccea
cagcgacttc
gecagettie
gcagacgtgce
tetgtacate
googtacgta
tacgceaget
tttececagte
gocgaattgaa
gtetggagea
cetogeacac
trcgeogeocecac
tocgtgcagyga
accgetgage
ttcgetotet
ctcaggggeg
agsaqcqgeacyg
gattaagatg
acaggaagey
cggtcttcag
acttcattte
ttgccacctyg
gaatgtggea
tecagtattt
geacagcaqy
ctgtctgtat
agaagattag
acatttagcg
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ccagtgetge
accagecage
agtctattaa
acgttgttge
tcagetocegyg
cqgttagete
tcatggttat
ctgtgactygg
gctTtiygooe
tcakrcatcgg
ccegtregat
gegtttetygg
cacggaaatcqg
gttattgtet
ttccgogeac
cgtasggaga
aagaaggoga
gaageggtca
gtcctgatag
attiteccace
gloggocaty
ttogtoccaga
agcgatgtttc
cattgoatea
ctgccecgqe
cacagetgey
cagtteatte
tgacagcogg
gaatagecte
gcgaaacgat
taggcggegag
cccagetgge
totaageces
agooCagoad
gaaaaggatc
gaacatcagyg
tteccegata
atccccgata
acrggecagqg
cacaaacaga
taggergege
ggcgzaaggy
acgacgttgt
tttageggee
tgegetttag
attccacatce
cttctactee
cygtgacaaat
aatggaagcy
gggcteagag
qg9gcgggege
tetgecgeas
aacgacgage
gagcgcgadag
atgocgacge
gggggatgcyg
gectecttoeg
ggggtgtact
atgcagegac
ctaccattou
atgaggaaaa
ttcagtgagt
gagcgtatge

aatgataccy
cggaagggec
ttgttgcogg
cattgctaca
tteoecaacga
cttcggteoct
gycagcactg
tgagtactca
ggogtcaata
&28ACGLLICT
grassccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagcgga
atitcoceega
aaataccgca
tagaaggega
goecattege
cggtecegeca
atgatattceg
ctegeetiga
Ttcatcctgat
gctiggtgge
gcoatgargy
acrecgecca
caaggaacge
agggeacocgyg
aacacqggogg
tocacccaag
cctecatectg
aaagccateg
aattocggit
ctgcaagcta
cLgacatcca
taggtgaaqga
ttaatggegt
agcggagacey
tgcaccaceg
gggatcacca
cgataacgge
aactgtigag
ggatgtgotg
aaaacgacgg
gegaatteta
cagcoocoget
cacceggtagg
tcocetagtce
ggaagtagea
ggtaggcett
gctgggaagg
cegaaggtes
tgtteteete
agatcctyga
aggaagttgg
cgcticatge
tktgecacgg
atttggceac
tcgtggcectat
cgatcgggaa
Laattgoygl
trgatgttga
ttgogaatet
fataaagaga

1080
1148
1200
1260
1320
1380
144¢
1500
1560
1820
198G
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2420
2460
2520
2580
2640
270¢
2760
2820
2880
2340
3600
3066
3120
3180
3240
3300
3360
3320
3480
3540
3600
366D
3720
3780
3840
3%00
3960
40240
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

Aoy
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4680
4740
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cgt.gagaclg
tattatactc
cgtactaagt
atcatgangg
ttagcagcgce
tococyggyyce
agaccagtec
toctalytya
e daagvc

tataaatggt
tatgttatac
sreccgtgte
tascqgat:
ccorettaac
atecgeract
cittagtgay
ad-Lgttatc
tegggoqaoet
cagtcggraa
> geteTgacats
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tcaccigtta
tctetaatce
ttcttatcac

cc agtagcaccg

aagccgaces
ccecgagetta
gitrtaattet
ccoteacaat

acqggatecca
tactcaataa
catcaggeqa
gccoeacqget
ccaccagegt
agattaaqgqg
zagstigscg
cagacacadl
ctaacicaca

a¢rIqoas

20

cgtcactatt
"gtgtcacg
catoctogec
qacaaccran
zgeggttact
cga attcgu

gtatac

cctgtgaaac
caggcratca
nettacageqg
aacactcete
taaacctgea
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