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DESCRIPCION

Construccion de dcidos nucleicos que contiene el genoma de longitud completa del virus de la hepatitis C humana;
célula replicante del genoma de longitud completa de virus recombinante que tiene la construccién de dcidos nucleicos
transferida al anterior y procedimiento para construir particulas viricas de la hepatitis C.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un replicon de ARN que comprende una secuencia de nucleétidos especifica, al
menos un gen marcador y/o al menos un gen indicador seleccionables, un procedimiento para producir una célula que
replica un replicon de ARN y produce una particula de virus, una célula que replica un replicén de ARN y produce
una particula de virus para cribar una sustancia contra el virus de la hepatitis C, una vacuna de la hepatitis C, un
procedimiento para producir una vacuna de la hepatitis C, un procedimiento in vitro para producir particulas del virus
de la hepatitis C y el uso de las particulas del virus de la hepatitis C producidas.

Antecedentes de la técnica

El virus de la hepatitis C (VHC) pertenece a la familia Flaviviridae y es un virus que tiene un genoma de ARN de
sentido directo (+) de cadena tnica y es conocido por producir la hepatitis C.

El VHC produce hepatitis crénica por infeccién persistente. Actualmente, la principal causa de hepatitis crénica
observada mundialmente es la infeccién persistente por VHC. En la actualidad, alrededor del 50% de individuos con
infeccién persistente desarrolla hepatitis cronica. La hepatitis crénica en aproximadamente un 20% de estos pacientes
evoluciona a cirrosis hepatica en el curso de 10 a 20 afios, y algunos de estos pacientes experimentan adicionalmente
condiciones patoldgicas letales avanzadas tales como cancer hepatico.

La hepatitis C se trata actualmente principalmente mediante terapia usando interferén-a o interferén-g, o una
terapia que usa una combinacién de interferén-a y ribavirina, un derivado nucleésido de purina. Sin embargo incluso
cuando se llevan a cabo estas terapias, se observan efectos terapéuticos en solo un 60% de los pacientes tratados.
Cuando cesan las terapias después que se observan los efectos, se recrudece la enfermedad en mds de la mitad de los
pacientes.

Es una importante meta desarrollar agentes terapéuticos o agentes profildcticos eficaces contra la hepatitis C. La
tasa de incidencia de la hepatitis C, que produce finalmente graves consecuencias, es elevada en paises industriales, y
no estd actualmente disponible un tratamiento causal. Por tanto, se desea el desarrollo de terapias especificas de VHC
y terapias de vacunas. Un objetivo para el desarrollo de un agente dirigido contra el VHC puede ser la supresion de la
replicacién de VHC o la supresién de la infeccidn de las células con VHC.

Recientemente, se han preparado sistemas de replicones de ARN subgenémico de VHC, en forma de ARN repli-
cable auténomamente derivado de VHC (véanse, los Documentos de Patente 1,2 y 3, los Documentos No de Patente
1-4). En los sistemas de replicones de ARN subgendmico de VHC, el replicén de ARN de VHC en el que se eliminan
y sustituyen los genes estructurales del genoma de VHC con un gen marcador seleccionable de fairmaco, se prepara e
introduce en células cultivadas, y por tanto, el replicén de ARN se replica autbnomamente en las células. Usando estos
sistemas llega a ser posible analizar el mecanismo de replicacién de VHC. Sin embargo, este es un sistema experimen-
tal en el que tnicamente se evalia la replicacién del ARN virico en el proceso de la proliferacién y la replicacion del
virus VHC, y no se puede analizar el proceso de formacién de las particulas del virus VHC en las células infectadas y
la liberacion extracelular de la infeccién en otras células.

En la actualidad, se puede evaluar unicamente el proceso de formacién de particulas del virus VHC y la liberacién
extracelular asi como la infeccién en otras células en los sistemas experimentales que usan animales tales como
chimpancés (Documento No de Patente 5). Sin embargo, los sistemas experimentales que usan organismos vivos tales
como animales son complicados y muy dificiles de analizar. Por tanto, con el fin de analizar el proceso de formacién
de particulas del virus VHC vy la liberacién extracelular, asi como la infeccién en otras células, y para producir un
agente dirigido contra VHC que tendrd el mecanismo de accidn de inhibir este proceso, es necesario establecer un
sistema experimental muy simplificado que reproduzca este proceso, es decir, un sistema de produccién de particulas
del virus VHC en sistemas experimentales de cultivo celular.

Adicionalmente, una vez que se pueden proporcionar de manera estable particulas del virus VHC usando el sis-
tema de cultivo celular, es posible atenuar el virus o producir virus VHC no infeccioso usando técnicas de biologia
molecular, y se pueden usar éstas en vacunas.

Documento de Patente 1: Publicacién de patente japonesa (kokai) N° 2001-17187

Documento de Patente 2: Solicitud de Patente Internacional PCT/JP03/15038

Documento de Patente 3: Solicitud de Patente japonesa N° 2003-329082

Documento No de Patente 1: Lohmann y col., Science, (1999) 285, p. 110-113
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Documento No de Patente 2: Blight y col., Science, (2000) 290, p 1972-1974

Documento No de Patente 3: Friebe y col., J. Virol., (2001) 75(24): p. 12047-12057

Documento No de Patente 4: Ikeda y col., Science, (1977) 277, p. 2997-3006

Documento No de Patente 5: Kolykhalov y col., Science, (1977) 277, p. 570-574

Documento No de Patente 6: Kato y col., Gastroenterology, (2003) 125, p. 1808-1817

Documento No de Patente 7: Yanagi y col., Proc. Natl. Acad. Sci., (1997) 96(16): p. 8738-8743

Documento No de Patente 8: Okamoto y col., J. Gen. Virol. (1991) 73, p. 2697-26704

Documento No de Patente 9: Aoyagi y col., J. Clin. Microbiol., (1999) 37(6); p. 1802-1808

Divulgacién de la invencion

El objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para replicar eficazmente el ARN que
contiene las secuencias gendémicas del VHC de longitud completa y un procedimiento para producir particulas del
virus VHC que contengan el replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de
longitud completa en un sistema de cultivo celular. El objetivo de la presente invencién no se ha conseguido nunca
hasta el momento.

Como resultado de intensos estudios para conseguir el anterior objeto, los presentes inventores han desarrollado un
procedimiento para producir particulas del virus VHC en un sistema de cultivo celular. Esto es, la presente invencién
proporciona un replicén de ARN de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 y 3. En las reivindicaciones 4 a 13 se definen
las materias sujeto de la presente invencion.

(1]

(2]

(3]

Un replicén de ARN, que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende una regién 5’ no tradu-
cida que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 1, una secuencia de
codificacién de una protefna niicleo que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC
DE ID N°: 2, una secuencia de codificacién de la proteina E1 que comprende una secuencia de nucle6tidos
que se muestra en la SEC DE ID N°: 3, una secuencia de codificacion de la proteina E2 que comprende una
secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 4, una secuencia de codificacion de la proteina
NS2 que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 5, una secuencia de
codificacion de la proteina NS3 que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE
ID N°: 6, una secuencia de codificacion de la proteina NS4A que comprende una secuencia de nucleétidos
que se muestra en la SEC DE ID N°: 7, una secuencia de codificacién de la proteina NS4B que comprende
una secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 8, una secuencia de codificacion de la
proteina NS5A que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 9, una
secuencia de codificacion de la proteina NS5B que comprende una secuencia de nucledtidos que se muestra
en la SEC DE ID N°: 10, una regién 3’ no traducida que comprende una secuencia de nucleétidos que se
muestra en la SEC DE ID N°: 11, al menos un gen marcador seleccionable y/o al menos un gen indicador, y
al menos una secuencia IRES, en el que dicho al menos un gen marcador seleccionable y/o al menos un gen
indicador, y dicha al menos una secuencia IRES se colocan entre la regién 5° no traducida y la secuencia
de codificacién de la protefna niicleo en este orden en la direccién 5° a 3°, en el que dicho replicén de ARN
tiene capacidad de replicacién auténoma y capacidad de produccion de particulas de virus,

En el replicén de ARN de acuerdo con [1], la secuencia de nucleétidos comprende la regién 5° no traducida,
el al menos un gen marcador seleccionable y/o el al menos un gen indicador, y la al menos una secuencia
IRES, y la secuencia de codificacion de la proteina nicleo, la secuencia de codificacion de la proteina
El, la secuencia de codificacién de la proteina E2, la secuencia de codificacién de la proteina NS2, la
secuencia de codificacion de la proteina NS3, la secuencia de codificacién de la proteina NS4 A, la secuencia
de codificacion de la proteina NS4B, la secuencia de codificacién de la proteina NS5A, la secuencia de
codificacion de la proteina NS5B, y la regioén 3’ no traducida en este orden en la direccién 5° a 3°.

En un ejemplo de un replicén de ARN, el ARN genémico del virus de la hepatitis C de genotipo 2a es un
ARN que comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 12.

El replicon de ARN de acuerdo con [1], que comprende el ARN (a) o (b) siguiente:

(a) un ARN que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 13; o

(b)  un ARN que comprende una secuencia de nucleétidos derivada de la secuencia de nucleétidos que se
muestra en la SEC DE ID N°: 13 mediante deleccidn, sustitucion o adiciéon de 1 a 100 nucleétidos, en

el que dicho replicon de ARN tiene capacidad de replicacién auténoma y capacidad de produccién
de particulas de virus.
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[4]  un procedimiento para producir una célula que replica un replicén de ARN y produce una particula de virus,
que comprende introducir el replicén de ARN de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3] en una célula.

Para este procedimiento la célula es preferiblemente una célula proliferativa. Para este procedimiento la
célula es también o preferiblemente de otra manera una célula eucariota.

[5]  Una célula que replica un replicon de ARN y produce una particula de virus, que comprende el replicén d
ARN de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3].

[6] La célula de acuerdo con [5], en la que la célula es una células derivada de higado humano, una célula
derivada de cuello uterino humano o una célula derivad de rifion fetal humano.

[7] La célula de acuerdo con [5], en la que la célula es una célula Huh7, una célula hepG2, una célula IMY-N9,
una célula HeLLa o una célula 293.

[81  Un procedimiento para producir una particula del virus de la hepatitis C, que comprende cultivar la célula
de acuerdo con uno cualquiera de [5] a [7] para dejar a la célula producir la particula de virus.

[91  Una particula de virus de la hepatitis C que comprende el replicén de ARN de acuerdo con uno cualquiera
de [1]a[3].

[10] Un procedimiento par cribar una sustancia dirigida contra el virus de la hepatitis C, que comprende cultivar,
en presencia de una sustancia de ensayo, al menos una seleccionada entre el grupo constituido por (a) y (b)
siguientes:

(a) la célula de acuerdo con [5] a[7],y

(b)  laparticula de virus de la hepatitis C de acuerdo con [9] y la célula permisiva al virus de la hepatitis
G

y detectar el replicén de ARN o las particulas de virus en el cultivo resultante.

[11] Una vacuna de la hepatitis C, que comprende la particula del virus de la hepatitis C de acuerdo con [9] o
una pare de la misma.

[12] Un procedimiento para producir una vacuna de la hepatitis C de acuerdo con [9] o una parte de la misma
como un antigeno.

[13] Uso del replicon de ARN de acuerdo con uno cualquiera [1] a [3] en la produccién de particulas del virus
de la hepatitis C en células cultivadas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista esquematica que muestra los procedimientos para construir una plantilla de ADN para
preparar el replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud completa.
La parte superior de la Figura 1 muestra la estructura de un clon del pldsmido pJFH1, que se produce insertando el
genoma del VHC de longitud completa en la direccién 3’ del promotor T7. La parte inferior de la Figura 1 muestra la
estructura del clon del plasmido pFGREP-JFHI de acuerdo con la invencién, que comprende la secuencia gendmica
del VHC de longitud completa, en la que se inserta un fragmento de ADN que contiene el gen de resistencia a la
neomicina y el IRES de EMCYV en la direccién 3’ del promotor T7 de pJFHI y en la regién 5 no traducida. Los
términos que se muestran en la figura son como sigue. T7: promotor T7 del ARN, 5’ UTR: regién 5’ no traducida,
C: proteina nidcleo, E1, E2: proteinas de la envoltura. NS2, NS3, NS4A, NS4B, 4A, 4B: proteinas no estructurales.
3’ UTR: regién 3’ no traducida Agel, Pmel, Xbal: emplazamientos de restriccién de los enzimas de restriccién Agel,
Pmel y Xbal. GDD: El emplazamiento del motivo GDD de los aminodcidos que corresponde al centro activo de la
proteina NS5B. neo: el gen resistente a la neomicina. IRES de EMCV: emplazamiento de entrada ribosémica interna
del virus de la encefalomiocarditis;

La Figura 2 es una fotografia que muestra el resultado de un andlisis de transferencia Northern que muestra la
replicacién de rJFH-1 en células Huh7 en las que se ha introducido rJFH-1, el ARN genémico del VHC de longitud
completa;

La Figura 3 muestra el resultado de la cuantificacién de la proteina nicleo de VHC en el medio de cultivo. El
circulo abierto representa las células en las que se ha introducido rJFHI, y el circulo cerrado representa las células en
las que se ha introducido rJFH1/GND;

La Figura 4 es una grafica que muestra las cantidades de proteina niicleo de VHC y en ARN genémico de VHC de

longitud completa, y los pesos especificos de cada una de las fracciones que se recogieron mediante fraccionamiento
del sobrenadante del cultivo de las células Huh7 introducidas en rJFH1 mediante el gradiente de densidad de la
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sacarosa. El circulo cerrado, el circulo abierto y el circulo sombreado representan la proteina del nicleo de VHC, el
ARN gendémico del VHC de longitud completa y el peso especifico, respectivamente;

LaFigura 5 es un fotografia que muestra la formacién de colonias de células Huh7 en las que se transfecté rFGREP-
JFH1, el replicon de ARN de VHC de longitud completa;

La Figura 6 es una fotografia que muestra la replicacién del replicon de ARN del VHC de longitud completa en
el clon de célula replicante del ARN del replicon de VHC de longitud completa, que se ha establecido transfectando
rFGREP-JFH1 en células Huh7;

La Figura 7 es una fotograffa que muestra el resultado de la amplificacién de la PCR usando el ADN gendmico de
la células huésped como plantilla y los cebadores especificos para el gen resistente a la neomicina, para confirmar la
integracion del gen de resistencia a la neomicina en el ADN gendémico. M: marcador de tamafio del ADN, P: control
positivo, N: células Huh7;

La Figura 8 es una fotografia que muestra el resultado de un andlisis de transferencia Western que demuestra la
expresion de la proteina niicleo en células Huh7 en las que se ha introducido rTFGREP-JFH]I, el replicén de ARN del
VHC de longitud completa;

La Figura 9 es una fotografia que muestra el resultado de un andlisis de transferencia Western que demuestra la
expresion de la proteina NS3 en células Huh7 en las que se ha introducido rTFGREP-JFH1, el replicon de ARN del
VHC de longitud completa;

La Figura 10 es una fotografia que muestra el resultado de un andlisis de transferencia Western que demuestra la
expresion de la proteina NS5A en células Huh7 en las que se ha introducido tFGREP-JFH1, el replicon de ARN del
VHC de longitud completa;

La Figura 11 es una gréfica que muestra las cantidades de proteina niicleo de VHC y del replicén de ARN del VHC
de longitud completa, y los pesos especificos para cada una de las fracciones que se recogieron mediante fracciona-
miento del sobrenadante del cultivo de células Huh7 introducido en rFGREP-JFH1 mediante el gradiente de densidad
de la sacarosa. El circulo cerrado, el circulo abierto y el circulo sombreado representan la proteina niicleo del VHC, el
replicon de ARN del VHC de longitud completa y el peso especifico, respectivamente; y

La Figura 12 es una fotografia que muestra la formacién de colonias de células Huh7 en las que se han afadido
particulas de virus en el sobrenadante del cultivo de la célula replicante del replicon de ARN del VHC de longitud
completa.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencidn se explica en detalle como sigue.
1. Replicon de ARN del VHC de longitud completa

El genoma del virus de la hepatitis C (VHC) es un ARN de sentido directo (+) de cadena tnica que comprende
aproximadamente 9600 nucledtidos. Este ARN gendémico comprende la regién 5° no traducida (denotada también
como 5 NTR o 5° UTR), una regién traducida compuesta por una regién estructural y una regién no estructural,
y la regién 3’ no traducida (denotada también como 3° NTR o 3’ UTR). Las proteinas estructurales de VHC estdn
codificadas en la regién estructural y una pluralidad de proteinas no estructurales estd codificadas en la regién no
estructural.

Dichas proteinas estructurales de VHC (ntcleo, E1 y E2) y no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B) se generan en primer lugar traduciendo la region traducida en una poliproteina continua tnica y a continuacion,
liberando ésta mediante escision restringida de la poliproteina por las proteasas. Entre estas proteinas estructurales y
proteinas no estructurales (esto es, proteinas viricas de VHC), el nicleo es una proteina niicleo, E1 y E2 son proteinas
de la envoltura. Las proteinas no estructurales son proteinas implicadas en la propia replicacion virica, y se sabe que
NS2 tiene actividad metaloproteasa, y se sabe que NS3 tiene actividad serina proteasa (en un tercio del N terminal
lateral) y actividad helicasa (en dos tercios del C terminal lateral). Ademdas NS4A es un cofactor para la actividad de
la proteasa de NS3, y se ha informado que NS5B tiene actividad ARN polimerasa dependiente de ARN.

Los presentes inventores construyeron un replicon de ARN que tenia capacidad de replicacién auténoma y capaci-
dad de produccién de particulas de virus, usando el ARN genémico.

La capacidad de replicacién auténoma que tiene el ARN, que se ha producido modificando el ARN genémico de
VHC se denomina “ARN del replicén” o “replicon de ARN” en el presente documento. En la presente memoria, el
replicén de ARN derivado de VHC puede denominarse también replicon de ARN de VHC. El replicén de ARN de la
presente invencidon que comprende el ARN gendémico del VHC de longitud completa se denomina “replicén de ARN
del VHC de longitud completa” en el presente documento. El replicon de ARN del VHC de longitud completa de la
presente invencion tiene capacidad de producir particulas de virus.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 326 T3

El replicén de ARN del VHC de longitud completa en la presente invencién, el virus de la hepatitis C es un virus de
la hepatitis C de genotipo 2a. En la presente invencién, “el virus de la hepatitis C de genotipo 2a” o el “genotipo 2a de
VIC” significa un virus de la hepatitis identificado como el genotipo 2a de acuerdo con la clasificacién internacional de
Simmonds y col. (véase Simmons, P. y col, Hepatology, (1994) 10, p. 1321-1324) En la presente invencion, “genotipo
2a del virus de la hepatitis C” o “genotipo 2a de VHC” incluye no solo el virus que tiene el ARN gendémico del VHC
que se produce naturalmente sino también el virus que tiene un ARN gendmico en el que la secuencia gendmica del
VHC que se produce naturalmente estd modificada artificialmente. Un ejemplo particular del genotipo 2a de VHC
incluye la cepa JFH-1 (véase la Publicacion de Patente Japonesa (kokai) N° 2002-171978).

En la presente memoria, “el ARN genémico del virus de la hepatitis C” significa el ARN que comprende la
secuencia de nucledtidos de la region completa del genoma de ARN de sentido directo (+) de cadena tnica del virus
de la hepatitis C, el ARN gendmico del virus de la hepatitis C de genotipo 2a es, pero sin limitarse a, preferiblemente
al ARN que comprende la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 12.

Un ejemplo de replicon de ARN del VHC de longitud completa es un replicén de ARN que comprende la secuen-
cia de nucleétidos que comprende una regiéon 5’ no traducida, una secuencia de codificacién de la proteina nicleo,
una secuencia de codificacidn de la proteina El, una secuencia de codificacién de la proteina E2, una secuencia de
codificacién de la proteina NS2, una secuencia de codificacidn de la proteina NS3, una secuencia de codificacion de
la proteina NS4A, una secuencia de codificacion de la proteina NS4B, una secuencia de codificacién de la proteina
NSS5A, una secuencia de codificacion de la proteina NS5B, y una region 3’ no traducida, al menos un gen marcador
seleccionable o gen indicador, y al menos una secuencia IRES.

Preferiblemente, el replicon de ARN del VHC de longitud completa de acuerdo con la presente invencién com-
prende: la regién 5° no traducida, al menos un gen marcador seleccionable o gen indicador, al menos una secuencia
IRES, la secuencia de codificacién de la proteina ntcleo, la secuencia de codificacion de la proteina El, la secuencia
de codificacién de la proteina E2, la secuencia de codificacion de la proteina NS2, la secuencia de codificacion de la
proteina NS3, la secuencia de codificacion de la proteina NS4A, la secuencia de codificacion de la proteina NS4B, la
secuencia de codificacién de la proteina NS5A, la secuencia de codificacién de la proteina NS5B, y la regién 3’ no
traducida, en este orden en la direccion 5’ a 3°.

En la memoria de la presente solicitud, “regién 5’ no traducida” (5 NTR o 5° UTR), “secuencia de codificacién de
la protefna niicleo” (regién nicleo o regién C), “secuencia de codificacion de la proteina E1” (regién E1), “secuencia de
codificacién de la proteina E2” (regién E2), “secuencia de codificacién de la proteina NS2” (regién NS2), “secuencia
de codificacion de la proteina NS3” (regién NS3), “secuencia de codificacion de la proteina NS4A” (regiéon NS4A),
“secuencia de codificacién de la proteina NS4B” (regién NS4B), “secuencia de codificacion de la proteina NS5SA”
(region NS5A), “secuencia de codificacion de la proteina NS5B” (regién NS5B) y “regién 3’ no traducida” (3° NTR
o 3’ UTR), y otras regiones o emplazamientos especificos tal como se definen basiandose en el ARN genémico de
longitud completa (SEC DE ID N°: 12) comprenden la regién completa del genoma de la cepa JFH-1 (Publicacién de
Patente Japonesa (kokai) N° 2002-17978), que es un virus VHC de genotipo 2a.

Una regién o emplazamiento parcial en el genoma del virus de la hepatitis C (VHC) de acuerdo con la presente
invencién, se define basiandose en las secuencias que se muestran en las SE DE ID N°: 1-11 que son secuencias
parciales de nucledtidos del ARN gendmico de la cepa JFH-1 (SEC DE ID N°: 12). La “regién 5° no traducida” del
ARN gendmico de longitud completa de la cepa JFH-1 (derivada del clon JFH-1; SEC DE ID N° 12) comprende
la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 1. La “secuencia de codificacién de la proteina
nicleo” comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 2. La “secuencia de codificacién
de la proteina E1” comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID n®: 3. La “secuencia de
codificacién de la proteina E2” comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N° 4. La
“secuencia de codificacion de la proteina NS2” comprende la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE
ID N°: 5. La “secuencia de codificacién de la proteina NS3” comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en
la SEC DE ID N°: 6. La “secuencia de codificacion de la proteina NS4A” comprende la secuencia de nucleétidos que
se muestra en la SEC DE ID N° 7. La “secuencia de codificacién de la proteina NS4B” comprende la secuencia de
nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 8. La “secuencia de codificacién de la proteina NS5A” comprende
la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 9. La “secuencia de codificacién de la proteina
NS5B” comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 10. La “regién 3 no traducida”
comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 11.

Se puede definir por ejemplo, una regién o emplazamiento de la secuencia de ARN derivada de VHC mediante los
nimeros de nucleétidos en el interior de las secuencias de nucleétidos de las SEC DE ID N* 1-12 que se determinan
mediante la alineacién de la secuencia de ARN y de las secuencias de nucleétidos que se muestran en las SEC DE ID
N 1-12. En la alineacién, puede estar presente un hueco, adicién, deleccién, sustitucioén y similar.

De acuerdo con la presente invencidn, la regiéon 5° no traducida, la secuencia de codificacién de la proteina nu-
cleo, la secuencia de codificacién de la proteina E1, la secuencia de codificacién de la proteina E2, la secuencia de
codificacion de la proteina NS2, la secuencia de codificacion de la proteina NS3, la secuencia de codificacién de la
proteina NS4A, la secuencia de codificacion de la proteina NS4B, la secuencia de codificacion de la proteina NS5A,
la secuencia de codificacion de la proteina NS5B, y la regién 3’ no traducida, que estdn contenidas en el replicon de
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ARN del VHC de longitud completa, comprende preferiblemente las secuencias de nucledtidos que se muestran en las
SEC DE ID N* 1-11, respectivamente.

Un ejemplo de replicon de ARN del VHC de longitud completa es un replicon de ARN que comprende las secuen-
cias de nucledtidos que se muestran en las SEC DE ID N* 1-11, al menos un gen marcador y/o gen indicador, y al
menos una secuencia IRES.

“Gen marcador seleccionable” en la presente invencién significa un gen que confiere capacidad de seleccién a una
célula de tal manera que se puede seleccionar tnicamente la célula que expresa el gen. Los ejemplos de gen marcador
seleccionable preferidos en la presente invencion incluyen un gen de resistencia a la neomicina, un gen de la timidina
quinasa, un gen de resistencia a la kanamicina, un gen de resistencia a la piritiamina, un gen de la adenilil transferasa,
un gen de resistencia a la Zeocina y un gen de resistencia a la puromicina. Se prefieren el gen de resistencia a la
neomicina y el gen de la timidina quinasa, y se prefiere més el gen de resistencia a la neomicina. Sin embargo, el gen
marcador seleccionable en la presente invencidn no se limita a estos genes.

Ademds, en la presente invencion, “gen indicador” significa un gen marcador que codifica un producto génico que
puede actuar como un indicador de la expresion del gen. Los ejemplos generales de gen indicador incluyen genes
estructurales de enzimas que catalizan la reaccién de emisién de luz o la reaccién de color. Los ejemplos preferidos
del gen indicador en la presente invencion incluyen el gen de la cloranfenicol acetiltransferasa derivado del transposén
Tn9, el gen de la B-glucuronidasa o el gen de la B-galactosidasa derivado de Escherichia coli, el gen de la luciferasa,
un gen de la proteina fluorescente verde, el gen de la aecuorina de medusa, y el gen de la fosfatasa alcalina placental
segregada (SEAP). Sin embargo, el gen indicador en la presente invencion no se limita a estos genes.

Tanto uno unicamente como ambos del anterior gen seleccionable y gen indicador puede estar contenido en un
replicon de ARN de longitud completa. Pueden estar presentes uno o mas de los genes marcadores seleccionables o
genes indicadores en un replicon de ARN del VHC de longitud completa.

En la presente invencidn, “secuencia IRES” significa un emplazamiento interno de entrada al ribosoma que permite
que se inicie la traduccién mediante la unién de los ribosomas dentro del interior del ARN. Los ejemplos preferidos de
secuencia IRES en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, IRES de EMCV (el el emplazamiento interno
de entrada al ribosoma del virus de la encefalomiocarditis), el IRES de FMDV y el IRES DE VHC. Se prefieren mas
el IRES de EMCV y el IRES de VHC, y la secuencia mas preferida es el IRES de EMCV.

Una forma de realizacion atin mds preferida de un replicén de ARN del VHC de longitud completa de acuerdo con
la presente invencién es un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 13.
Ademads, un replicén de ARN que comprende una secuencia de nucledtidos derivada de la secuencia de nucleétidos
que se muestra en la SEC DE ID n°: 13 mediante deleccién, sustitucién o adicién de 1-10, preferiblemente 1-30,
mas preferiblemente 1-10, atin mds preferiblemente 1-6, y los mas preferible uno a algunos (2-5) nucleétidos en la
secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 13 y que tiene capacidad de replicacién auténoma y
capacidad de produccién de particulas de virus, es una forma de realizacién del replicén de ARN del VHC de longitud
completa y estd incluida también en el alcance de la presente invencidn.

El replicon de ARN del VHC de longitud completa de la presente invencién puede contener también un ARN que
codifica un gen extrafio opcional que se va a expresar en el interior de una célula en la que se introduce el replicén
de ARN de longitud completa, E1 ARN que codifica el gen extrafio, puede estar también unido en la direccién 3’
de la regién 5° no traducida o unido en la direccién 5° o en la direccién 3’ de un gen marcador o un gen indicador
seleccionable, o unido en la direccién 5’ de la regién 3’ no traducida. Se puede insertar el ARN que codifica el
gen extrafio en cualquier emplazamiento entre la secuencia de codificacion de la proteina nicleo, la secuencia de
codificacién de la proteina El, la secuencia de codificacién de la proteina E2, la secuencia de codificacion de la
proteina NS2, la secuencia de codificacion de la proteina NS3, la secuencia de codificacion de la proteina NS4A, la
secuencia de codificacion de la proteina NS4B, la secuencia de codificacion de la proteina NS5A y la secuencia de
codificacion de la proteina NS5B.

El replicén de ARN del VHC de longitud completa que contiene el ARN que codifica el gen extrafio puede expresar
un producto génico codificado por el gen extrafio cuando se traduce en el interior de una célula en la que se introduce
el ARN. De esta manera, el replicon de ARN del VHC de longitud completa que contiene el ARN que codifica el gen
extrafio se puede usar también apropiadamente para producir un producto génico del gen extrafio en el interior de una
célula.

El replicén de ARN del VHC de longitud completa de acuerdo con la presente invencién puede contener adicional-
mente una ribozima. Una ribozima se une en la direccién 3’ de un gen marcador y/o un gen marcador seleccionables
de tal manera que el gen marcador y/o el gen marcador seleccionables se pueden cortar mediante la actividad de auto-
escision de una ribozima a partir de la secuencia IRES, la secuencia de codificacion de la proteina niicleo, la secuencia
de codificacion de la proteina El, la secuencia de codificacién de la proteina E2, la secuencia de codificacion de la
proteina NS2, la secuencia de codificacion de la proteina NS3, la secuencia de codificacion de la proteina NS4A, la
secuencia de codificacion de la proteina NS4B, la secuencia de codificacion de la proteina NS5A y la secuencia de
codificacion de la proteina NS5B, y la region 3’ no traducida.
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En el replicon de ARN del VHC de longitud completa de acuerdo con la presente invencién, el gen marcador
y/o el gen indicador seleccionables anteriormente descritos, las protefnas viricas que codifican las secuencias, y el
gen extrafio, la ribozima o similar, se unen de tal manera que se traducen a partir del ARN del replicén de VHC de
longitud completa en el marco de lectura correcto. Entre estas secuencias, las proteinas codificadas por le replicén de
ARN de longitud completa se conectan preferiblemente a cada uno de los otros emplazamientos de escision mediante
la proteasa y similares, de tal manera que, las proteinas se traducen o expresan como una poliproteina, seguido por la
escision mediante la proteasa en cada proteina.

La presente invencion es también ttil para proporcionar un vector de ADN, preferiblemente un vector de expresion,
que codifica el replicén de ARN de la presente invencion.

En la presente invencién “capacidad de replicacion auténoma” del ARN significa que el ARN es capaz de crecer
auténomamente cuando se introduce en la célula. Se puede confirmar la capacidad de replicacién auténoma del ARN
mediante el siguiente procedimiento aunque no estd limitada. Se transfectan células Huh7 con el ARN de interés y
se cultivan. Se extrae el ARN a partir de las células cultivadas resultantes y se somete a hibridacién de transferencia
Northern usando una sonda capaz de detectar especificamente el ARN introducido. La deteccién del ARN de interés
confirma la replicacién auténoma. Se ilustran ejemplos del procedimiento particular para confirmar la capacidad de
replicacién auténoma en las descripciones acerca del ensayo de capacidad de formacién de colonias, confirmacién
de la expresion de la proteina del VHC, deteccién del replicon de ARN y similares en los Ejemplos de la presente
memoria.

Ademds, en la presente invencion, “capacidad de produccion de particulas de virus” del ARN significa que se ge-
neran particulas de virus en una célula cuando se introduce el ARN en la célula (por ejemplo, células cultivadas tales
como células Huh7). Se puede confirmar la capacidad de produccién de las particulas de virus, por ejemplo, aplicando
la deteccién mediante el procedimiento de la PCR-RT usando cebadores especificos para el ARN en el sobrenadante
del cultivo de las células en las que se ha introducido el ARN. Se puede confirmar esto también sometiendo el sobre-
nadante del cultivo al procedimiento del gradiente de densidad de la sacarosa para separar las particulas de virus y
detectar la proteina del VHC. Se ilustran ejemplos del procedimiento particular en las descripciones acerca del ensayo
de la capacidad de formacion de colonias, confirmacién de la expresion de la proteina del VHC, deteccién del replicén
de ARN y similares en los Ejemplos de la presente memoria.

2. Preparacion del replicon de ARN del VHC de longitud completa

Las personas expertas en la técnica pueden preparar el replicon d ARN del VHC de longitud completa de acuerdo
con la presente invencion usando técnicas de ingenieria genética. El replicon de ARN del VHC de longitud completa
se prepara usando la cepa JFH-1 como virus de la hepatitis C de genotipo 2a mediante el siguiente procedimiento.

En primer lugar, se reconstruyé de manera rutinaria el ADN que correspondia a la regiéon completa del ARN
genémico de la cepa JFH-1 (SEC DE ID N°: 12, se registro esta secuencia en un banco de datos internacional de ADN
con el n° de acceso AB047639) y se insert6 en la direccién 3’ de un promotor de ARN con el fin de preparar un clon
de ADN. Tal como se usa en el presente documento, “ADN que corresponde a ARN” significa un ADN que tiene una
secuencia de nucledtidos derivada de la secuencia de nucleétidos del ARN sustituyendo U (uracilo) con T (timina). El
promotor de ARN anterior estd contenido preferiblemente en un clon de plasmido. Un ejemplo del promotor de ARN
preferido no se limita, pero incluye el promotor de ARN T7, el promotor de ARN SP6 y el promotor de ARN SP3, y
se prefiere particularmente el promotor de ARN T7.

A continuacién, el gen marcador y/o el gen indicador seleccionables, y el ADN que codifica la secuencia IRES se
insertan en el clon de ADN descrito anteriormente. El gen marcador y/o el gen indicador seleccionables en la direccién
3’ de la region no traducida 5° y la secuencia IRES adicionalmente en la direccién 3°.

Posteriormente, usando el clon de ADN preparado tal como anteriormente como plantilla, se sintetizé el ARN
usando ARN polimerasa. Se puede iniciar la sintesis del ARN mediante un procedimiento normalizado a partir de la
region 5’ no traducida. Cuando el clon de ADN es un clon de pldsmido, se puede sintetizar el ARN usando el fragmento
de ADN escindido del clon de pldsmido con un enzima de restriccién, tal como una plantilla. Adicionalmente, es
preferible que el término 3’ del ARN que se va a sintetizar tenga la misma secuencia que el término de la regién 3’ no
traducida del ARN gendmico virico, y no se afladan o eliminen otras secuencias. E1 ARN sintetizado de esta manera
es el replicon de ARN del VHC de longitud completa de acuerdo con la presente invencidn.

3. Preparacion de particulas de VHC

Se puede obtener una célula recombinante que puede replicar el replicon de ARN del VHC de longitud, preferible-
mente replicar continuamente (es decir, que tiene una capacidad de replicacion del replicon de ARN), introduciendo
el replicon de ARN del VHC de longitud completa descrito anteriormente preparado tal como se ha descrito anterior-
mente en una célula. En esta memoria, una célula recombinante que replica el replicon de ARN del VHC de longitud
completa se denomina como “célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa”.
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La célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa puede producir particulas de virus.
Las particulas de virus producidas contienen el replicon de ARN del VHC de longitud completa en un armazén
compuesto por las proteinas del virus VHC. De esta manera, las particulas de virus producidas por la célula que
replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa de la presente invencién son particulas de VHC. Esto es,
en la presente invencién, se pueden preparar particulas de VHC en un sistema de cultivo celular cultivando las células
que replican el replicén de ARN del VHC de longitud completa. Preferiblemente, se pueden obtener las particulas de
VHC cultivando las células que replican el replicon de ARN del VHC de longitud completa y recogiendo las particulas
de virus generadas en el cultivo (preferiblemente el sobrenadante del cultivo).

Como alternativa comparativa, se pueden producir particulas de VHC por una célula recombinante que se obtiene
introduciendo el ARN genémico del VHC de longitud completa en una célula. E1 ARN genémico del VHC de longitud
completa se replica con eficacia elevada en la célula, en la que se introduce el ARN genémico del VHC de longitud
completa de la presente invencion (el ARN genémico del VHC de longitud completa derivado del clon JFH-1). En esta
memoria, una célula que replica el ARN genémico del VHC de longitud completa se denomina “célula que replica
el ARN genémico del VHC de longitud completa”. Las células que replican el ARN genémico del VHC de longitud
completa pueden producir particulas de virus. Las particulas de virus producidas por las células que replican el ARN
genémico del VHC de longitud completa contienen el ARN gendémico del VHC de longitud completa en un armazén
compuesto por las proteinas del virus VHC. De esta manera, las particulas de virus producidas por la célula en la que
se introduce el ARN gendémico del VHC de longitud completa de la presente invencién son particulas de VHC, No
estd limitado pero se prefiere que se puedan preparar particulas de VHC en un sistema de cultivo celular cultivando la
célula en la que se introduce el ARN gendémico del VHC de longitud completa derivado del clon JFH-1. Por ejemplo,
se pueden obtener particulas de VHC cultivando las células en las que se introduce el ARN genémico del VHC de
longitud completa y recogiendo las particulas de virus generadas en el cultivo (preferiblemente el sobrenadante del
cultivo).

Para una célula en la que se ha introducido el replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN gen6-
mico del VHC de longitud completa, descrito anteriormente, se puede usar cualquier célula, siempre que se pueda
subcultivar. Dicha célula es preferiblemente una célula eucariota, mds preferiblemente una célula humana, y atin méas
preferiblemente una célula derivada de higado, una célula derivada de cuello uterino humano o una célula derivada
de rifién fetal humano. Se pueden usar preferiblemente células proliferativas que incluyen lineas de célula cancerosas,
lineas de citoblastos y células similares, y se usan mas preferiblemente células Huh7, células HepG2, células HeLa
y células 293 y similares. Para estas células, se pueden usar células comercialmente disponibles, se pueden obtener
estas células de depositarios de células, o se pueden usar también lineas celulares establecidas de cualquier célula (por
ejemplo, células cancerosas o citoblastos).

Se puede conseguir la introduccién del replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico
de longitud completa en la células usando cualquier técnica conocida por las personas expertas en la técnica. Los
ejemplos de dicho procedimiento de introduccién incluyen electroporacion, procedimiento del cafién de particulas,
procedimiento de lipofeccidn, procedimiento del fosfato de calcio, procedimiento de microinyeccidn, procedimiento
de DEAE Sefarosa y similares. Se prefiere particularmente el procedimiento que usa la electroporacién.

Se puede introducir el replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud
completa solo, o se puede introducir tras mezclarse con otros dcidos nucleicos. Para variar la cantidad del replicén
de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud completa, manteniendo a 1 vez la
cantidad de ARN que se va a introducir, se mezcla con el ARN celular total extraido de las células, en las cuales se
introduce el ARN, para llevar la cantidad total de ARN hasta un determinado nivel, y a continuacién se usa la mezcla
para la introduccién en las células. Se puede determinar la cantidad de replicén de ARN que se va a usar para introducir
en las células de acuerdo con el procedimiento de introduccién empleado, y estd preferiblemente entre 1 picogramo y
100 microgramos, y més preferiblemente entre 10 picogramos y 10 microgramos.

Se pueden seleccionar las células que replican el replicon de ARN del VHC de longitud completa utilizando la ex-
presion del gen marcador o del gen indicador seleccionables en el interior del replicon de ARN del VHC de longitud
completa. Especificamente, se pueden cultivar, por ejemplo, dichas células sometidas al tratamiento de introduccién
celular del replicon de ARN del VHC de longitud completa en un medio, en el que se pueden seleccionar las células
debido a la expresioén del gen marcador seleccionable. Alternativamente, tras cultivar las células sometidas al trata-
miento de introduccién celular del replicon de ARN del VHC de longitud completa, se puede detectar la expresion del
gen indicador (por ejemplo, la proteina fluorescente).

Como ejemplo, cuando el replicon de ARN del VHC de longitud completa contiene un gen de resistencia a la neo-
micina como gen marcador seleccionable, las células sometidas al procedimiento de electroporacién con el replicén de
ARN del VHC de longitud completa, se siembran en una placa de cultivo. Tras cultivar 12 a 72 horas, preferiblemente
16 a 48 horas, se afiade G418 (neomicina) a la placa de cultivo a una concentracién de 0,05 miligramos/mililitro a 3,0
miligramos/mililitro. Se cultivan las células en continuo durante preferiblemente 10 dias a 40 dias y mds preferible-
mente 14 dias a 28 dias tras la siembra, cambiando a la vez el medio de cultivo dos veces a la semana, y se pueden
seleccionar las células que estan replicando el replicon de ARN del VHC de longitud completa como una colonia
tifiendo las células viables con cristal violeta.
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Se pueden clonar las células a partir de la colonia formada mediante un procedimiento normalizado. El clon celular
obtenido de esta manera que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa se denomina en esta memoria
como “clon celular que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa”. La célula que replica el replicén
de ARN del VHC de longitud completa de la presente invencion incluye el clon celular que replica el replicon de ARN
del VHC de longitud completa.

Para la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa, se puede confirmar la replicacion real
del replicon de ARN del VHC de longitud completa en la célula o el clon celular detectando el replicon de ARN del
VHC de longitud completa, confirmando que el gen marcador o indicador seleccionable del replicon de ARN del VHC
de longitud completa no se integra en el ADN gendémico del huésped y detectando ademads las proteinas del VHC.

Las personas expertas en la técnica pueden detectar el replicon de ARN del VHC de longitud completa que se ha
replicado de acuerdo con cualquier procedimiento conocido de deteccién del ARN. Por ejemplo, se puede detectar el
replicon de ARN del VHC de longitud completa en el ARN total extraido de la célula mediante el procedimiento de
hibridacién Northern usando como sonda un fragmento de ADN especifico del replicon de ARN del VHC de longitud
completa.

Ademads, se puede confirmar la ausencia de un gen marcador o gen indicador seleccionable integrado en el replicén
de ARN del VHC de longitud completa en el ADN gendémico del huésped mediante, pero sin limitarse a, por ejemplo,
llevando a cabo la PCR del ADN gendmico extraido de la célula para amplificar al menos una parte del gen marcador
o el gen indicador seleccionable, y a continuacién confirmando la ausencia del producto amplificado. Debido a que se
considera que en la célula, para la cual se confirma el producto amplificado, se puede haber integrado el gen marcador
o el gen indicador seleccionable en el genoma del huésped, es posible que el replicén de ARN del VHC de longitud
completa no se replique por si mismo. En este caso, se puede confirmar adicionalmente la replicacion del ARN del
VHC de longitud completa detectando las proteinas del VHC tal como se describe a continuacion.

Se puede detectar una proteina del VHC, por ejemplo, haciendo reaccionar un anticuerpo frente a 1 proteina del
VHC que se va a expresar a partir del replicon de ARN del VHC de longitud completa con las proteinas celulares ex-
traidas. Las personas expertas en la técnica pueden llevar a cabo este procedimiento mediante cualquier procedimiento
de deteccién conocido. Especificamente, se puede detectar la proteina del VHC mediante, por ejemplo, transferencia
de una muestra de proteina extraida de la célula sobre una membrana de nitrocelulosa, haciendo reaccionar el anti-
cuerpo dirigido contra la proteina del VHC (por ejemplo, un anticuerpo o antisuero especifico contra NS3 recogido de
un paciente con hepatitis C) con la membrana de nitrocelulosa y detectando el anticuerpo contra la proteina del VHC.
Si se detecta la proteina del VHC entre las proteinas celulares extraidas, se puede concluir que esta célula replica el
replicén de ARN del VHC de longitud completa y expresa la proteina del VHC.

Las personas expertas en la técnica pueden confirmar la capacidad de produccién de particulas de virus de las
células que replican el replicon de ARN del VHC de longitud completa o de las células que replican el ARN gendémico
del VHC de longitud completa mediante cualquier procedimiento conocido de deteccidn. Por ejemplo, el sobrenadante
del cultivo de células que se sospecha que producen las particulas de virus se fracciona mediante el gradiente de
densidad de la sacarosa, y se determinan la densidad de la fraccién, la concentracién de la proteina nicleo del VHC,
y la cantidad del replicon de ARN del VHC de longitud completa para cada fraccién. Como resultado, si el pico de la
proteina nticleo coincide con el del replicén de ARN del VHC de longitud completa, y la densidad de la fraccién que
muestra los picos detectados (por ejemplo, 1,18-1,20 mg) es mds pequefia que la densidad de la fraccidn equivalente
que la obtenida mediante el fraccionamiento del sobrenadante del cultivo tratado con NP40 al 25% (polioxietileno (9)
octilfenil éter) se puede considerar que las células tienen una capacidad de produccién de particulas de virus.

Se pueden detectar las particulas de virus VHC liberadas en el sobrenadante del cultivo, usando, por ejemplo,
frente a la proteina nticleo, la proteina E1 o la proteina E2. También, se puede detectar la presencia de particulas de
virus indirectamente, amplificando y detectando el replicon de ARN del VHC de longitud completa en el sobrenadante
del cultivo mediante el procedimiento de la PCR-RT usando cebadores especificos.

4. Infeccion de otra célula con las particulas del VHC de la presente invencion

Las particulas del virus del VHC de la presente invencién tienen capacidad para infectar una célula (preferible-
mente una célula permisiva a VHC). La presente invencién es también ttil para proporcionar un procedimiento para
producir una célula infectada por el virus de la hepatitis C que comprende cultivar la célula que replica el replicén
de ARN del VHC de longitud completa o la célula que replica el ARN genémico del VHC de longitud completa, e
infectar otra célula (preferiblemente una célula permisiva a VHC) con particulas de virus en el cultivo obtenido de
esta manera (preferiblemente, el sobrenadante del cultivo) En la presente invencién, célula permisiva a VHC significa
una célula que es susceptible a VHC, y es preferiblemente, pero sin limitarse a, célula hepética o una célula de linaje
linfoide. En particular, la célula hepdtica incluye un hepatocito primario, célula Huh7, célula HepG2, célula IMY-
NO, célula HeLa, célula 203 y similares. La célula de linaje linfoide incluye, pero sin limitarse a, célula Molt4, célula
HPB-Ma, célula Daudi y similar.

Cuando una célula (por ejemplo, una célula permisiva a VHC) se infecta con particulas de VHC producidas por
la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa de la presente invencidn, el replicon de ARN
del VHC de longitud completa se replica y se forman también particulas de virus en la célula infectada. Debido a que
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la célula infectada con particulas de virus generadas en la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud
completa expresa el gen marcador y/o el gen indicador seleccionables, se puede seleccionar y/o detectarse la célula
infectada utilizando la expresion. Infectando una célula con particulas de virus generadas en la célula que replica el
replicon de ARN del VHC de longitud completa de la presente invencion, se replica el replicén de ARN del VHC de
longitud completa y ademds se pueden producir particulas de virus.

Mas adicionalmente al infectar una célula (por ejemplo una célula permisiva a VHC9 con particulas de VHC
generadas en la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa de la presente invencidn, se
replica el ARN genémico del VHC de longitud completa y se forman también particulas de virus en la célula infectada.
Al infectar una célula con las particulas de virus generadas en la célula que replica el replicén de ARN del VHC de
longitud completa de la presente invencidn, se replica el ARN gendmico del VHC de longitud completa en la célula y
ademads, se pueden producir particulas de virus.

Las particulas de virus VHC generadas en la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa
o en la célula que replica el ARN genémico del VHC de longitud completa pueden infectar animales permisivos a
VHC y similares e inducir hepatitis producida por el VHC anterior.

5. Otras formas de realizacion de la presente invencion

El replicon de ARN del VHC de longitud completa se replica con una eficacia elevada en la célula que replica
el replicon de ARN del VHC de la presente invencion. También se replica el ARN genémico del VHC de longitud
completa con una eficacia elevada en la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa de la
presente invencion. De esta manera, se puede producir el replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN
genémico del VHC de longitud completa con una eficacia elevada usando la célula que replica el replicon de ARN del
VHC de longitud completa de la presente invencién o la célula que replica el ARN gendmico del VHC de longitud
completa.

En la presente invencién, se puede producir el replicén de ARN del VHC de longitud completa cultivando la célula
que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa, extrayendo ARN del cultivo (células cultivadas y/o
medio de cultivo), sometiendo al ARN al procedimiento de electroforesis, y aislando y purificando el replicén de
ARN del VHC de longitud completa. Se puede producir también el ARN genémico del VHC de longitud completa
usando la célula que replica el ARN genémico del VHC de longitud completa mediante procedimiento similar. El
ARN producido de dicha manera comprende la secuencia gendémica de longitud completa del virus de la hepatitis
C. En este caso la secuencia gendmica de longitud completa del virus de la hepatitis C estd interrumpida por el gen
marcador y/o el gen indicador seleccionables y la secuencia IRES. Mediante el procedimiento que se proporciona para
producir el ARN que comprende la secuencia genémica de longitud completa del virus de la hepatitis C, se vuelve
posible un andlisis mas detallado del genoma del virus de la hepatitis C.

Ademads, se puede usar adecuadamente la célula que replica el replicén de ARN del VHC de longitud completa o
la célula o la célula que replica el ARN gendmico e longitud completa para producir proteina de VHC. Las personas
expertas en la técnica pueden producir proteina de VHC mediante cualquier procedimiento conocido. Por ejemplo, se
puede producir proteina de VHC introduciendo el replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico
del VHC de longitud completa en una célula, cultivando la célula recombinante y recogiendo las proteinas del cultivo
obtenido de esta manera (células cultivadas y/o medio de cultivo) mediante procedimiento conocido.

Ademds, las particulas del virus VHC de la presente invencion pueden poseer hepatotropismo. De esta manera,
se puede producir un vector de virus hepatotrépico usando el replicén de ARN del VHC de longitud completa de la
presente invencidn. Este vector de virus se usa adecuadamente para la terapia génica. En la presente invencidn, se
puede introducir un gen extrafio en una célula, replicarse en la célula y expresarse, integrando un ARN que codifica el
gen extrafio en el replicén de ARN del VHC de longitud completa o el ARN gendémico del VHC de longitud completa
e introduciendo el ARN integrado en la célula. Ademas. Ademads, al preparar un ARN en el que se sustituyen la
secuencia de codificacion de la proteina E1 y/o la secuencia de codificacién de la proteina E2 del replicon de ARN
del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud completa con una secuencia de codificacién
del armazén de la proteina externa del virus derivado de otras especies bioldgicas, se vuelve posible infectar el ARN
de diversas especie bioldgicas En este caso también, se integra un gen extrafio en el replicon de ARN del VHC de
longitud completa o el ARN gendémico del VHC de longitud completa y se puede usar éste como un vector de virus
hepatotrépico para expresar el gen extrafio en hepatocitos.

La presente invencidn es también titil para proporcionar un procedimiento para producir un vector de virus que
trasporta un gen extrafio, comprendiendo insertar un ARN que codifica el gen extrafio en el ARN que comprende la
secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 12, introduciendo éste en una célula y cultivando la
célula para producir particulas de virus.

La presente invencién proporciona una vacuna de la hepatitis C que comprende particulas del VHC de la presente

invencién o una parte de las mismas y un procedimiento para producir la vacuna de la hepatitis C que comprende
particulas de VHC de la presente invencion o una parte de la mismas.
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En particular, se pueden usar particulas de VHC preparadas como anteriormente directamente como una vacuna
o se pueden usar después de atenuar o inactivar mediante el procedimiento conocido en la técnica. Por ejemplo, se
puede obtener una disolucién madre de vacuna de VHC purificando las particulas de VHC usando cromatografia en
columna, filtracién, centrifugacién y similares. Se puede preparar una vacuna de VHC viva atenuada o una vacuna de
VHC inactivada a partir de esta disolucién madre de vacuna de VHC. Se puede llevar a cabo la inactivacién del virus
haciendo reaccionar un agente de inactivacién tal como formalina, S-propiolactona, glutardialdehido, y similar con el
virus, afiadiendo y mezclando a, por ejemplo, la suspension de virus (Appaiahgari y col., Vaccine, (2004) 22(27-28),
p- 3669-3675).

Para la produccion de la vacuna de la presente invencion, es posible usar el replicon de ARN del VHC en el
que estd atenuada o perdida la patogenicidad mediante una mutacién introducida usando la técnica puiblicamente
conocida.

Se prepara la vacuna de la presente invencién para la administraciéon como una disolucién o suspension. Es también
posible que se prepare en forma de material s6lido adecuado para disolver o suspender en liquido. Se puede emulsionar
la preparacién o encapsularla en el liposoma. El componente inmunégeno activo tal como las particulas de VHC se
mezcla a menudo con un excipiente que es farmacéuticamente aceptable y apropiado para el ingrediente activo. Un
excipiente adecuado incluye, por ejemplo, agua, solucidén salina fisiolégica, dextrosa, glicerol, etanol y sus mezclas.
Ademds, si se desea, la vacuna puede contener una pequefia cantidad de agente auxiliar (por ejemplo, humidificador
o emulsificador), tampo6n del pH y/o adyuvante para potenciar la eficacia de la vacuna los ejemplos de adyuvantes
eficaces incluyen, pero no se limitan a las siguientes sustancias: hidr6xido de aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-
isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP11637, nor-MDP), N-acetil muramil-
L-alanil-D-isoglutaminil-L-alnina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP19835A, de-
nominado como MTP-PE) y RIBI. RIBI contiene tres componentes extraidos de bacterias, esto es, monofosforil lipido
A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de la pared celular (HPL + TDN + CWS) en emulsién de escualeno/Tween®
80 al 2%. Se puede determinar la eficacia de un adyuvante midiendo la cantidad de anticuerpo contra las particulas d
VHC inmunégenas que se producen administrando la vacuna compuesta por particulas de VHC.

La presente vacuna se administra normalmente por via parenteral, por ejemplo, mediante inyeccién tal como inyec-
cién subcutdnea o intramuscular. Otras formas de dosificacién adecuadas para las diferentes rutas de administracién
incluyen supositorios y, en algin caso, la formulacién oral.

Si se desea, se pueden afiadir uno o mas de los anteriores compuestos que tienen actividad adyuvante a la vacuna de
VHC. Los adyuvantes son factores de estimulacién no especificos para este sistema inmune y potencian la respuesta
inmune a la vacuna de VHC en el huésped. Los ejemplos particulares de adyuvantes conocidos en esta técnica incluyen
el adyuvante de Freund completo, el adyuvante de Freund incompleto, vitamina E, polimero en bloque no iénico, mu-
ramildipéptido, saponina, aceite mineral, aceite vegetal y carbopol. Los adyuvantes especialmente adecuados para la
aplicacién a la membrana mucosal incluyen, por ejemplo, toxina labil al calor de E. coli (LT) y toxina del célera (CT).
Otros adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio u 6xido de aluminio,
emulsion de aceite (por ejemplo, Bayol (Marca Comercial Registrada) o Marcol 52 (Marca Comercial Registrada)),
saponina o vitamina E solubilizada. En la forma de realizacién preferida, la vacuna de la presente invencion contiene
un adyuvante.

Con respecto a los ejemplos, para las inyecciones que se van a administrar subcutdnea, intradérmica, intramuscular
e intravenosamente, los ejemplos particulares de vehiculos y diluyentes farmacéuticamente aceptables, que se pueden
incluir en la vacuna de VHC de la presente invencién incluyen estabilizantes, carbohidratos (por ejemplo, sorbitol,
manitol, almidén, sacarosa, glucosa, dextrano), proteinas tales como albimina o caseina, materiales que contienen
proteinas tales como albimina de suero bovino o leche desnatada, y tampones (por ejemplo, tampén fosfato).

Los ligantes u vehiculos convencionales usados para un supositorio incluyen, por ejemplo, polialquilenglicol o
triglicéridos. Se puede formular el supositorio a partir de una mezcla que contiene el ingrediente activo en el intervalo
de 0,5% a 50%, preferiblemente 1% a 20%. Una formulacién oral puede contener normalmente los excipientes usados.
Dichos excipientes incluyen, por ejemplo, manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa,
carbonato de magnesio y similares de calidad farmacéutica.

Se puede producir la vacuna de la presente invencion en formas de dosificaciéon de disoluciones, suspensiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones o polvos de liberacién mantenida y que contienen el ingrediente activo
(particulas de virus o un parte de las mismas) a un 10-95%, preferiblemente 25-70%.

La vacuna de la presente invencion se administra mediante el procedimiento adecuado para las formas de dosifi-
cacién y en la cantidad efectiva para la prevencién y/o el tratamiento. La cantidad de dosificacion estd en el intervalo
entre 0,01 ug a 100.000 ug y este es dependiente del paciente que se va a tratar, la capacidad de formacién de an-
ticuerpos en el sistema inmune del paciente, y el nivel deseado de proteccion. Es también dependiente de la ruta de
administracion tal como subcutdnea, intradérmica, intramuscular, intravenosa y similar.

Se puede administrar esta vacuna mediante un programa de administracién tinico o preferiblemente mediante un
programa de administracién complejo. En el programa de administracién complejo, se llevan a cabo 1-10 adminis-
traciones individuales al comienzo de la administracién, seguido por la administracién a los intervalos requeridos
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para mantener y/o potenciar la respuesta inmune. Por ejemplo, se puede proporcionar otro tipo de administracién
como segunda administracién 1.4 meses mds. Si es necesario, se puede continuar la administracién algunos meses
mas. El régimen de administracién se determina, al menos parcialmente, de acuerdo con las necesidades del paciente
individual y es dependiente del juicio del profesional médico.

Ademds, se puede administrar simultineamente la vacuna que contiene las particulas de VHC inmundégenas con
otro agente del control inmune (por ejemplo, inmunoglobulina).

Se puede usar la vacuna de particulas de VHC preventivamente frente a una posible nueva infecciéon de VHC
administrandola a individuos sanos par inducir la respuesta inmune al VHC. Se puede usar también la vacuna de
particulas de VHC como vacuna terapéutica para eliminar el VHC administrdndola a pacientes infectados con VHC e
induciendo una fuerte respuesta inmune al VHC en el cuerpo.

Se puede usar la célula que replica el replicén de ARN del VHC de longitud completa o la célula que replica
el ARN genémico del VHC de longitud completa o la célula infectada con el virus de la hepatitis C, que se infecta
con particulas de virus generadas en estas células, como un sistema de ensayo para cribar una sustancia (sustancia
contra el virus de la hepatitis C) que promueve o inhibe, por ejemplo, la replicacién del virus de la hepatitis C, la
reconstruccion de las particula del virus y la liberacion de las particulas del virus. En particular, por ejemplo, se puede
cribar la sustancia que promueve o inhibe el crecimiento del virus de la hepatitis C determinando si la sustancia de
ensayo promueve o inhibe la replicacion del replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN gendmico
del VHC de longitud completa, o la formacién o la liberacion de las particulas de virus, cultivando estas células en
presencia del replicon de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud completa
en la preparaciéon de ARN extraido de las células descritas anteriormente. Se puede llevar a cabo la deteccion de las
particulas de virus en el cultivo/principalmente del sobrenadante del cultivo) midiendo la cantidad, la relacién o la
presencia de la proteina de VHC en el sobrenadante del cultivo.

Ademds, se puede investigar si la inmunoglobulina purificada a partir del suero de un paciente infectado con VHC
puede evitar la infeccion con particulas de VHC de la presente invencién, detectando las particulas de virus en este
cultivo En este ensayo, se pueden usar sueros de ratones, ratas, conejos y similares, que se han inmunizado con las
particulas del virus VHC de la presente invencién. Se puede utilizar la inmunizacién por una parte de la proteina de
VHC, el gen del VHC y similar. Se puede llevar a cabo este ensayo con otras sustancias preventivas de la infeccién de
una manera similar.

Los anticuerpos que se generan contra las particulas del virus VHC de la presente invencion incluyen anticuer-
pos policlonales y anticuerpos monoclonales. Cuando se prefiere el anticuerpo policlonal, se inmunizan mamiferos
seleccionados (por ejemplo, ratén, conejo, cabra, oveja, caballo y similares) con las particulas del VHC de la pre-
sente invencién como primera etapa. Se recogen los sueros de los animales inmunizados y se procesan mediante
procedimiento conocido. Si los sueros que contienen los anticuerpos policlonales con los epitopos de VHC contienen
anticuerpos de otros antigenos, s pueden purificar estos sueros mediante cromatografia de inmunoafinidad. Se conocen
en la técnica lo procedimientos para generar antisueros policlonales y los procedimientos para el tratamiento de éstos.
Se pueden aislar anticuerpos policlonales de mamiferos ya infectados con VHC.

Las personas expertas en la técnica pueden producir ficilmente anticuerpos monoclonales de epitopos de VHC
Se conoce el procedimiento comun para producir el hibridoma que genera anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, se
pueden usar los procedimientos descritos en Current Protocols in Immunology (John Wiley & Sons, Inc.).

Se pueden producir lineas celulares que generen anticuerpos monoclonales mediante fusion celular, o mediante otro
procedimiento tal como transformacién directa de linfocitos B con ADN génico tumoral o transduccién con el virus
de Epstein-Barr. Los anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales obtenidos mediante estos procedimientos
son utiles para el diagndstico, tratamiento y prevencion del VHC.

Los anticuerpos producidos usando las particulas del VHC de la presente invencién se administran con un solu-
bilizante, aditivo, estabilizante, tampoén y similar farmacéuticamente aceptable. Se puede escoger cualquier ruta de
administracién, pero se prefieren las administraciones subcutdnea, intradérmica e intramuscular y se prefiere mas la
administracién intravenosa.

Se pueden usar las particulas de VHC, generadas en la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud
completa de la presente invencion o la célula que replica el ARN gendémico del VHC de longitud completa y la célula
permisiva al VHC como un sistema de ensayo para cribar una sustancia que pueda estimular o inhibir la unién del VHC
a las células. En particular, se pueden cribar, por ejemplo, sustancias que pueden promover o inhibir el crecimiento
del virus de la hepatitis C cultivando la particulas del VHC generadas en la células que replica el replicon de ARN del
VHC de longitud completa de la presente invencién junto con la célula permisiva a VHC en presencia de una sustancia
de ensayo, detectando el replicon de ARN del VHC de longitud completa o las particulas del virus en el cultivo del
virus y determinando si esta sustancia promueve o inhibe la replicacion del replicon de ARN o la formacién de las
particulas de virus.

Se pueden llevar a cabo dichas detecciones del replicon de ARN del VHC de longitud completa o del ARN
genémico del VHC de longitud completa o de las particulas de virus de acuerdo con la técnica descrita anteriormente
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o los siguientes Ejemplos. Se puede usar el sistema de ensayo descrito anteriormente para la produccién y evaluacién
de los agentes preventivos, terapéuticos o diagndsticos de la infeccion por el virus de la hepatitis C.

En particular, los ejemplos de la utilizacién del sistema de ensayo de la presente invencion descrito anteriormente
incluyen los siguientes:

(1)  Cribar una sustancia que inhiba el crecimiento y la infeccién de VHC

Las sustancias que inhiben el crecimiento y la infeccién de VHC incluyen, por ejemplo, compuestos orgéani-
cos que afectan el crecimiento y la infeccién de VHC directa o indirectamente, oligonucle6tidos de sentido
contrario o similares que afectan el crecimiento de VHC o la traduccién de la proteina de VHC directa o
indirectamente hibridandolos con la secuencia diana en el genoma de VHC o su cadena complementaria.

(2)  Evaluacién de diversas sustancias que tienen actividad antivirica en el cultivo celular.

Las diversas sustancias anteriormente mencionadas incluyen sustancias obtenidas mediante disefio racional
de farmacos o cribado de alto rendimiento (por ejemplo, enzima purificada y aislada).

(3)  Identificacién de una nueva diana para el tratamiento de pacientes infectados con VHC

Se pueden usar, por ejemplo la célula que replica el replicon de ARN del VHC de longitud completa o las
células que replican el ARN gendmico del VHC de longitud completa para identificar una proteina celular
del huésped que puede jugar un importante papel para el crecimiento del VHC.

(4)  Evaluacion de la capacidad del VHC para adquirir resistencia a farmacos y similares, e identificacion de la
mutacién relacionada con la resistencia.

(5)  Produccién de proteina del virus como un antigeno utilizable para el desarrollo, la produccién y la evalua-
cién de agentes diagnésticos y terapéuticos para la infeccién del virus de la hepatitis C.

(6)  Produccién de proteina del virus como un antigeno utilizable para el desarrollo, la produccién y la evalua-
cion de la vacuna para la infeccién del virus de la hepatitis C y produccién de un VHC atenuado.

(7)  Produccién de anticuerpos monoclonales o policlonales para el diagndstico y tratamiento de la infeccion
del virus de la hepatitis C.

La presente invencion se describird mds especificamente basandose en los siguientes ejemplos y dibujos. Sin em-
bargo, el alcance técnico de la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Ejemplo 1

Preparacion del replicon de ARN del VHC de longitud completa derivado del ARN gendémico del VHC de longitud
completa

(A) Construccion del vector de expresion

Se construyeron ADN plasmidos en los que los ADN (clon JFH-1) que contenian el ADNc genémico de longitud
completa de la cepa JFH-1 del virus de la hepatitis C (genotipo 2a) que se habia aislado de un paciente con insufi-
ciencia hepatica fulminante se insertaron en la direccién 3’ de la secuencia del promotor de ARN T7 en pldsmidos
pUC19.

En particular, los fragmentos de la PCR-RT obtenidos amplificando el ARN virico de la cepa JFH-1 se clo-
naron en vectores pGEM T EASY (Promega) para obtener los pldsmidos pGEM1-258, pGEM44-486, pGEM317-
849, pGEM617-1323, pGEM1141-2367, pGEM2285-3509, pGEM3471-4665, pGEM4547-5970, pGEM5883-7003,
pGEM6950-8035, pGEM7984-8892, pGEM8680-9283, pGEM9231-9634 y pGEM9594-9678 (Véase documento no
de patente 6). Los ADNc derivados del ARN gendmico virico contenidos en dichos plasmidos se ligaron conjuntamen-
te usando el procedimiento de la PCR y los enzimas de restriccién para clonar el ARNc gendémico virico. Se insertd
la secuencia del promotor de ARN T7R en la direccién 5° del ADNc gendémico virico de longitud completa. A partir
de ahora en el presente documento, el ADN pldsmido construido de esta manera se denomina como pJFHI1 (parte
superior de la Fig. 1). Se ha descrito anteriormente la preparacion del clon JFH-1 en el Documento de Patente 1 y el
Documento No de Patente 3. Adicionalmente, se registrd la secuencia de nucleétidos del ADNc de longitud completa
del clon JFH-1 en un banco de datos internacional de ADN (DDBJ/EMBL/GenBank) con n° de Acceso AB047639.

A continuacién se construyé el ADN plasmido pFGREP-JFH1 el EMCV-IRES (emplazamiento de entrada interno

al ribosoma del virus de la encefalomiocarditis) y el gen resistente a la neomicina (neo; denominado también como
gen de la neomicina fosfotransferasa) entre la region 5° no traducida y la regién nicleo del ADN plasmido pJFH1
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(parte inferior de la Figura 1). Este procedimiento de construccién estaba de acuerdo con la publicacién anterior
(Documento No de Patente 4). Adicionalmente, se prepararon los clones de los pldsmidos mutantes pJFH1/GND y
PFGREP-JFH1/GND introduciendo que cambi6 el motivo de aminodcidos GDD, que corresponde al centro activo de
la ARN polimerasa codificado por la regién NS5B en pJFH1 y pFGREP-JFH1, a GND. Debido a que la secuencia
de aminoécidos del emplazamiento activo de la proteina NS5B codificada por los clones mutantes pJFH1/GND y
pFGREP-JFH1/GND cambid, la proteina NS5B activa que se necesita para replicar el replicon de ARN no se puede
expresar a partir de los clones mutantes.

Adicionalmente, se prepar6 pFGREP-JFH1/Luc como un vector de expresioén introducido en un gen indicador
mediante la insercién del gen de la luciferasa entre el emplazamiento MIul de 415° a 420° y el emplazamiento Pmel
de 2075° a 2028° de pFGREP-JFH1 para sustituir el gen resistente a la neomicina de pFGREP_JFH1 con el gen de
la luciferasa. También, un mutante PEFEGREP-JFH1/Luc/GND, en el que el motivo GDD del centro activo de la ARN
polimerasa de NS5b se cambié a GND, se preparé mutando G a 10933° de pFGREP-JFH1/Luc a A.

Se prepar6 pFGREP-JFH1/EGFP, en el que el gen resistente a la neomicina de pFGREP-JFH1 se sustituyé con
el gen de la proteina fluorescente verde, insertando el gen de la proteina fluorescente verde entre el emplazamiento
mutante MIul de 415° a 420° y el emplazamiento Pmel de 1142° a 1149° de pFGREP-JFH1. También se prepar6 un
mutante pFGREP-JFH1/EGP/GND, en el que el motivo GDD del centro activo de la ARN polimerasa de NS5b se
cambié a GND, mutando G a 1000° de pFGREP-JFH1/EGFP a A.

Se prepar6 pFGREP-JFH1/EGFP, insertando el gen de la fosfatasa alcalina placental secretora entre el empla-
zamiento MIul de 415° a 420° y el emplazamiento Pmel de 1982° a 1989° de pFGREP-JFH1 para sustituir el gen
resistente a la neomicina de pFGREP-JFHI con el gen de la fosfatasa alcalina placental secretora. También, se prepard
un mutante PEFEGREP-JFH1/SEAP/GND, en el que el motivo GDD del centro activo de la ARN polimerasa de NS5b
se cambién a GND, mutando G a 10840° de pFGREP-JFH1/SEAP a A.

(B) preparacion del ARN genomico del VHC de longitud completa y del replicon de ARN del VHC de longitud com-
pleta

Se digirieron los vectores de expresion construidos como anteriormente, pJFH1, PIFHI/GND, pGREP-JFH1 y
pFGREP-JFH1/GND con el enzima de restriccién Xbal para preparar las plantillas de ADN para la sintesis del ARN
genémico del VHC de longitud completa y el replicon de ARN del VHC de longitud completa. Posteriormente, se
trataron 10-20 ug de cada fragmento Xbal con 20 U de Nucleasa de Judia Mungo en 50 ul de disolucién de reaccién
incubando a 30°C durante 30 min. La Nucleasa de Judia Mungo es una enzima que cataliza la reacciéon que implica
digerir selectivamente partes de la cadena unica del ADN de doble cadena. Normalmente, si se sintetiza el ARN
usando los fragmentos Xbal anteriores como plantillas, se sintetizan replicones de ARN que tienen 4 bases extra de
CUGA, que es una parte del emplazamiento de reconocimiento Xbal, en el término 3’. Por tanto, en este ejemplo,
se eliminaron 4 bases de CUGA procedentes de los fragmentos Xbal tratando los fragmentos Xbal con Nucleasa de
Judia Mungo. Posteriormente, la disolucién de después del tratamiento de Nucleasa de Judia Mungo que contenia los
fragmentos Xbal se sometié al tratamiento normalizado de eliminacién de la proteina para obtener los fragmentos
Xbal purificados sin las 4 bases, CUGA, como plantilla de ADN que se va a usar a continuacion.

A continuacion, se sintetizé el ARN in vitro a partir de esta plantilla de ADN usando ARN polimerasa T7. Se us6
un MEGAscript (Ambion Co.) para la sintesis del ARN, se hicieron reaccionar 20 ul de la mezcla de reaccién que
contenfan 0,5-1,0 microgramos de la plantilla de ADN de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Después de la sintesis del ARN, se afiadio6 DNasa (2 U) a 1 mezcla de reaccién y se hizo reaccionar a 37°C
durante 15 minutos, y a continuacién se extrajo el ARN con tratamiento de dcido-fenol para eliminar la plantilla
de ADN. Se sintetizaron los ARN de esta manera a partir de las anteriores plantillas de ADN derivadas de pJFH1,
pJFH1/GND, pFGREP-JFH1 y pFGREP-JFH1/GND se denominaron como rJFH1, rJFH1/GND, rFGREP-JFH1 y
rFGREP-JFH1/GND, respectivamente. Las secuencias de nucle6tidos de estos ARN se muestran en la SEC DE ID
N°: 12, 13, 14, y 15 para rJFH1, rJFH1/GND, rFGREP-JFH1 y rFGREP-JFH1/GND, respectivamente. rJFH1 es un
ejemplo de los ARN genémicos del VHC de longitud completa que tienen la misma estructura de la secuencia que el
genoma del VHC de longitud completa de la cepa JFH-1. rTFGREP-JFHI1 es un ejemplo del replicén de ARN del VHC
de longitud completa de la presente invencion.

Posteriormente, rTFGR-JFH1/Luc (SEC DE ID N°: 21), rFGR-JFH1/Luc/GND (SEC DE ID N°: 22), rFGR-JFH1/
EGFP (SEC DE ID N°: 23), tFGR-JFH1/EGFP/GND (SEC DE ID N°: 24), tFGR-JFH1/SEAP (SEC DE ID N°: 25) y
rFGR-JFH1/SEAP/GND (SEC DE ID N°: 26), que fueron replicones de ARN del VHC, se produjeron usando como
plantilla las vectores de expresion preparados como anteriormente, pFGREP-JFH1/Luc, pFGREP-JFH1/Luc/GND,
pFGREP-JFH1/EGFP, pFGREP-JFH1/EGFP/GND, pFGR-JFH1/SEAP y pFGR-JFH1/SEAP/GND, respectivamente.
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Ejemplo 2
Replicacion del ARN gendmico del VHC de longitud completa en células y generacion de las particulas de virus
(C) Replicacion del ARN genomico del VHC de longitud completa en células y generacion de las particulas de virus

Se mezclaron diversas cantidades del ARN genémico del VHC de longitud completa (rfJFHI o rFHJ1/GND) como
anteriormente con el ARN total extraido de células Huh7 para llevar la cantidad de ARN hasta 10 ug. Posteriormente,
el ARN mezclado se introdujo en células Huh7 mediante el procedimiento de electroporacion. Se sembraron células
Huh7 sometidas al tratamiento de electroporacién en placas de cultivo. Tras incubar durante 12, 24, 48 y 72 horas, se
recogieron las células, se extrajo el ARN y se analiz6 mediante el procedimiento de transferencia Northern. Se llevé
a cabo el andlisis de transferencia Northern de acuerdo con Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* edicién, J.
Sambrook, E. F. Fristch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). En particular, se someti6é el ARN
extraido de las células tras la incubacién a electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa y se transfirié el ARN a
una membrana de nylon cargada positivamente después de la electroforesis. Se hibridé una sonda de ADN o ARN
marcada con *?P, preparada a partir de pJFH1 con el ARN anteriormente mencionado transferido sobre la membrana.
Se lavé la membrana y se expuso a una pelicula para detectar las bandas de ARN especificas del ARN genémico del
VHC de longitud completa del clon JFH-1.

Tal como se muestra en la Figura 2, cuando se transfecté rJFH1/GND en las células, se confirmé una banda del
ARN introducido como una sefial débil a las 4 horas después de la transfeccion, pero la sefial se fue debilitando con
el paso del tiempo y la sefial procedente de la banda fue casi indetectable a las 24 h después de la transfeccion. En
contraste, cuando se transfecté rJFH1, la intensidad de la sefial de la banda del ARN introducido se debilitd en un
primer momento como fue el caso de rJFH1/GND entre las 4-12 horas después de la transfeccion, pero se confirmé
una clara sefial de la banda de ARN después de 24 horas de la transfeccion. La sefial confirmada era especifica del
ARN gendémico del VHC. Esto es, se consider6 que algin ARN gendmico del VHC de longitud completa introducido
se replicd y crecid. No se observé replicacion de rJFHI/GND, en la que se muté el motivo activo de NS5B, esto es, el
enzima del ARN replicativo, indicando que la actividad de NS5B es importante para la replicacién del ARN gendmico
del VHC de longitud completa. Ademas, se llevaron a cabo los mismos experimentos para el ARN genémico de
longitud completa derivado del virus de la hepatitis C tal como la cepa H77 (Documento No de Patente 7), la cepa J6
(Documento No de Patente 8) y la cepa JCH1 que los presentes inventores aislaron de la hepatitis crénica (Documento
No de Patente 6), todos los cuales se han aislado anteriormente, pero no se confirmd la replicacién del ARN gendémico
del VHC de longitud completa de estas cepas.

(D) Deteccion de particulas del virus VHC en el medio de cultivo del cultivo celular transfectado

Se sembraron células Huh7 tratadas mediante electroporacién tal como se ha descrito anteriormente en placas de
cultivo y se cultivaron durante 12, 24, 48 y 72 horas y a continuacién se evalué la proteina nicleo del VHC en el
sobrenadante del cultivo. Se llevo a cabo la evaluacién de acuerdo con el ensayo IRMA del antigeno Ortho del VHC
(Documento No de Patente 9). Tal como se muestra en la Figura 3, se detectd la proteina nticleo en el sobrenadante
del cultivo 48 y 72 horas después de la transfeccién con rJFHI1. Para examinar si esta proteina nicleo se segregaba
como particulas de virus, se fraccion6 el medio de cultivo 72 horas después de la transfecciéon con rJFH1 mediante
el gradiente de densidad de la sacarosa. En un tubo de centrifuga, se distribuyeron en capas 2 ml de disolucién de
sacarosa al 60% (p/p) (disuelta en Tris 50 mM pH 7,5/ NaCl 1 M/EDTA 1 mM), 1 ml de disolucién de sacarosa al
50%, 1 ml de disolucién de sacarosa al 40%, 1 ml de disolucidén al 30%, 1 ml de disolucién de sacarosa al 20% y 1 ml
de disolucién de sacarosa al 10% y se superpusieron a la anterior 4 ml del sobrenadante del cultivo de la muestra. Se
centrifugd ésta en un rotor SW41 de Beckman Ti a 400.000 RPM, a 4°C durante 16 horas. Tras la centrifugacién, se
recogi6 ésta en fracciones de 0,5 ml cada una procedentes de la parte inferior del tubo. Se determinaron la densidad,
la concentracién de la proteina nicleo del VHC y la cantidad del ARN genémico del VHC de longitud completa en
cada fraccién. Se llevé a cabo la deteccion del ARN gendémico del VHC de longitud completa con un procedimiento
de PCR-RT cuantitativo detectando el ARN de la regiéon 5’ no traducida del ARN genémico del VHC de longitud
completa, de acuerdo con Takeuchi T, Katsume A, Tanaka T, Abe A, Inoue K, Tsukiyama-Kohara K, Kawaguchi R,
Tanaka S, Kohara M, “Real-Time detection system for quantification of Hepatitis C virus genome”, Gastroenterology
116: 636-642 (1999). En particular, se amplificé mediante la PCR el ARN genémico del VHC de longitud completa
contenido en el ARN extraido de la célula, usando cebadores sintéticos, R6-130-S17: 5’-CGGGAGAGCCATAGTGG-
3’ (SEC DE ID N°: 16), R6-290-R19: 5’-AGTACCACAAGGCCTTTCG-3’ (SEC DE ID N° 17 y Sonda TagMan:
R6-148-S21FT, 5’-CTGCGGAACCGGTGAGTACAC-3’ (SEC DE ID N°: 18) y el kit de la PCR del ARN EZ rTth, y
a continuacién se detecté mediante el sistema detector de secuencias ABI Prism 7700.

Tal como se muestra en la Figura 4, el pico de la proteina nicleo coincidié con el del ARN genémico del VHC de
longitud completa en la fraccion 11. La densidad de esta fraccion fue aproximadamente de 1,18 mg/ml y esto indic6 un
peo especifico mds bajo que el del conjugado de la proteina nicleo y del dcido nucleico informado hasta el momento.
Ademds, cuando se llev a cabo un fraccionamiento similar después de tratar el sobrenadante del cultivo con NP40
al 0,25%, los picos de la proteina niicleo y del ARN genémico del VHC de longitud completa cambiaron a un peso
especifico de aproximadamente 1,28 mg/ml. Estos es, se consider6 que el tratamiento con NP40 arrastré la membrana
superficial, que contenia lipidos y a continuacion tuvo un peso especifico inferior, procedente de las particulas de
nicleo que dan como resultado particulas de virus comprendidas solo por 4cido nucleico y proteina niicleo, y por
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tanto, aumento el peso especifico. Los anteriores resultado mostraron que el ARN gendmico del VHC de longitud
completa se replicé en la célula transfectando rJFH1 en células Huh7 y, como resultado, se formaron particulas de
virus y se segregaron en el sobrenadante del cultivo.

Ejemplo 3

(E) Preparacion de la célula que replica el replicon d ARN del VHC de longitud completa y establecimiento de los
clones celulares

Se prepararon las células que replicaban de replicon de ARN del VHC de longitud completa transfectando rF-
GREP-JFH1 y rtFGREPJFH1/GND, que se prepararon en el Ejemplo 1, en células Huh7 tal como se ha descrito en el
Ejemplo 2, y a continuacién se realizé un intento de establecer clones de células que replicaban el replicon de ARN
del VHC de longitud completa.

En primer lugar, tras transfectar iIFGREP-JFH1 y rtFGREP-JFH1/GND respectivamente en células Huh7, se sem-
braron las células en placas de cultivo Tras cultivar 16-24 horas, se afiadié G418 a diversas concentraciones Se continud
el cultivo aunque cambiando el medio dos veces a la semana. Tras cultivar durante 21 dias, se tifieron las células so-
brevivientes con cristal violeta Se recontaron las colonias tefiidas, y se calcul6 el nimero de colonias resultantes por
peso d ARN usado para la transfeccién se continué también el cultivo en alguna de las placas de cultivo para clonar
colonias de las células sobrevivientes. Se extrajeron el ARN, el ADN gendmico y las proteinas, respectivamente, de
las células clonadas, y a continuacién se investigaron la deteccion del replicon de ARN del VHC de longitud completa,
la integracion del gen resistente a la neomicina en el ADN gendmico y la expresion d la proteina de VHC. Se muestran
estos resultados a continuacién en detalle.

(F) Capacidad de formacion de colonias

Los resultados de la transfeccién anterior indicaron que la capacidad de formacién de colonias por 1 g de replicén
de ARN usado para la transfeccién fue de 368 UFC (Unidad Formadora de Colonias)/ug de ARN, para las célula Huh7
transfectadas con tFGREP-JFHI, a una concentracién de G418 de 1,0 mg/ml (la parte izquierda de la Figura 5). En
contraste, no se observé formacién de colonias para las células Huh7 transfectadas con rFGREP-JFH1/GND (la parte
derecha de la Figura 5). Esto indica que la capacidad de formacién de colonias de las células Huh7 transfectadas con
el replicon de ARN de rFGREP-JFH1 depende de la actividad de NS5B (ARN polimerasa) que se expresa a partir de
rFGREP-JFHI. Esto es, se considerd que en las células formadoras de colonias, llegé a ser posible el crecimiento de
las células como resultado del mantenimiento de la resistencia a G418 debido a la expresion continua del gen resistente
a la neomicina producida por la replicacién auténoma del replicon de ARN de fFGREP_JFH]1 por medio de la accién
de NS5B expresado a partir de tFGREP-JFHI1.

(G) Deteccion del replicon de ARN del VHC de longitud completa en clones celulares establecidos

Se extrajo el ARN total mediante el procedimiento de extraccidon con dcido-fenol de los clones celulares que re-
plicaban e replicon de ARN del VHC de longitud completa, que se ha establecido transfectando rFGREP-JFHI, en
célula HUh7 de acuerdo con la seccion (E) anterior Posteriormente, se evalud este ARN total mediante el procedimien-
to de transferencia Northern. En el procedimiento, se usé una sonda especifica de pFGREP-JFH1. Como controles,
se extrajo el ARN total de las células Huh7 no transfectadas de una manera similar (en la Figura 6, se muestra como
“Huh7”) se usaron una muestra sintetizada in vifro que contenia 107 copias de replicon de ARN adicionalmente al
ARN extraido de las células Huh7 (en la Figura 6, se muestra como “107”), y una muestra sintetizada in vitro que
contenia 10® copias del replicén de ARN adicionalmente al ARN total extraido de las células Huh7 (en la Figura 6, se
muestra como “10*”). En la Figura 6, 1-4 indica los nimeros de clones celulares.

Como resultado, se detecté el ARN que tenia el tamafio similar a rTFGREP-JFHI con una sonda especifica de rF-
GREP-JFH1 (Figura 6). A partir de este resultado, se confirmé que el replicon de ARN del rFGREP-JFH1 transfectado
se replicaba y crecia en el clon celular. Se demostré también que hubo diferencia en la cantidad de replicén de ARN
entre los clones celulares. Tal como se muestra en la Figura 6, por ejemplo, la cantidad de replicon de ARN en el clon
2 fue inferior a la de otros clones.

(H) Confirmacion de la presencia o ausencia de la integracion del gen de resistencia a la neomicina en el ADN
genomico

Se llevo a cabo la amplificacién mediante la PCR de los clones celulares 1-8 obtenidos de acuerdo con (E) (se
muestran como FG-JFH1/2-1 y FGR-JFH1/2-8 en la Figura 7), usando cebadores especificos del gen de resistencia
a la neomicina (cebador de sentido directo, NEO-S3: 5’-AACAAGATGGATTGCACGCA-3’ (SEC DE ID N°: 19),
cebador de sentido contrario, NEO-R: 5’-GCGTCAAGAAGGCGATAGAAG-3’ (SEC DE ID N° 20)) y el ADN
genémico celular del huésped extraido de cada uno de los clones celulares como plantilla, con el fin de confirmar que
la resistencia de cada uno de los clones celulares frente a G418 no era debida a la integracién del gen de resistencia
a la neomicina el genoma celular del huésped Como resultado, tal como se muestra en la Figura 7, no se observé que
los clones positivos mostraran la amplificacion del gen de la resistencia a la neomicina.
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El resultado de (H) confirmé que el replicon de ARN del VHC de longitud completa se replicaba en los clo-
nes celulares establecidos mediante transfeccién del replicon de ARN del VHC de longitud completa de la presente
invencion.

(D) Deteccion de la proteina de VHC

Se extrajeron las proteina mediante un procedimiento normalizado a partir de os clones celulares establecidos me-
diante la transfeccién de rFGREP-JFH1, y a continuacién se analizaron mediante SDS-PAGE vy el procedimiento de
transferencia Western Los clones celulares examinados en este caso fueron los mismos que los usados en la seccién
(G) anterior. El extracto celular obtenido mediante transfeccién transitoria del ARN genémico del VHC de longitud
completa preparado en células Huh7 se usé como control positivo (se muestra como JFH1 en las Figuras 8, 9 y 10). El
extracto celular procedente del clon obtenido transfectando el replicon de ARN subgendémico del VHC (SGR_JFH1)
se us6 como control negativo de la proteina niicleo y como control positivo de las proteinas NS3 y NS5a (se muestra
como SGR-JFH1 en las Figuras 8, 9y 10). Se us6 el extracto celular de las células Huh7 no transfectadas como control
negativo de todas las proteinas (se muestra como Huh7 en las Figuras 8, 9 y 10). Se transfirieron las muestras de pro-
tefna extraidas de cada clon celular sobre membranas PVDF (Immobilon-P, Millipore), y a continuacién se detectaron
la protefna nucleo y la proteina NS3 codificadas por el replicon de ARN del VHC de longitud completa del anterior
usando un anticuerpo especifico contra el nicleo y un anticuerpo especifico contra NS3 (proporcionado amablemente
por el Dr. Moradpour; Wolk B, y col. J. Virology, 2000, 74: 2293-2304). Tal como se muestra en las Figuras 8 y 9, se
detectaron para cada proteina los clones celulares 1-4 que se establecieron transfectando la proteina rFGREP-JFH1,
del mismo tamafio que la del control positivo. Debido a que no se detectaron ni la proteina del nicleo ni la proteina
NS3 para las células Huh7 no transfectadas, se confirmé en los clones celulares 1-4 que se habia transfectado el re-
plicén de ARN del VHC de longitud completa, replicado auténomamente y que se expresaban la proteina nicleo y la
proteina NS3.

Adicionalmente, para cada clon celular, para el cual se ha confirmado la expresion de la proteina NS3 tal como
se ha descrito anteriormente, se confirmé también la expresién de la proteina NS5A a partir del replicon de ARN
del VHC de longitud completa usando como anticuerpo un suero procedente de un paciente con hepatitis C (Figura
10).

A partir de los resultados de (H) e (I) descritos anteriormente, se confirmé que en los clones celulares, que se han
establecido transfectando el replicon de ARN del VHC de longitud completa, el replicon de ARN del VHC de longitud
completa se replicaba y que se expresaban también las proteinas viricas.

(1) Produccion de particulas de virus en células que replican el replicon de ARN del VHC de longitud completa

Se transfecté rFGREP-JFH1 en células Huh7 de acuerdo con la seccion (E) anterior, se establecieron los clones
celulares 2 y 3 (FGR-JFH1/2-3) que replicaban el replicon de ARN del VHC de longitud completa, y a continuacién
se recuperaron sus sobrenadantes de los cultivos. Se evaluaron las particulas del virus VHC en los sobrenadantes de
los cultivos de acuerdo con un procedimiento similar a (D) descrito anteriormente. En la Figura 11 se muestra el
resultado. En la Figura 11, un circulo sombreado representa el peso especifico (g/ml) de cada fracciéon. Un circulo
cerrado representa una cantidad de la proteina niicleo (fmol/l). Un circulo abierto representa un titulo del replicén de
ARN del VHC de longitud completa (x 0,1 copias/ml).

Tal como se muestra en la Figura 11, el pico de la proteina nicleo coincidié con el del replicén de ARN del VHC de
longitud completa en las fracciones que tenian pesos especificos de aproximadamente 1,18-1,20 mg/ml. Se encontrd
también un pequefio pico en la fracciéon mds ligera. A partir de los anteriores resultados se demuestra que el replicén
de ARN del VHC de longitud completa se replicé en células Huh7 transfectadas con rFGREP-JFH11, y se formaron
y segregaron particulas de virus en el sobrenadante del cultivo del mismo.

Ejemplo 4
(K) Experimento de infeccion con particulas de virus en el sobrenadante del cultivo

Se infectaron células Huh7 con particulas de virus en el sobrenadante del cultivo afiadiendo cada sobrenadante del
cultivo de clones celulares 1-8 usados en (H) (es decir, FGR-JFH1/2-1, FGR-JFH1/2-2, FGR-JFH1/2-3, FGR-JFH1/2-
4, FGR-JFH1/2-5, FGR-JFH1/2-6, FGR-JFH1/2-7, FGR-JFH1/2-8) a las células Huh7. Al dia siguiente, se afiadid
G418 a 0,3 mg/ml a los medio de cultivo de las células Huh7 infectadas, y se cultivaron adicionalmente las célula
Huh7 durante 21 dias. Tras la finalizacién del cultivo, se fijaron las células y se tifieron con cristal violeta. Se observo
formacién de colonias par las células infectadas con los sobrenadantes del cultivo de FGR-JFH1/2-3, FGR-JFH1/2-5 y
FGR-JFH1/2-6, respectivamente. Por otra parte, no se observé formacion de colonias para las células infectadas con el
sobrenadante del cultivo de SGR-JFH1/4-1, usdndose como control células de replicén subgendémico (descritas en el
Documento No de patente 6). La Figura 12 muestra una fotografia de una placa de cultivo tefiida tras cultivar durante
21 dias con los 4 ml u 8 ml afiadidos del sobrenadante del cultivo de FGR-JFH1/2-3 o SGR-JFH1/4-1. Se encontraron
tres y nueve colonias en la placa en la que se han sembrado las células mezcladas con 4 ml y 8 ml del sobrenadante del
cultivo de FGR-JFH1/2-3. Sin embargo, no se observaron colonias en la placa, en la que se han sembrado las células
mezcladas con el sobrenadante del cultivo de SFR-JFH1/4-1.
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Posteriormente, se clonaron las colonias formadas mediante infeccién con el virus de la hepatitis C usando el
sobrenadante del cultivo de FGR-JFH1/2-3 y FGR-JFH1/2-5, respectivamente. Se establecieron tres clones de FGR-
JFH1/C2-3-11, FGR-JFH1/C2-3-12 y FGR-JFH1/C2-3-13 a partir de la placa de cultivo infectada con el sobrenadante
del cultivo de FGR-JFH1/2-3, y se establecieron 2 clones de FGR-JFH1/C2-5-11 y FGR-JFH1/C2-5-12 a partir de la
placa de cultivo infectada con el sobrenadante del cultivo de FGR-JFH1/C2-5.

Cuando se infectaron células Huh7 con el sobrenadante del cultivo de cada clon celular de FGR-JFH1/C2-3-11,
FGR-JFH1/C2-3-12, FGR-JFH1/C2-3-13, FGR-JFH1/C2-5-11 y FGR-JFH1/C2-5-12, se observ6 formacién de co-
lonias en las placas de cultivo infectadas con el sobrenadante del cultivo de FGR-JFH1/C2-3-12 y JFH1/C2-5-12,
respectivamente. A partir de las células infectadas con el sobrenadante del cultivo de FGR-JFH1/C2-3-12, se estable-
cieron 2 clones adicionales de FGR-JFH1/C2-3-12-1 y de FGR-JFH1/C2-3-12-2. A partir de las células infectadas
con el sobrenadante del cultivo de FGR-JFH1/C2-5-12, se establecieron 2 clones adicionales de FGR-JFH1/C2-5-12-
1 y FGR-JFH1/C2-5-12-2.

Se extrajeron el ARN, la proteina y el ADN gendémico de estos clones celulares que se habian establecido a partir
de células infectadas con el sobrenadante del cultivo de las células que replicaban el replicon de ARN del VHC de
longitud completa. El examen para la integracion del gen resistente a la neomicina en el ADN gendémico de estos clones
celulares mediante la PCR usando el ADN gendémico como plantilla dio como resultado negativo en todos. Ademds,
el replicon de ARN del VHC de longitud completa que se replicaba en las células podria detectarse mediante la PCR
cuantitativa usando ARN como plantilla. Mds adicionalmente, podria detectarse la proteina niicleo en el sobrenadante
del cultivo. Estos resultados indican que las particulas del virus que contienen el replicén de ARN del VHC de longitud
completa que se producen mediante las células que replican el replicon de ARN del VHC de longitud completa de la
presente invencion pueden infectar otra célula.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con el procedimiento de la presente invencién, se pueden preparar particulas del virus VHC en un
sistema de cultivo celular. Usando el replicén de ARN de la presente invencién, se puede producir eficazmente el
ARN que contiene el ARN genémico del VHC de longitud completa en un sistema de cultivo celular. Ademads, usando
las células, en las que se ha introducido el replicon de ARN del VHC de longitud completa de acuerdo con la presente
invencién o el ARN genémico del VHC de longitud completa, se pueden replicar el replicon de ARN del VHC de
longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud completa, y se pueden producir particulas del virus VHC
de la presente invencién de manera continua en 1 sistema de cultivo celular. Las células en las que se introduce el
replicén de ARN del VHC de longitud completa o el ARN genémico del VHC de longitud completa, se pueden usar
también como un sistema de ensayo para cribar diversas sustancias que influencian el proceso de replicacion del VHC,
la formacidn de particulas de virus y la liberacién extracelular de particulas de virus. El replicon de ARN del VHC de
longitud completa de la presente invencién y el ARN gendémico del VHC de longitud completa, y las particulas de virus
de la presente invencién son también ttiles como vector virico para un gen extrafio. Se pueden incluir las particulas
de virus de la presente invencidn, o una parte de las mismas en una vacuna como antigeno de la vacuna contra el virus
de la hepatitis C. Ademads, el sistema, en el que las particulas de virus de la presente invencidn y otras células que
se cultivan conjuntamente, se pueden utilizar como un sistema de ensayo para cribar diversas sustancias que tienen
influencia en la infeccién de las células con particulas de virus. El replicén de ARN del VHC de longitud completa
de la presente invencioén o el ARN gendémico del VHC de longitud completa es ttil como plantilla que permite una
reproduccién sencilla de la secuencia del genoma del VHC de longitud completa.

Texto libre del listado de secuencias

La SEC DE ID N°: 1 representa la secuencia de la regién 5° no traducida del ARN genémico del VHC derivada
del clon FJH-1.

La SEC DE ID N°: 2 representa la secuencia de codificacion de la proteina nicleo del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N° 3 representa la secuencia de codificacién de la proteina E1 del ARN gendémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N° 4 representa la secuencia de codificacién de la proteina E2 del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 5 representa la secuencia de codificacién de la proteina NS2 del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 6 representa la secuencia de codificacion de la proteina NS3 del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 7 representa la secuencia de codificacién de la proteina NS4A del ARN gendémico del VHC
derivada del clon JFH-1.
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La SEC DE ID N°: 8 representa la secuencia de codificacién de la proteina NS4B del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 9 representa la secuencia de codificacién de la proteina NS5A del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 10 representa la secuencia de codificacién de la proteina NS5B del ARN genémico del VHC
derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 11 representa la secuencia de la regién 3’ no traducida del ARN genémico del VHC derivada
del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 12 representa la secuencia del ARN gendémico del VHC de longitud completa derivada del clon
JFH-1.

La SEC DE ID N°: 13 representa la secuencia del replicon de ARN que comprende el ARN genémico del VHC de
longitud completa derivada del clon JFH-1.

La SEC DE ID N°: 14 representa la secuencia del ARN genémico del VHC de longitud completa derivada del clon
JFH-1 en el que el motivo de aminodcidos GDD se ha mutado en GND.

La SEC DE ID N°: 15 representa la secuencia del replicon de ARN que comprende el ARN gendmico del VHC de
longitud completa derivada del clon JFH-1 en el que el motivo de aminodcidos GDD se h mutado en GND.

LAS SEC DE ID N*: 16-20 representan las secuencias de los cebadores.

La SEC DE ID N°: 21 representa la secuencia del replicén de ARN derivada de un vector de expresién oFGREP-
JFH1/Luc.

La SEC DE ID N°: 22 representa la secuencia del replicon de ARN derivada de un vector de expresion pFGREP-
JFH1/Luc/GND.

La SEC DE ID N°: 23 representa la secuencia del replicon de ARN derivada de un vector de expresiéon pFGREP-
JFH1/EGFP.

La SEC DE ID N°: 24 representa la secuencia del replicon de ARN derivada de un vector de expresiéon pFGREP-
JFH1/EGFP/GND.

La SEC DE ID N° 25 representa la secuencia del replicon de ARN derivada de un vector de expresién pF-
GREP_JFH1/SEAP.

LA SEC DE ID N°: 26 representa la secuencia del replicén d ARN derivada de un vector de expresién pFGREP-
JFH1/SEAP/GND.
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REIVINDICACIONES

1. Un replicén de ARN, que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende una regién 5° no traducida
que comprende una secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 1, una secuencia de codificacién
de una proteina nicleo que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 2, una
secuencia de codificacién de la proteina E1 que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC
DE ID N°: 3, una secuencia de codificacién de la proteina E2 que comprende una secuencia de nucledtidos que se
muestra en la SEC DE ID N°: 4, una secuencia de codificacion de la proteina NS2 que comprende una secuencia de
nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 5, una secuencia de codificacién de la proteina NS3 que comprende
una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 6, una secuencia de codificaciéon de la proteina NS4A
que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 7, una secuencia de codificacién de
la proteina NS4B que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 8, una secuencia
de codificacién de la proteina NS5A que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID
N°: 9, una secuencia de codificacion de la proteina NS5B que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra
en la SEC DE ID N°: 10, una regién 3’ no traducida que comprende una secuencia de nucleétidos que se muestra en la
SEC DE ID N°: 11, al menos un gen marcador seleccionable y/o al menos un gen indicador, y al menos una secuencia
IRES, en el que dicho al menos un gen marcador seleccionable y/o al menos un gen indicador, y dicha al menos una
secuencia IRES se colocan entre la regién 5’ no traducida y la secuencia de codificacion de la proteina nicleo en este
orden en la direccién 5’ a 3°, en el que dicho replicén de ARN tiene capacidad de replicacién auténoma y capacidad
de produccién de particulas de virus.

2. El replicon de ARN de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la secuencia de nucledtidos comprende la
region 5’ no traducida, el al menos un gen marcador seleccionable y/o el al menos un gen indicador, y la al menos
una secuencia IRES, y la secuencia de codificacién de la proteina nicleo, la secuencia de codificacién de la proteina
El, la secuencia de codificacién de la proteina E2, la secuencia de codificacion de la proteina NS2, la secuencia de
codificacién de la proteina NS3, la secuencia de codificacion de la proteina NS4A, la secuencia de codificacion de la
proteina NS4B, la secuencia de codificacion de la proteina NS5A, la secuencia de codificacién de la proteina NS5B, y
la regién 3’ no traducida en este orden en la direccién 5’ a 3°.

3. El replicén de ARN de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende el ARN (a) o (b) siguiente:
(a) un ARN que comprende una secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 13; o
(b) un ARN que comprende una secuencia de nucleétidos derivada de la secuencia de nucleétidos que se
muestra en la SEC DE ID N° 13 mediante deleccion, sustitucion o adiciéon de 1 a 100 nucledtidos, en
el que dicho replicén de ARN tiene capacidad de replicacion auténoma y capacidad de produccién de
particulas de virus.
4. Un procedimiento para producir una célula que replica un replicén de ARN y produce una particula de virus,
que comprende introducir el replicén de ARN de acuerdo con una cualquiera de de las reivindicaciones 1 a 3 en una

célula.

5. Una célula que replica un replicén de ARN y produce una particula de virus, que comprende el replicon de ARN
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6. La célula de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que la célula es una célula derivada de higado humano, una
célula derivada de cuello uterino humano o una célula derivada de rifién fetal humano.

7. La célula de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que la célula es una célula Huh7, una célula HepG2, una
célula IMY-N9, una célula HelLa o una célula 293.

8. Un procedimiento para producir una particula de virus de la hepatitis C, que comprende cultivar la célula de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para permitir a la célula producir la particula de virus.

9. Una particula de virus de la hepatitis C que comprende el replicon de ARN de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

10. Un procedimiento para cribar una sustancia contra el virus de la hepatitis C, que comprende cultivar, en pre-
sencia de una sustancia de ensayo, al menos una seleccionada entre el grupo constituido por (a), y (b) siguientes:

(a) lacélulade acuerdo con la reivindicaciéon 5a 7, y

(b) laparticula de virus de la hepatitis C de acuerdo con la reivindicacién 9 y la célula permisiva al virus de
la hepatitis C;

y detectar el replicén de ARN o las particulas de virus en el cultivo resultante.
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11. Una vacuna de la hepatitis C, que comprende la particula de virus de la hepatitis C de acuerdo con la reivindi-
cacion 9 o una parte de la misma.

12. Un procedimiento para producir una vacuna de la hepatitis C usando la particula de virus de la hepatitis C de
5 acuerdo con la reivindicacion 9 o una parte de la misma como un antigeno.

13. Uso del replicon de ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la produccién de
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particulas de virus de la hepatitis C en células cultivadas.
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gegogucese gaggucaucs uagacaucgu Uagcgggecy 480

cuuggccuac UucUcUaugc agggagegug ggegaagguc 540

aUlgUCAUCC UUCUZCUBEC CECUEZERUE gacgceg 576

<210>4

<211> 1290

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C

<223> secuencia de codificacién de la proteina E2 del ARN gendmico derivado del clon JFH-1
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<400> 4

ggeaceacca
agccauggcee
cguacugecu
accaaccgou
gCUUUCCEER
augaggecgu
EUEUBUEECC
cguggaguge
4CCCEaCCES
aagaculugug
ulgugeccecua
EggcCouggc
ugcacaguca
cucacggecg
agucagcugu
ucagacuuae
caauacalgu
guaclcuuay
UUgUUgggee
gcuaacugece
EEUCEEBUER

cucauggcac

CCEUUEEagE
cucagcagaa
ugaauugeaa
Luaacucguec
UAgEBUERER
acugcuggca
caguguacug
ccaccuacac
cgeaggeecue
gCcgegeecace
cggatiuguuu
ucacaccaaa
auduuaceau
caugcaacuu
cuccucuguu
ccgeuuuguc
auggoeucue
uccugoucuu
aggccgaage
auggecuccu
ucccouugac

Ugecceggca

ES 2 346 326 T3

cgcuguugea
cauucageuc
ngacuccuug
aggguUEuCEa
cacccuacag
cuaccecccea
uuucacccece
auggeggagag
augguucgge
UUgCCECace
uaggaagcau
gugecugguc
cuucaagaua
cacUcgUEgs
gecaciicuace

agacuggucuu

‘acclugcuaus

agcggacgece
agcatuggag
auauuuugee
CACCUAUUEL

ggecuuaugee

cguuccacca
auuaacacca
aacaccggcu
EgETECCURgU
uacgaggaua
2aageccgueug
agccogguag
aaugagacag
ugcacgugga
agagcugacu
ccugaugeca
caguaccouu
agaauguaug
gaucgcugeg
aCgEaauges
cuccacéuue
acaazauacg
agagucugeg
aaguuggucyg
aucuucuieyg

cucacuggee

acgugauugc
BCEgCAaguug
HUCUCECEED
CCgccugecyg
augucaccaa
geguaguceec
UaguEpggCcac
algucuuccu
ugaacuccat
ucaacgecag
cuuauauuaa
acagacucug
UagggEgEel
ACUUEEAgEa
ccauccugec
accagaacau
UCgUUCEAaLE
ccugcuupgug
UCHUECBCEC
uggcagcuug

uauggeceuy

CgZCcEUguuC
gedcaucaac
cuuguucuac
caacalucgag
uccagaggau
CECEaggucu
gaccgacaga
acugaacage
uggutitcace
cacggacuug
gugugguucu
gecauuacccde
ugagcacagg
cagggacagg
cugcaccuac
cguggacgud
Egagugggug
gaugeucauc
UgCEagugce
géacaucagg

cugeccuacug

60
120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1290

<210>5

<211> 651

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C
<220>

<223> secuencia de codificacion de la proteina NS2 del ARN genémico del virus de la hepatitis C derivado del con
JFH-1
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<400> 5

<210>
<211>
<212>

uaugacgcac
acacucaccc
cugacccugg
cgcgauggea
aaauggouuy
coguacluucg
gEEBguaggu

UaUEgaccace

cugugcacgy
cgggguauaa
gggaagecay
Ucgegugggs
Uggcguugcy
ucagagcuca
auguucaggu

ucacaccuay

ES 2 346 326 T3

acagauagge
gacccuccuc

gaudcaggag

cgucacuaua

UEEECCUECU
cgcucugaua
gECECcuauug

EUCEEgacugg

ECCguggaas ccaticaucud caguccgaug

acggeugead guggggacal ucuUacaugga CUUCCCEUgU CCECCegacu CERCCEEERag

BUBEEZUUUgU
gEtcagugue
uggguaccac
UUGUECCCEE
uaccucuuaa
agggualgeg
gcocuuggea
gecgeuageg

gagaagaagg

ugauauugau
UguUgEUgEUY
ccaugeaggu
gUgUgEUEUL
gEgCCECUUL
cuuuggugaa
gguggacugg
gecugegoga

ucaucgueug

cacccuculdce
gugcuaucuc
gogeggegge
ugacauuacc
gacacaugug
ECAgCUCECE
caccuacauc
cuuagegguc

EEEagCgEag

60

120
180
240
300
360
420
480
540

autcuccucg gCccagcuga uggcuacact Uccaaggggl Egaagcuccu U

6
1893
ARN

<213> Virus de la hepatitis C

<220>

<223> secuencia de codificacion de la proteina NS3 del ARN gendmico del virus de la hepatitis C derivado del clon

<400>

JFH-1
6

gocucccauca

aUgacgegegge
CAFUCCUUGE

aacaagacuc
gacuugguag
gCCgUcgace
gacaagegge
Bggccgguge
CEEEECRUEE
ucucecacuu
Hacuugcaug
taggggpuaca
uaccuauncea
ACCERgRagy
BECEECECCY

cugeuuauge
gugacaggac
ucgpaacaac
yagecggouu
geuggeccag
uavaucuggu
gagcauugeu
ucugeccuag
ccaaauccau
ucagugacaa
CUCCABCUEE
aaguacuagu
Aggcacaugg

ccaucacgua

augacaucau

ccagcaaaca
agaacaggee
CEUCUCZEELE
acgggguceg
CCCCCCUgEE
cacgceggaac
cuccccgaga
ggepccacguc
cgauuqucauc
cagcacgeca
caguggaaag
gouuvaacccc
CAaulcaaucecc

cuccacauau

cauaugegau

CEAEZCCUCT
ggggaaguce
SULINEUEZA
gucacgcaga
accaagucuu
gougauguca
ccecautucga
guugggeuct
ceccguugaga
ccggougugc
agcaccasgg
ucgguageug
aacauuagga

gEcaaauuuc

gaaugeccacg

UEEECECCaU
aaauccugue
cuguuuacca
uguacucgag
Uggagecgug
UCCCEECUCE
ccuugaaggg
uccgageage
cacucgacguy
cccagaccua
ucccugucge
CCaBCCCUgER
CUggagucag
UCECCRAUgE

CUEUEgauge

aguggugagu
cacagucucil
CgEagcugge
UZCUgaggeg
caagugugga
gagacgCges
BUCCUCEZEE
ugugugecucu
uguuacaagg
UCaggUCEESR
guadgccgee
EUUUEEEECE
gaccgugaug

EEZCUECECU

uaccuceauu

600
651

60

120
180
240
300
360

420
480

540
600

660

720

780
840
200
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30

35

cucggcaucg
gcuacggcecea
CUCggECELE
ggagggagac
cuucggggea
ccagcucagg
gacuuugacu
gaccccaccu
cgccécgggc
cgagccucag
ugguacgauc
ggccuacccg
cacauagacg
guagccuacc
auguggaagu
cguuugggcec

acaugcauge

gaacgguccu
caccceceegg
agggugagau
accugauuuu
ugggcuugaa
gagauguggu
cecgugaucga
ucacuauaac
gcacagguag
gaauguuuga
ucacaccage
ugugucaaga
ccecacuuccu
aagcuacggu
gcecuggeccg
cuauuaccaa

aagcugaccu

ES 2 346 326 T3

tgaucaagca
gucagugaca
ccccuucuau
cugccacuca
ugccguggea
ggucgucgee
cugcaaugua
cacacagacu
aggaagacag
caguguagug
ggagaccacc
ccaucuugaa
cucccaaaca
gugegecaga
acucaagccu

ugaggucacc

‘'ugaggucaug

gagacagccg
acccecccauc
gggaggsgcega
aagaaaaagu
uacuauagag
accgacgece
gecggucacee
gucccacaag
ggcacuuaua
cuuugugagu
gucaggcuua
uuuugggage
aagcaagcgg
gccaaggece
acgcuugegg
cucacacace

acc

gggucagacu
ccgauauaga
uucceecuauc
gugacgagcu
gguuggacgu
ucaugacggg
aagcugucga
acgcugucuc
gguauguuuc
gcuacgacge
gagcguauuy
caguuuucac
gggagaacuu
cuccccegue
gceccacacce

cugggacgaa

aacugugcug
agagguaggc
cugcaucaag
cgeggeggece
cuccauaaua
guacacugga
cuucagccug
acgcagucag
cacuggugaa
agggecugeg
caacacgccce
cggccucaca
cgcguaccua
cugggacgcce
ucuccuguac

guacaucgcc

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1893

<210>7

<211> 162

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C
<220>

<223> secuencia de codificacién de la proteina NS4A del ARN gendmico del virus de la hepatitis C derivado del clon
JFH-1

<400> 7

agcacguUggE uUccuagcugg aggaguccug grcagecgucg ccgcauauug ccuggegacu 60
ggaugcguul ccaucaucgg ccgcuugeac gucaaccage gagucgucgu ugcgecggau 120

aaggaggucc Uguaugagge uuuugaugag auggaggaau gc 162

<210> 8

<211> 783

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C
<220>

<223> secuencia de codificacion de la proteina NS4B del ARN gendémico del virus de la hepatitis C derivado del clon
JFH-1
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ES 2 346 326 T3

<400> 8
gccucuaggg cggcucucau CEaagaggpg Cagcggauag Cegagauguu gaaguccaag 60
auccaaggcul Ugcugcagea ggccucuaag caggcoccagg acauacaace cgeuaugeag 120
gCUUCAUEEC Cccaaagugga acaaullugg gecagacaca uguggaacuu cauvagegge 180
auccaauacc ucgcaggauu gucaacacug ccagggaace CCECEgUgge uuccaugaug 240
BCAUUCAZUE CCECOCUCAC CAPUCCEUUE UCEaccagua ccaccauccu ucucaacauc 300
augggaggcu gguuUagcgue ccagaucgea CCaccCgegg Eggccaccgg cuuugucguc 360
AgUEECCUZE UPEEEECcUge CRUESEECAge auaggecugg guaaggugeu gguggacauc 420
CUggCcaggay augeUgCcEeEg Ccaulucggge goccUucgucg cauucaagau caugucugge 480
gagaagcccu cUalggaaga UgUCcaucaau cuacugccug ggauccugic uccgggagee 540
CUZEUBEUEE EEEUCAUCUg CECELCCAUU CUECECCECC acgugggacce gggeggaggge 600
gecgguccaal ggaugaacag goulaUugee duugcuucca gaggaaacta cgucgecceu 660
acucacuacg ugacggaguc gEaUgCEUCg CEgCEUguga cccaacuacu uggcucucuu 720
acuauaacca gecuadcucag aagacuccac dauuggauaa cugaggacug ccccauccea 180
uge 783

<210>9

<211> 1398

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C

<220>

<223> secuencia de codificacion de la proteina NS5SA del ARN gendmico de virus de la hepatitis C derivado del clon
JFH-1
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<400> 9

uccggauccu
aauuggcuga
aagggguaca
gccaacaucu
augaacaccu
aaaccccceca
gugacgcagc
ccuugccaac
uuugcaccca
uccuaugecug
uccaugcuaa
ggaucaccuc
gccaccugca
auggagggcg
gagccaaugg
cccaggageg

cucguggaau

ccecececceca
gagagcacca
UCgagecgeug
uccccuggug
ggggagecug
[24:9:8:5:4:4:4:4:424

gauaccaccg

BECUCCECEa
ccucuaaauu
agggugugug
cuggcaaugu
ggcagggsgac
cgaacuacaa
augggucgua
uaccuucuce
caccaaagcc
ucggguccca
cagauccgcc
caucugaggce
ccacccacag
guguggcuca
ccgaggaaga
gguuuccacg

cguggaggag

ES 2 346 326 T3

cgugugggac
guuccccaag
ggccggeacu
ccgecuggge
cuuuccuauc
gaccgccauc
cuccuaugua
agaguuuuuc
gUUUUUCCEE
gcuucccugu
ccacaucacg
gagcuccuca
caacaccuau
gacagagccu
gagcgaccuu
ggecuuacceg

gccagauuac

agaaggccee
uaucagaagc
augcaggcuc
agcecggeecce
gagauccgga
uagcucccgg

URUECULC

uggguuugca
CUECCCERCC
ggcaucauga
ucuaugagga
aauugcuaca
uggagggugsg
acaggacuga
uccugggugg
gaugaggucu
gaaccugagc
gcggagacug
gugagccage
gacguggaca
gaguccagsgsg
gagcccucaa
gcuugggeac

caaccgccea

ccaucuugac
uccccuucau
ccacgegeoug
ucacagggec
Cggagggcca
cggceucgga
ccacugacaa
acggugugcea
Cguucugcgu
ccgacgcaga
167 :4:407:404 44044
uaucagcacc
Uggucgauge
ugcccguucu
uaccaucgga
ggccugacua

CCEUUECUEE

gacgeccucce ccaaggagac gccggacagu

ccuccagcaa
guccacggeg
cucagagaca
ccuggagucu

uucgggcecuceg

cuggccauca

gCgggceceg

gguuccgecu

gaucagguag

gggucuuggu

agaccuuugg
ccgaauccgg
ccucuaugcece
agcuucaacce

cuacuugcuc

agacuucaaa
cucuugucaa
cccuugegge
uaaaaccugc
gugcgegecg
guacgcggag
ucugaaaauu
gauccauagg
ugggecuuaau
cguauugagg
cuuggcacgg
gucgcugegg
caaccugcuc
ggacuuucuc
gugcaugcuc
caacccgecg

uugugcucuc

gggucugage
ccagecececce
cgguccgacg
ccceccucgag
uccececcag

cgaggaggac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398

<210> 10

<211> 1773

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C
<220>

<223> secuencia de codificacion del ARN gendmico del virus de la hepatitis C derivado del clon JFH-1



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 10

uccaugucau
Hugccaauca
acaucaaaga
gacgceoeauu
aggeuccuca
uauggauucg
uccgugugea
aaaaaugagg
guuuaccecug

aagcuyuccuc

acuccuggac
acccuuugag
gcgeccucaca
augacucagu
coulggagga
gggecaagea
aggaccuceu
UEUUCUECEL

accucggegu

guggaguauc
acccgaugcu
caggccugel
uacguaggag
gccagegeee
gcggecugea
guagucaucu
gaggccauga
gagcuaauaa
agauacuacc
agacacucce
guucgcaugg
cagaaccuca
gccauaauug
gaacugacgc
aagagucgeg
ugcggeegau
g§aggcgegee
uuucacagcg

guagggguag

aggcgguaau
ucuugaaagc
ucgacucaac
cccugeccga
ggcccauguu
ugcuaaccac
aggcugceges
cagaaagcca
ccagguacuc
cauccuguuc
ugaccagaga
cuaucaauuc
uccuaaugac
acuuugagau
agagguuaca
ggguggcuuc
cucgcgceagu
aucucuucaa
vacuggacuu
UEUCECECEC

gccucuuccu

ES 2 346 326 T3

CggEgcucua
tiaacucgeug
gagggcuaaa
cuuaaaggac
gBCEUgCccag
gguccgeage
ggaagacccea
ggacceegce
Ccgggyucuge
ggpagcuuce
augggcggaa

cgucacugag

ggaggceceege

caacagcaag

uagcaugggu

gauaguugceg

ggggacugag

ugcceccuccu

cucaaaugug

cccaaccacu

auggcuggga

acacuucuuc

guauggauca
cgggeuugac

agcccucaga
cagggcguce

UUggEgCEguUg
auccaguugg
ccgaccccge

acuccccgcu

auaacucccu
Uugcgauace

aagguaacuu

aucaagcuag

uugacuccac

UugBcCgESa

caaacacocaa.

RagggEgEua
gagaaaaugg
uauggeuuce
aagaaggacc
agagacauca
acugccauac
ggucaaaccu
aacaccauca
cccacaaugce
gaggacgagc
ggugaucccecce
ucuguggcgu
ccacucgecce
aacaucaucc
uccauucuca
guauacuccg
gccuuuucua
aaacuuggge
cucaucuccce
aagaccaagc
uucaccgucg

ucauuacucu

Cgg

EUAgCocoCcga
auaacaaggu
uugacaggac
cgECUUccas
cooaudcuge
gggccguuaa
uucécacaac
agaaaccagec
tecucuauga
agiaacuccee
ccauggguuu
ggaccgagga
acucgcugac
gcgguuacag
caugcuaugu
ugguaugcegg
ggaaccugag
ccagaccgga
ugggececegeg
gggeugeeug
aguaugcucc
ugguccaaga
ugaauccuuu
ugcacacaua
cgecaccecu
guggagggaa
ucaaacucac
BCECCRECER

ucggccuacu

agaggaanag

pguacuguaca

gCaagugcuc

ggucagegea
aagauccaag
ccacaucaag
caucauggec
ucgeceucauc
cauuacacaa
ugLecaacgg
uucguaugau
guccauvauac
gagagacuu
acguugcecge
gaaagcccua
cgaugaccua
agccuucacg
auaugaccug
ggBccgecege
ggaaacaguu
aaccauaugg
cacccuggac
ggaccuucca
cucucaccac
cagggugugg
agcggeeguu
uccauugccg
gggcgacauu

ccuacuuuuc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1773
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<210> 11

<211>239

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C

<220>

<223> region 3’ no traducida del ARN genémico del virus de la hepatitis C derivado del clon JFH-1

<400> 11

vagagcggea cacacuaggu acacuccaua geuaacuguu ccuuuuuuluvu uuunuuuuuuu 60

UULUUULUULY QUUURUUUULY WUUUUCUUUU UUuuluuulu cccucuuucu ucccuucuca 120

UCULAUUCUa CcUUUCUNUCU ugguggeuce aucullagece uagucacgge uagcugugaa 180

agguccguga gecgeaugac ugcagagagu gecguaacug gucucucuge agaucaugu 239

<210> 12

<211> 9707

<212> ARN

<213> Virus de la hepatitis C

<220>

<223> ARN gendémico del virus de la hepatitis C de longitud completa derivado del clon JFH-1

<400> 12
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gaauucuaau
CACUCCCCUR
gagugucgua
ggugaguaca
cccggccauu
geccuuguggu
caccaugagc
agaagacguu
caggggeecce
ugggagacge

aggucgececc

acgacucacu
ugaggaacua
cagccuccag
ccggaauuge
ugggcgugce
acugccugau
acaaauccua
aaguuccegg
agguugggug
cageccauce

uggceecuau

auagaccugc

cugucuucac

gcccceccecceecu

cgggaagacu

cccgcaagac

agggcgcuug

aaccucaaag

gcggcgecca

ugcgecacgac

ccaaagaucg

augggaauga

cccuaauagg
gcagaaagcg
cccgggagag
ggguccuuuc
ugcuagccga
cgagugccce
aaaaaccaaa
gaucguugge
aaggaaaacu

gcgeuccacu

gggacucgge

ggcgacacuc
ccuagccaug
ccauaguggu
uuggauaaac
guagcguugg
gggaggucuc
agaaacacca
ggaguauacu
ucggagcggu
ggcaaggecu

ugggcecaggau

cgccaugaau

gcguuaguau

cugcggaacc

ccacucuaug

guugcgaaag

guagaccgug

accgucgceec

UgUUgCCECE

ccecagecacg

ggggaaaacce

ggcuccuguc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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cccocgagge
ggguaaaguc
cgUaggegeon
Bgacgggguu
ggCecuguug
cagcuacaug
gguucuccac
ggugeeague
gacgcacauc
CCUCURUEEC
guuugugean
augggacaug
CEUCCCCEAE
ggccuacuuc
UgEgEUgRac
UECCERCEUE
uuggcacauc
EgCCUUgUUC
ccgodacauc
caauccagag
CCCCECEALE
cacgaccgac
cecuacugaac
cacugguuuc
cagecacggac
uaaguguggu
cuggcauuac
Egulgagecac

gRacagggac

UCUcgoceeu
aucgacacce
cCcgcuuagug
aauuaugcaa
uccugcauca
gugaccaaug
guccceggpu
Ucgccaaaca
gauaugguug
EEEgUgauge
gaaugeaauu
augaugaacu
gucaucauag
ucuaugecagyg
ECREECAcCa
uucagccaug
aaCcguacug
uacaccaacc
gaggcuuuce
gauaugagge
Ucugugugug
agacguggag
agcacccgac
accaagacuu
uuguugugec
ucugggocen
ceccugeacag
BEECUCACER

aggagucagc

ES 2 346 326 T3

ccuggggeocece
uascgugugg
gcgeegecag
CRgEgaaccuy
cCgUUCCgRU
acugcuccaa
gocgucecgug
UZECUEURECE
ugaugucege
ucgeggeeea
geuccaucua
ggucgeccac
acaucguuag
gagcguggec
ccaccguugg
geccucagea
ccuugaauug
gcutyaacuc
ggauagggug
CEUBCUECUE
goccagugua
ugcecaccua
cgecgcaggy
guggegegec
cudcggauug
gegcucacacc
ucaauyuuac
ccgcaugeas

UgUCUCCUCy

cacugacccc
cuuugecgac
agCugucEcg
accCgguuuc
CUCUgCugee
itfgacagcauc
cgagagagug
gcagccoggll
caccuucuge
gEUgUUCaUC
CCCUggCace
ggccaccaug
CEEEECUCac
gaaggucaul
aggegcugul
Eaacauucag
caaugacuce
gucagggugu
gEggecadceeua
gcacuacccc
cuguuucacc
cacaugggea
cucaugguuc
acCcuugccge
uuuuaggaag
aaagugccug
caucuucaag
cuucacucgu

gutigcacucu

10

CEECAUAgEY
cCuUCauggggy.
CAcgECEULA
ccocuuuucua
caggugaaga
acuuggecage
gggaavacgu
gcoccucacge
ucugcucucu
BUCUCECCEC
aucacuggac
auCccuggcgu
ugggecguca
gucauccuuc
geacguicca
cucauuaaca
uugaacaccg
ccagggeget
CAEUBCEAEE
cedaageegu
CCCagecegg
gagaaugaga
ggcugeacgu
accagagcug
cauccugaug
guccacuace
auvaagaaugu
ggggaucgeu

accacggaal

cgegeaacguy
acauccccgu
gaguccugga
ucuucuugeu
avaccaguag
UCEAaEECUEC
cacgguguug
aggguclgeg
ACEUEBRERa
aguaccacug
accgcaugge
acguUgauvgcy
uguucggeuu
UECUEECLEC
ccaacgugau
CCaacggcag
gouuucuLge
uguccgecug
auyadugucac
guggeguagu
UagUaguggg
CAagaugucuit
ggaugaacuc
acuucaacge
ccacuuauau
cuiacagacu
auguaggees
gcgacuugga

gggccalccu

720
780
840
900
960
1026
1080
1140
1200
12860

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gceeugeace
caucguggac
augggagugg
guggaugcuc
cgeugegagu
uuggcacauc
cuucugecua
cggacagaua
uyaagacccuc
caugauucag
ggecgucacu
geuugggecu
ucacgcucug
ggugegcgecua
uaugucggac
cuucaguccg
cauucuacau
ugauggcuac
aacacgagge
ggeccegggegaa
ggggguuuug
uccggucacg
ugggaccaag
gaacgcugau
gagacccauu
CEUCEUUEEE
cauccecguu
gccaceggeu

aaagagcacc

uacucagacu
guacaauaca
gugguacucu
adcuuguugg
gcggeuaacy
AgggeuUCEER
cugcucaugg
ggeguggguu
cucggecagu
gaguggguac
auauucugcee
gcuuaccucu
auaaggguau
uuggcccuug
ugggccgeua
auggagaaga
ggacuuccceg
accuccaagg
CUCCUBEECE
guccaaaucc
uggacuguuu
cagauguacy
ucuuuggage
gucaucccegg
ucgaccuuga
cucuuccgag
gagacacucg
gugccccaga

aaggucccug
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uacccgcuuu
uguauggeceu
uauuccugcu
gccaggecga
gccauggecu
ugguccccuy
cacugceccg
uguugauauu
gucuguggug
cacccaugca
cggguguggu
uaaggeccge
gcgecuuuggu
gcagguggac
geggecugeg
aggucaucgu
uguccgeccg
gguggaageu
ccauaguggu
uguccacagu
accacggagce
cgagugcuga
cgugcaagug
cucggagacg
agggguccuc
cagcugugug
acguuguuac
ccuaucaggu

ucgecguauge

gucaacuggu
cucaccugcu
cuuagcgegac
agcagcauug
ccuauvauuuu
gaccaccuau
gcaggcuuau
gaucacccuc
guugugcuau
BEUZCECEEC
guuugacauu
uuugacacau
gaagcagcuc
uggcaccuac
cgacuuageg
Cuggggagecg
acucggcecag
ccuugcucce
gaguaugacg
cucucagucc
uggcaacaag
gggggacuug
uggagccguc
cggggacaag
gggggesacece
cucucgggece
aaggucucce
cggguacuug

CgCCCaEgegse

11

cuucuccacc
aucacaaaau
gccagagucu
gagaaguugg
geccaucuucu
ugccucacug
gccuaugacg
uucacacuca
cuccugaccc
ggccgegaug
accaaauggc
gugccguacu
gCEggEgRuUa
aucuaugacc
guCcgcCcgugeg
gagacggeug
gagauccucc
aucacugcuu
ggecgugaca
UuUCCuUcCggaa
acucuagecg
guaggcuggc
gaccuauauc
CEEggagcecal
gugcucugece
guggccaaau
acuuucagug
caugcuccaa

uacaaaguac

uucaccagaa
aCgucguucg
gcgecugeuu
ucgucuugca
UCEUEECAgC
gecuauggece
caccugugca
ccccggggua
ugggggaage
gcaucgegug
uuuuggecguu
ucgucagagc
gguauguuca
accucacacc
aacccaucau
caugugggga
ucggcececcage
augcccagca
ggacagaaca
caaccaucuc
gcuuacggeg
ccagccccce
UgEUCACECE
ugcucucecece
cuaggggceea
ccaucgauuu
acaacagcac
cuggcagugg

vagugcuuaa

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
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ccccucggua
ucccaacauu
auauggcaaa
cgaugaaugc
agcagagaca
gacaaccccee
Cuaugggagg
cucaaagaaa
ggcauacuau
cgccaccgac
uguagcgguc
gacuguccca
acagggcacu
agugcuuugu
caccgucagg
ugaauuuigg
aacaaagcaa
cagagccaag
gccuacgcouu
cacccucaca
caugaccagc
ggcgacugga
gceggauvaag
ggcucucauc
gcugcagcag
caaaguggaa
cgcaggauug
cgcccucacc

guuagcgucce

gcugceccaccee

aggacuggag

uuucucgecg

CACECUBUEE

geegggguca

caucccgaua

Bgcgauucccce

aagugugacg

agaggguugg

gceccucauga

acccaagcug

caagacgcug

uauagguaug

gagugcuacsg

cuuagageg

gaggcaguuu

gcggegeggaga

gcececucecee

gecgggeeeca

cacccuggga

acgugggucce

ugcguuucca

gagguccugu

£aagaggEeC

gccucuaagce

caauuuuggg

ucaacacugc

aguccguugu

cagaucgcac
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UZgEEUUURE
ucaggaccgu
auggegggcug
augcuaccuc
gacuaacugu
uagaagaggu
uauccugcau
agcucgcgec
acgucuccau
cgggguacac
ucgacuucag
ucucacgcag
UUUCCZCUgRE
acgcagggre
auuucaacac
ucaccggccu
acuucgcecgua
cguccuggga
caccucuccu
cgaaguacau
uagcuggagg
ucaucggccg
augaggcuuu
agcggauage
aggcccagga
ccagacacau
cagggaacce
cgaccaguac

cacccgeggg

ggcguaccua
gaugaccggg
cgecuagegge
cauucucgge
gcuggcuacg
aggCccucggy
Caadgggaggs
ggecececuucgg
aauaccagcu
uggagacuuu
ccuggaccce
ucagcgccge
ugaacgagece
ugcgugguac
geecggecua
cacacacaua
ccuaguagce
cgccaugugeg
guaccguuug
cgccacauge
aguccuggca
cuugcacguc
ugaugagaug
cgagauguug
cauacaaccc
guggaacuuc
cgCgEuUgECcu
caccauccuu

ggecaccgge

12

uccaaggcac

gaggccauca

gccuaugaca

aucggaacgg

gccacacccece

CBggageeur

agacaccuga

ggcaugggecu

cagggagaug

gacuccguga

accuucacua

gggcgeacag

ucaggaaugu

gaucucacac

cccguguguce

gacgcccacu

uaccaagcua

aagugccugg

ggceccuauua

augcaagcug

geecgucgeeg

aaccagcgag

gaggaaugcg

aagliccaaga

gcuaugecagg

auuageggeca

uccaugaugg

cucaacauca

uuugucguca

auggcaucaa
cguacuccac
ucaucauaug
uccuugauca
ccgggucagu
agauccccuu
uuuucugeca
ugaaugccgu
ugguggucgu
ucgacugcaa
uaaccacaca
guagaggaag
uugacagugu
cagcggagac
aagaccaucu
uccucuccca
cggugugege
cccgacucaa
ccaaugaggu
accuugaggu
cauauugecu
ucgucguugce
ccucuaggge
uccaaggeuu
cuucauggcc
uccaauaccu
cauucagugc
Ugggaggcug

guggccuggu

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
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gggggeugcece
uggugeggse
vuauggaagau
ggucaucugce
gaugaacagg
gacggagucg
ccuacucaga
cuggcuccge
gaccucuaaa
caagggugug
cucuggcaau
cuggcagggsg
cacgaacuac
gcaugggucg
acuaccuucu
cacaccaaag
Ugucggguce
aacagauccg
ucecaucugag
caccaceccac
cgguguggaou
ggccgaggaa
cggguuucca
aucguggagg
caagazggce
cauvaucagaa
ugaugeagge
ugagecggee

uggagauccg

gugggcagea
AUUUCEBEES
guctaucaauc
geggecauue
cuuauugecu
gaugcegucge
agacuccaca
gacgugugge
uuguucccea
ugggecggea
guccgccugeg
accuuuccua
aagaccgcecea
nacuccuaug
ccagaguuuu

ccguuuuuce

cageutcccu

cccecacauca
gcgagcuccu
agcaacaccu
cagacagage
gagagcgacc
cgggecuuac
aggccagauu
ccgacgecuc
gcccuccage
ucguccacgg
cccucagaga

gaccuggagu
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uaggccuggg
CCCucpgucge
uacugccugg
ugecgeegeca
uugcuuccag
agcgugugac
auuggauaac
acuggguuug
agcugeecgg
cuggcaucau
geucuaugag
ucaauugcua
UCuggagggu
unaacaggacu
ucuccugggu
gggaugaggu
gugaaccuga
cggeggagac
cagugagcca
augacgugga
cugaguccag
uugagcecuc
cggcuuggsge
accaaccgece
ccccaaggag
aacuggccau
gggegggcge
cagguuccge

cugaucaggu

naaggugcug
auucaagauc
gauccugucu
cgugggaccg
aggaaaccac
ccaacuacuu
ugaggacuge
caccaucuug
ccuccecuuc
gaccacgcge
gaucacaggg
cacggagggc
BBCEBCCUCE
gaccacugac
ggacggugug
cucguucuge
gcecgacgea
UBCEECECEE
gcuaucagea
cauggucgau
ggugcccguu
aauaccaucg
acggcclugac
caccguugeu
acgccggaca
caagaccuuu
cgecgaauce
cuccucuaug

agagcuucaa

13

guggacaucc
augucuggeg
ccgggagece
BEEEIEEECE
gucgccccua
ggcucucuua
ccecaucccau
acagacuuca
aucucuuguc
ugcccuugeg
ccuaaaaccu
cagugecgegce
gaguacgegg
aaucugaaaa
cagauccaua
guugggcuua
gacguauuga
cgecuuggeac
ccgucgcuge
gccaaccuge
cuggacuuuc
gagugcaugc
uacaacccge
gguugugeuc
gugggucuga
ggcecagecce
ggegguccga
ccececceucg

ccuccececcec

uggcaggaua
agaagcccuc
uggugguggg
cgguccaaug
cucacuacgu
cuauaaccag
gcuccggauce
aaaauuggcu
aaaaggggua
gcgccaacan
gcaugaacac
cgaaaccece
aggugacgcea
uuccuugeca
gguuugcacc
auuccuauge
gguccaugcu
ggggaucacc
gggccaccug
ucauggaggg
ucgagecaau
uccccaggag
cgcucgugga
ucceccccee
gcgagagceac
ccucgagcgg
cguccccugg
agggggagec

2BEEBEEEEE

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
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gguagcuccec
CRUgUECUEC
agaggaaaag
guacuguaca
gcaagugeuc
ggucagcgea
aagauccaag
ccacaucaag
caucauggcec
ucgecucauc
cauuacacaa
ugeccaacgg
uucguaugau
guccavauac
ugagagacuu
acguugecge
gaaagceccua
cgaugaccua
agccuucacg
auaugaccug
EEgBCCBCCEC
ggaaacaguu
aaccauaugg
cacccuggac
ggaccuucca
cucucaccac
cagggugugg
agcggccguu

uccauugeeg

gguucgggecu
uccaugucau
uugccaauca
acaucaaaga
gacgcccauu
aggcuccuca
uvauggauucg
uccgugugga
aaaaaugagg
guutacccug
aagcuuccuc
guggaguauc
acccgaugou
caggccugen
uacguaggag
gCCagecgegee
gcggecugea
guagucaucu
gaggccauga
gagcuaauaa
agauvacuacce
agacacucce
guucgcaugg
cagaaccuca
gccauaauug
gaacugacge
aagaguceeg
ugcggeegau

gaggegegee
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cggggucuug
acuccuggac
acccuuugag
gcgeeucaca
augacucagu
ccuuggagega
gggccaagga
aggaccuccu
uguucugeguy
accucggegu
aggcgguaau
ucuugaaagc
ucgacucaac
cccugeccga
ggcecauguu
ugcuaaccac
aggcugegge
cagaaagcca
ccagguacuc
CauCCcuguuc
ugaccagaga
cuaucaauuc
uccuaaugac
acuuugagau
agagguuaca
gELUEECUUC
cucgegeagu
aucucuucaa

uacuggacuu

gucuacuuge
cggggeucua
uaacucgeug
gagggcuaaa
cuuaaaggac
ggegugecag
gguccgeage
ggaagaccea
ggaccceegee
ceggguecuge
gggageuuee
augggceggaa
cgucacugag
ggaggececege
caacagcaag
uagcaugggu
gauaguugcg
ggggacugag
ugeeccuccu
cucaaaugug
cccaaccacu
auggcuggga
acacuucuuc
guauggauca
cgggeuugac
agcccucaga
cagggeopguce
UUgEECggug

auccaguugg

14

Uuccgaggageg
auaacucccu
yugcgauace
aagguaacuu
aucaageuag
uugacuccac
uuguccggga
caaacaccaa
aagggegggua
gagaaaaugg
uauggcuucce
aagaaggace
agagacauca
acugccauac
ggucaaaccu
aacaccauca
cccacaauge
gaggacgage
ggugauceee
ucuguggegu
ccacucgeec
aacaucauce
uccauucuca
guauacuccg
geccuuulcua
aaacuugggg
cucaucucec
aagaccaagce

uucaccgucg

acgauaccac
guagecccecega
auvaacaaggu
uugacaggac
cggecuuccaa
cccauvucuge
gggecguuaa
uucccacaac
agaaaccage
cccucuauga
aguacucccec
ccauggguuu
ggaccgagga
acucgcugac
gcgguuacag
caugcuaugu
Ugguaugceeg
ggaasccugag
ccagaccgga
UgEgECCCECE
gggecugeecug
aguaugcuce
ugguceaaga
ugaauccuuu
ugcacacaua
cgcecacceeu
guggagggaa
ucaaacucac

gcgeoggegs

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360



gggegacauu
ccuacuuuuc
gguacacucc
uuuuuuuucu
UCUUEEUREC

gacUugCcagag

uuucacagcecsg

guagggguag

aunagcuaacu

uuuuuuuuuu

uccaucuuag

agugccguaa
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ugucgcgege
gccucuuccuy
guuccuuuuu
uuucccucuu
cccuagucac

CUggucucuc

ccgaccecge
acucccegeu
yuuuuuuuuy
ucuucceuuc
ggcuagcugu

ugcagaucau

ucauuacucu
cgguagagcg
uuuuuuuUuY
ucaucuuauu
gaaagguccg

gucuaga

ucggecuacu

gcacacacua

uuuuuuuuuu

cuacuuucuu

ugagccgecau

9420
9480
9540
9600
9660
9707

<210> 13

<211> 11111

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: replicon de ARN que comprende el ARN genémico del virus de la
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hepatitis C de longitud completa derivado del clon JFH-1

<400> 13

accugccccu
cuucacgcag
cccecucceg
aagacugggu
caagacugcu
cgcuugcgag
Ucaaagaaaa
cgcagguucu
daucggeuge
ugucaagacc

gUggCUggce

aauaggegEcsy

aaagegeccua
ggagagccau
ccuuucuugg
agccgaguag
ugccccggga
accaaaagaa
ccggecgeuu
ucugaugccg
gaccuguccg

3Cgacggece

acacuccgec
gccauggegu
aguggucugc
auaaacccac
cguuggguug
ggucucguag
acaccaaccg
ggguggagag
ccguguueccg
gugcccugaa

uuccuugcgce

augaatcacu
uaguaugagu
ggaaccggug
ucuaugcceg
cgaaaggecu
accgugeacc
UcCEcccaaug
gcuauucgec
geugucageg
ugaacugcag

ageugugecuc

15

cccecugugag

gucguacagc

aguacaccgg

gececauuuggg

ugugguacug

augagcacaa

auugaacaag

uaugacuggg

caggggcgee

gacgaggcag

gacguuguca

gaacuacugu
cuccaggccce
aauugccggg
cgugcccceceg
ccugauvaggg
auccuaaacc
auggauugca
cacaacagac
cgguucuuuu
cgecggecuauc

cugaagcecggs

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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aagggacugg
UCCUgCcegag
EECUACCURC
Bgaagccggy
cgaacuguuc
Uggegaugcee
CUgUEECCER
ugcugaagag
UCCCEauucyg
ccucucecuc
cguuugucua
aaccuggecee
Ugcaaggucy
caacgucugu
gcggecaaaa
UUgUZagUUE
ggcugaagga
caugeuuuac

acgugguuuu

aaaaccanaa-

aucguuggeg
aggaaaacuu
cgeuccacug
ggacucggeu

acugacccce

uuugcegact

gougucgege
ceegguunee

ucugecugeeeo

cugcuauugy
aaaguaucca
ccauucgace
culigucgauc
gccaggeuca
vgcuugecga
CUEEEUEUEE
CUUEBCERCE
Cagcgcaucg
cececeeccu
Hauguuauuu
ugucuucuug
guugaauguc
agcgacccuy
Eccacgugua
gauvaguugug
ugcccagaag
auguguuuag
ccuuugaaaa
gaaacaccaa
gaguauacuu
cCgEagcggue
Bcaaggccug
EEECAggaug
ggcauagguc
HcauggEgua
dcgECguUgag
ceuuuucuau

aggugaagaa
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gegaagugce
vcauggcuga
accaagcgaa
aggaugaucu
aggegegeau
auaucauggu
CEgaccgoua
aaugggeuga
cCcuUuCUaucy
agcguuacug
uccaccauau
acgagcauuc
gugaaggasag
UgCaggcage
vaagalacac
gaaagaguca
guaccccauu
ucgaggliuasa
acacgaugau
ccgucgeecca
EUUECCECRS
cecageeatgu
ggraaaaccy
gcugcuguce
gegcaacgug
cauccecgue
aguccuggag
cuucuugeug

uvaccaguagc

EBEBCaggau
UECARUECEE
acaucgeauc
ggacgaagag
geeogacgge
ggaaaaugge
ucaggacaua
ccgeouuceue
ccuucuugac
googaagecg
UgCcCcgucuuy
cuaggggcy
caguuccucu
ggaaccecres
cugcaaagge
aauggcucuc
guaunggegauc
aaaaacgucu
accaugagca
gaagacguiia
BEEEECCCCH
EBgagacgcee
gguecgeceoeu
ceocegaggeu
gguaaaguca
guaggegece
BACZELEUUA
goceuguugy

agcuacaugg

16

cuccugucau
CEgCcugcaua
Eagcgagceac
caucagggge
gaggaucucg
cgéuuuucug
gegUuggcua
gUgcuuuacyg
gaguucuucu
culggaauaa
uggcaasugug
uueceoucuc
Egaagcuulcu
dCCUEECEAC
ggcacaacec
cucaagcgua
UEaUCUEEEE
aggeeceeog
caaaucciaa
aguucccggeg
géuugggugu
ageeceaucee
ggccecuaua
cucgececuce
ucgacacceu
CECUUAEUEE
auuaugeaac
ccugeaucas

ugaccaauga

cucaccuuge
cgecuugaucc
guacucggau
ucgegecage
ucgugaceea
gauucatcga
CCCEUgauau
guaucgecege
gaguuuaaac
EECCEEUZUE
aggECCcCcgga
gocaaaggaa
ugaagacaaa
aggugecucu
CAEUZCCACE
uucaacaagg
CCUucggugea

aaccacggEey

Aaccucaaaga

CEECERBCCag
gCcgcacgaca
caaagaucgg
ugggaaugag
CUgREBCCCE

aacgugugge

cgeegecaga

agggaaccua
éguuccggue

citgcliccaau

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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gacagcauca
gagagagugg
cageococggug
accuuclgeu
FUEUUCAUCE
ccuggcacca
gecaccauga
ggggeucacy
aaggucanug
ggegeuguug
aacauucage
aaugacuccu
ucaggguguc
ggoacceuac
cacuaceccece
uguuucacec
acaliggggag
ucaugguucg
couugccgca
uvuaggaage
aagugoccugg
aucuucaaga
Hudcacucgug
ucaacugguc

ncaccugeoua

vuageggacg

geagecauugg

_Cuauauuuug

cunggeageu
ggaavacguc
cecucacgea
cugeucucua
ucucgeegea
ucacuggaca

vcouggegua

EEEBCBUCau

ucauccuucy
cacguuccac
ucauuaacac
ugaacaccgg
caggpcEocu
aguacgagga
caaagccgug
CCagCcCcoRgu
agaaugagac
geugeacgug
cCcagagcuga
auctligange
uccacuacce
uaagaaugua
gggaucgeug
ccacggaaug
uucuccaceu
ucacaaasaua
ccagagucug
agaaguuggu

ccaucuucuys
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cgaggeugeg
acgguguugg
EEBUCURCESE
CgUgBgEgac
guatcacugg
cCcgcauggea
cgugaugege
gudcggouug
gouggeogou
castcgugaul
casacggecagu
cuducucgeyg
guccgecuge
uaauguycace
uggcguague
aguaguggge
agaugucuue
gaugaacuce
cuuCaacgee
cacunavauy
uuacagacue
UEUaZEEEEE
cgaculiggag
ggecauecug
ucaccagaac
CgUCguucga
cgeougeuug
CEUCuUUgCcac

cguggeageu

guucuccacg
BUgccagucu
acgcacaucg
CUCUGUZECE
uuugugeaag
ugggacauga
guccCegage
gecuacuucu
gEgguggacg
ECCEZCRUEY
uggeacauca
gecuugulcy
cgeaacaucg
aaucragagg
CeCcgogagey
acgaccgaca
cuacugaaca
acugguuuca
ageacggacu
aagugugguu
uggeauuace
guugagecaca
gacagggaca
cceugeaceu
aucguggacg
UgEgagugee
uggaugeuca
gougcgagug

uggcacaica

17

UCCCCEZBUE
cgocagacay
auaugguugy
ggaugaugeu
aaugcaauug
ugaugaacug
ucaucaunaga
cuaugeaggg
cgggraceac
ucageccaugg
accguacuge
acaccaaccyg
aggeouuuceg
auaugaggen
cugugugugg
gacguggagn
gcaceccgaco
ccaagacuug
uguugugedéc
cugggeooug
ecugeacagu
ZECUCECERC

ggagucageu

acucagacut

yacagauvacau
uggliaeucuy
UCHUgUNgER
cggeuaacug

Egggucggeu

cgucecguge
ggougugeeg
gauguccgee
CgCggeeeag
cuccaucuac
gucgceccacg
caucguuage
agUBURELCE
caccguugga
coctucagceag
cuugaauuge
culuaacucg
gauaggeugg
guacugeugp
ccoaguguac
gcccaccuac
gecgoaggge
uggegogeoa
uacggauugu
gcucacacca
caatuuuace
cgraugcaac

gucuccucug

acccgeouuug

BUANEECCUC
aluticcugeuc
¢caggecgaa
ceguggecue

gguccocuug

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
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accaccuauu
caggouuaug
aucaccoeucu
uugugcuauc
EUBCECEECE
uuugacauua
ﬁugacacaug
aagcageoucg
ggeaccuaca
gHACUHARCEE
UZEEBAECER
CUcggccagg
cuugeuccea
Aguaugaceg
ucucaguccu
ggcaacdaga
ggggacuugg
ggagecgucg
EEBEacaage
EEEBBECCEE
ucucggggeg
dggucucceca
ggguacuuge
goecaggegu

geguaccuau

aitgaceggpg

gcuageggeg

agucucggea

CUEECUACEE

geeucacugg
ccuaugacge
ucacacucac
uccugacceu
gCCRCRAugR
ccaaauggcl
vgococguacuu
cggeggguag
ucuaugaces
uegcegugga
agacggcugs
agauccuccu
ucacugcuua
Egcgugacag
uecUucggaac
cUcUagecgg
Haggouggee
accuauaucu
geggageauu
ugcucugecoo
uggccaaauc
cuuucaguga
augeuccasc
acaaaguacy
ccaaggeaca
aggccaucac
copaugacau
ucggaacggu

ccacaceaee
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CCUAUERCCC
accugugeac
CCOoggEZUaL
gggggaagee
calCgecgugs
uuuggeguug
CRUCAgagcu
guauguucag
cocueacaccu
acccaucauc
auguggggac
cggeecageu
Bgcecageaa
gacagaanag
aaccaucucg
cuUNAcgggRy

cageccecey

EEUCACECEL

goucuccecg
uagggECccac
caucgatuue
caacageacg
uggcagugga
agugcuuaac
uggocaucaau
guacuccacd
caucauauge
ccuugaucaa

CEBBUCAgUE

uucugecuac
ggacagalag
aagacoouce
augauucagg
gCCgucacua
CUUEZECCUR
cacgeucuga
guggcgcuau
augucggaey
uucagucecga
auycuacaug
gauggeouaca
acacgaggec
gccggggaag
gggguunugl
CCERUCACEC
gggaccaagu
AACECUgaug
agacccauuu
gucguuggece
AUCCCCguUug
ccaccggeoug
aagageacca
cooucgguag

ccCaacauua

nalggeaasan

gaugaaugoe
glagagacsag

acaaceceee

18

ugcucaugge
gcguggguuu
ucggocagug
aguggguace
vauucugeee
cuuaccucuu
vaaggguaug
uggeceuugg
BEggccgeuag
uggagaagaa
gacuteccgu
cCUCCRagEe
UCCUgggecge
gccaaauccu
ggacuguuua
agauguacuce
cuuyuggagee
HCAUCCCEEC
cgacouugas
ucnuccgage
agacacucga
ugecccagac
agguccougu
cugecacecu
ggacuggagu
uucucgeega
acgougugga
ccggggucag

auceegauay

ACUBCCCCEE
guugauauug
ucuguggugg
acccaugcag
EgRuUgUggug
ARZEECCECU
Cgeuuugeug
cagguggacu
CEECCUgCES
ggucaucguc
gugogeccecega
guggaageouc
cauaguggug
guccacaguc
ccacggageu
gagugcugag
gugcaagugu
Hcggagacge
BEEBUCCUCE
AQCUBUGUEC
cguuguuaca
cilaucagguc
cgrguaugee
EEZRUNUEERE
CAgEACCRUE
ugggggeuge
ugcuaccuce
acuaacugug

agaagaggua

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
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BECCUCRZEC
HaggEagERa
gCecUucgge
auaccagecue
ggagacuuug
cuggacccca
CagCECCECE
gaacgagceu
ECEUgguacg
CCCgEccuac
acacacauag

cuaguageeu

gecaugugga

vaceguuugy

-gecacaugea

guccuggeag
uugcacguca
EAUZAgaugs
gagauguuga
auvacaacccg
uggaacuuca
ECgguggcuu
accauccuue
gecaceggeu
23agEUECURE
uucaagauca
auccugucuce
BUZEEACCEE

ggaaaccacg

BEEaggguUga
gacaccugal
gcaugggoeuu
agggagaugu
acuccgugau
ccuucacuay
EECECACaRE
caggaauguy
gucucacace
ccgugUguea
acgeeccacuu
accaagouac
BEUECCUEEC
geccuauuac
ugcaagceuga
CCEUCECCEC

accagcgaguy

aggaaugegc

agdccaagau
cuaugcagge
udagecggeau
ccalgauggc

ucaacaucau

uugucgucag

uggacauccu
Ugucuggcga
Cgggageecu
BEEAgEECEC

Hcgeccocuac
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gaucccouuc
UULCURCCAT
gaalgeegug
gguggucgue
cgacugcaau
AACCACACAE
uagaggaaga
ugacagugya
agcggagace
agaccaucuu
ceucucecas

EEUBUECECC

cocgacucaag

caaugaggue

ccuugagguc

auvauugccug
cgucguigeg
CUCUagEECE
ccaaggeuug
uucauggece
ccaauaccuc
auucagugcece
BEEgaggcugg
UEECCURRUE
ggtaggauau
gaagceouch
gEUBEUZEEE
gguccaaugg

ucacuacgug

Uaugggages
ucaaagaaaa
gcauacuaua
gecaccgacg
guagcgguca
acugucccac
cagggecacuu
gugcuuugug
accglicagge
Eaauuuugesg
acaaagcaag
agagccaagg
ccuacgcuug

acccucacac

augaccagea

gecgacuggau
ceggauaagg
gocucucaucg
CUgCagcagg
aaaguggaac
gcaggauugu
gecoucacea
uiiagcgucce
EEEECUECCE
ggugcggsgea
auggaagaug
gucaucugeg
augaacagge

ACEEAZUCER

19

cgauuccccu
AgURUEBCEA
gaggguugga
ceoucaugac
cccaageugu
aagacgcugu
auagguaugu
agugcuacegs
Uuagagcgua
aggcaguuuu
CEEEgEagaa
CCCCRCCCRC
cgggecocac
ALCCUBEEAC
Cguggguccu
ECRUBUECCau
agguecugua
aagagggeca
ccuciiaageca
aauuuuggee
caacacugeoe
EUCCEUUgUC
agaucgcace
ugggcageau
UUUCEERERC
ucaucaaucu
cggecauucu
Uuauugeoouu

augcgucgca

auccugcecaue
ECUCECEECE
Cgucuccaua
gEgguacacuy
cgacuucage
cucacgcagu
Huccacuggy
CECageggey
uuucaacacg
caccggeeuc
cuucgeguac
guccugggac
accucuccug
gaaguacauc
agcuggagga
Caucggeccec
ugaggocuuuy
ECcggauagcce
ggcececaggac

tagacacaug

agggaacece

gaccaguacc
ACCCECEERE
aggccugggy
ccucgucgea
acugccuggg
gegeegecac
ugcuuecaga

ECEUBUEACe

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
8420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
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caacuacuug
gaggacugcce
accaucuuga
cuccoouuca
accacgecgeu
aucacaggge
acggagggce
geggecucgeg
accacugaca
gacgguguge
gcguucugeg
cCCgacgecag
ECEECECREC
cluiaucagcac
auggucgaug
gugecseguue
auaccaucgeg
cggoougacu
aceguugcug
CEFCCEEACAE
aagaccuuug
gcecgaaucceg

gceucyHauge

gagcuucaac

ucuacuugeu
EEEgCUCURA
aacucgeugu
agggcuaaaa

uuazaggaca

geucucuuac
ccaucecaug
cagacuucaa
ucucuuguca
geccuugegs
cuaaaaccug
AgULCECECC
aguacgcgga
aucugaaaau
agauccauag
uugggcuvaa
acguauugag
gcuuggecacg
CRUCECUECE
ccaaccugeu
uggacuuucy
agugcaugeu
acaacccgce
guugugeucu
ugggucugag
geecageceee
gcggucecgac
ccececUucgEa
cuccecceca
ccgaggagga
laacucccug
ugcgauacea
agguaacuul

Ucaageuage
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uauaaccage
cuecggauce
aaauuggcug
aaagggguac
cgccaacauc
caugaacacc
EAaaceccoe
ggugacgeag
uccuugecaa
guuugcacce
uuccuaugeu
guccaugeua
gggaucaccy
ggccaceuge
Cauggagegc
cgagccaaug
CCCCaggage
goUucguggaa
ceeceoececce
cgagagcacc
CUCEAgCEgU
guceccuggu
EEgggagecu
EEEERELEER
cgauaccace
uagecocgaa
laacaaggug

ugacaggacg

ggouuccaag

cuacucagaa
UZECUCCECE
accucuaaau
aagggugugy
ucuggcagug
Uggcagrega
acgaacuaca
caugggucgu
cuaccuticue
acaccaaage
gucggguccee
acagalicCgo
CCAUCUBALE
accacctaca
EEUgUgECUC
geegaggaag
ggguuuccac
UCEUERagga
aagaaggece
auaucagaag
gaugcaggcu
gageoggece
ggagauccgg

guagcucccg

gugugcugeu

gaggaaaagu

uacuguacaa
caagugcucg

gFucagegeaa

20

gacuccacaa
AacCEUEUEEEE
ugudccccaa
gggecggeac
UCCECCUERR
cocuiinccual
agaccgecau
acuccuangu
cagaguuuuy
CEUUUUUCCE
agcuucceug
cccacaucac
cgagecuccuc
gcaacaccua
agacagagcc
agagegaccu
gggccunace
ggecagauua
cgacgecuce
ccecuccagea
CguCcCcacgeg
ccucagagac
accuggague
- guucgggouc
ctaugucaua
ugccaaucaa
caucaaagag
acgcccauua

ggeuccucac

uuggauaacu
cuggguuuge
gCUgCCcCEgge
uggeaucaug
cucuaugagg
caauugcuac
CUgRagggug
aacaggacug
CUCCUgERUE
ggaugagguc
ugaaccugag
gegcggagacu
agugagccag
URaCgUgEac
ugaguccagg
ugageccoceuca
gECUUgggca
ccagcocgene
cccaagiaga
acuggecauc
EECEBECECC
agguuccgece
ugaucaggua
EEEEUCUUEE
CUCCUggace
ceccuntugagy
cgoeucacag
ugacucaguc

cuuggaggag

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
87006
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
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gcgugccagu
guccgeagey
gaagaccceac
gaccecgeea
CEEBUCUECE
ggagcuuccn
UEEECEEAaa
gucacugaga
gaggcecogea
aacagcaagg
agcaugggua
auaguugcge
Eggacugagsg
gCCcouccug
ucaaaugugu
cCcaaccacus
uggcugggaa
cacuucuucu
ravggaucag
gggcuugacyg
gcecucagaa
agggegucce
Ugggegguga
uccaguuggy
cgacceogey
cuccecgeuc
BUUTHIIGTIIH
cuucccuutu

gocuagcugug

gcagaucaug u

ugacuccace
UBUCCEERAg
aaacaccaaug
agggggguda
agaasaugec
auggcuucca
agaaggacce
gagacaucag
ctigccauaca
gucaaaccug
acaccaucac
ccacaaugoed
aggacgagcy
gugaucceoee
Cuguggcgul
Cacucgcecg
acaucaucca
ccauucucau
uauvacuccgu
ccutuucuau
aacUugggsc
ucaucucccg
agaccaagcu
ucaccgucgg
caliuacucuu
gguagagcgg
udnuguuuuYy
cancuuauuc

aaagguccgu
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ccauucugea
ggecguuaac
ucccacaacc
gaaaccageu
ccucuaugac
guacuccocu
cauggguuuy
EacCEaggag
cucgeugacu
cggulacaga
augecuaugug
gguaugcgge
gaaccugaga
cagaccggas
BEgCCCECRe
EBCUBCCUEE
guaugcucca
gguccaagac
gaauccuuug
gcacacauac

geecaceccuc

‘Uggagggaaa

caaacucacu
CECCgECcREs
cggccuacuc
cacacacuag
uuudUuuIuY
uacuuucuuy

gagecegeaug

agauccaagu
cacaucaagu
aucauggeca
cgccucaucg
auuacacaaa
gcccaacggg
ucgiuaugaua
uccauauace
gagagacuuu
CEUUECCECE
aaageccbag
gaugaccuag
gcouucacgg
uaugaccugg
gECCECCECA
gaaacagiua
accauaugge
acccuggace
gacouuccag
ucucaccacg
BgZEUEUERa

geggeoguuu

£CAUUgCEEE

ggogacautu
cuacuuuucg
guacacucea
uplitiuyucuy
Cuugguggcu

acugcagaga

21

AUgEaUUCHEE
CCEUEUEE3a
aaaaugaggu
uubacccuga
ageuuccuca
uggaguaucu
ceogaugouu
aggcecugeue
acguaggagg
CCagCgEREU
cggocugeaa
uagucaucuc
aggccaugac
ageuaauaac
gauacuaccu
gacacuccce
UUCECaUgEY
agaaccucaa
ccavaauuga
aacugacgeg
agagucgpegce
gcggecgaua
aggegegeeu
Hucacagegu
uagggglagg
uagcuaacug
3IVEIEE L]
ceaucuuage

gugceguaac

EgCCcaaggag
ggaccuecug
gulcugegug
CCUCERCEUC
ggcgguaaug
cUugaaagca
cgacucaacce
ccugeccgag
geccauguwic
gcuaaccacu
BECUZCEBES
agaaagcecag
cagguacucu
auccuguucc
gaccagagac
uaucasuuca
ccuaaugaca
cunugagaug
gagguuacac
gEUgECuLCa
ucgegraguc
ucucuicaau
acuggacuua
gucgegegee
ccucuuccua
uttccuuBuuy
uuccecucuuu
ceuagucacsg

Uggucucucu

9420
9480
9540
9600
3660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11640
11100

11111
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<210> 14

<211> 11111

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ARN gendmico del virus de la hepatitis C de longitud completa derivado
del clon JFH-1, en el que el motivo GDD de aminoécidos se ha mutado en GND
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accugecocu
cuucacgcag
toeccUceeg:
aagacugegu
caagacugcu
cgouugegag
ucaaagaaaa
cgcagguucu
aaucggeuge
ugucaagace
EUBBCUEBCC
daggEgacugy
uccugecegag
ggcuaccuge

ggaagecggu

4auaggeEgey
aaagcgeoua

ggagagecau

cocuuvucuugg

agccogaguag
ugeceecggga
accaaaagaa
ceggeegeuu
ucugaugeeg
gaccuguccg
acgacgggcg
cugcuauugg
aaaguaucca
ccatuegace

cuuguegaue

acacuccgec
geccauggcgu
agugEuUCcugC
auaaacccac
CEUUEEEUUE
ggucucguag

ACaccaaccy

ggguUgLagag

ccguguuceg
gugceougaa
uucCcuugege
gcgaagugee
ucauggcuga
accaagegas

aggaugaucu

augaaucacu
Haguaugagy
ggaaccggug
ucuaugeceg
cgaaaggecu
aCCgUgeace
ucgeccaaug
gecuauucgge
gecugucageg
ugaaclgeag
agCugugeoue
ggggcaggau
Ugcaalugcgg

acaucgcauc

ggacgaagag

22

CCCCUEUEaRE
gucguacagc
aguacaccgg
gccauuuggg
UgUggUAacCug

dugagcacaa

auugaacaag

UBUEHCUZEE

CagEgECcEce

gacgaggcag
gacguuguca
cuccugueau
cggeugcaua
gagcgagcac

caucaggggce

gaacuacugu
cucecaggececo
azulugccgeg
CEUECCCCCE
ccugauaggg
auccusaace
auggauugea
cacaacagac
cggulucuuyu
cgeggouaue
Cugaagcgesg
cucaccuuge
cgocuugauce
guacucggau

ucgegecage

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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cgaacuguuc
uggegaugee
CUBUERCEEE
ugcugaagag
uccegauucg
ccucucecuc
cguuugucua
aaceuggece
ugcaaggucu
caacgucugu
geggecaaaa
uugugaguug
ggcugaagga
caugcuuuac
acgligguulu
aaaaccaaaa
aucguuggeg
aggaaaaciu
cgouccacug
ggacucggeu
acugacccece
Huugeegace
ECUgUCECEC
ccogguuuce
UCUZCUECCT
gacagcauca
EABagagugg
cageeceggug

accuucugeu

gecaggeuca
ugcuugeccga
CUBZEUEUEE
CUUBECEECE
cagcgeaucg
ccececececcu
uauguuauuu
ygucuucuug
EUugaauguc
agcgacccuu
gcecacgugua
gauaguugug
ugcccagaag
augugunuag
ccuuugaaaa
gaaacaccaa
gaguauacuu
CRgagcgguc
gcaaggocug
EEgcaggaug
ggcauagguc
ucauggggua
acggegugag
ccuuuucuau
aggugaagaa
culggecagecu
ggaavacguc
cccucacgea

cugcucucua
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aggcgegecau
auaucauggu
cggaccgcua
aaugggeuga
ceuucuaucg
aacguuacug
uccaccauau
acgagcauuc
gugaaggaag
ugcaggcage
uaagauscac
gaaagaguca
guaccccauu
Ucgagguuaa
acacgaugau
ccgucgececa
EUUECCEGEC
ccagccacgu
gggaaaacca
geuccugucee
gcgcaacgug
cauccceguce
aguccuggag
cuucuugcug
uaccaguage
cgaggecugeg
acgguguugg
EEBUCUECEE

CBUBEEELAC

gCCCcgacgec
ggaaaaugge
ucaggacaﬁa
ccgcuuccuc
ccuucuugac
gccgaagecg
ugcegucuuu
cuaggggucu
cagliuccucu
ggAacceece
cUgcaadgge
aauggoucue
guaugggauc
aaaaacgucu
accaugagea
gaagacguua
aggggcecca
gEgagacgec
ggucgececu

cececegaggey

ggluaaaguca

guaggegcce
gacgggguua
gcccuguugu
agcuacaugg
guucuccacg
gugecagucu
acgcacaucg

cucugugpcg

23

gaggaucucg
cgeuuuucug
ECgUuUggcua
gugcuuuacg
gaguucuucu
cuuggaauaa
Uggcaaugug
uuccceucuc
ggaagcuucu
acCuggecgac
ggcacaacee
cucaagcgua

UgaUCUEEES

aggeeeeceg

caaauccuasa
AgUUCCCEEE
gguugggugu
ageccaucce
ggecococuaua
cucgececuc
ucgacacccu
CECUuagugg
ayusugeaac
ccugcaucac
ugaccaauga
uccccgggug
cgcecaaacau

auaugguugu

gggugaugecu

ucgugaccca
gauucaucga
ccegugatau
guaucgeccge
gaguttuaaac
BECCgRuUgUg
agggCcCcCgga
gccaaaggaa
ugaagacaaa
aggugccucu
cagugccacg
uucaacaagg
ccucggugca
BAcCCaCcggEg
accucaaaga
CBECEECCag
gcgecacgaca
caaagaucgg
UgEgaalugag
Cuggggecece
aacguguggce
cgcegecaga
agggaaccua
cguuccgguc
cugcuccaau
cgluccoguge
BECUBUECES
gauguccgec

cgeggeecag

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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gUguUCaucg
ccuggeacea
gecaccauga
ggggcucacy
aaggucauug
ggcgouguug
aacauvucagc
aaugacuccu
ucaggguguc
ggecaccceuac

cacuacccce

uguuucacce

acauggggag

ucaugguucg
ccuugecgea
uuuvaggaage
aagugcecugg
aucuucaaga
uucacucgug
uugcacucua
ucaacugguc
ucaccugeua
unagcggacyg
gcagcauugg
cuauauuuug
accaccuauu
caggeuvaug
aucacccucu

uugugecuaue

HCcuUcgccgea
ucacuggaca
uccuggegua
ggggegucau
ucauyccuucu
cacguuccac
ucauvuaacac
UgaacacCeg
cagggegecu
aguacgagga
cadagecgug
CCagecCeCggu
agaaugagac
geugecacgug
ccagagcuga
auccugauge
uccacuacee
uaagaaugua
gggaucgeug
ccacggaaug
uucuccaccu
ucacaaaaua
ccagagucug
agaaguuggu
ccaucuucull
geccucacugg
cocuaugacge

Ucacacucac

uccugacccu
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guaccacugg
cCcgcauggcea
cgugaugcge
guucggcuug
ZCUEECCECU
caacgugaul
caacggeagy
CUUUCUCECE
guccgocouge
taaugucace
uggcguaguce
dguagugggc
agaugucuuc
gaugaacucc
cuucaacgee
cacuuauauy
uuacagacuc
UgUaggEgEs
cgacuuggag
ggecauccug
ucaccagaac
cgucguucga
cgecugeuug
cgucuugeac

cguggeageu

cecuauggece

accugugeac
ccegggguau

EEEERA3gCC

uuugugcaag
ugggacauga
guccccgage
gccuacutcu
EEEBUEgAcCE

gCCcggegugu

uggcacatca

gceouuguucy
cgcaacaucg
aauccagagg
ctegegaggu
acgaccgaca
cuacugaaca
acugguulca
agecacggacu
dagugugpguu
uggecauuace
guugagecaca

gacagggaca

ceeougeaccu

aucguggacg
ugggaguges
uggaugcuca
gcugcgagug
uggcacauca
uucugccuac
gpacagauag
aagacccuce

auvgauucagg

24

aaugcaauug
ugaugaacug
ycaucauaga
cuaugeaggg
cgggeaccac
ucagecaugg
accglacuge
acaccaaccg
aggCuUUlCeE
auaugaggec
CURBUEUEUEE
gacguggagu
gcacccgace
ceaagacuug
uguugugecee
Cugggcecug
ccugeacagu
EECUCAcEEC
ggagucageu
acucagacuu
uvacaaluacau
vgguacucuy

ucuuguuggg

cggcuaacug

BEBEUCEERU
ugcucaugge
goguggguuu
ucggecagug

aguggguace

cuccaucuac
gucgccecacg
caucguuage
agCgUgEgcy
CACCEUUEEa
cccucagcag
cuugaauuge
cuuuaacucg
gauaggguge
EUACUECUER
ccéaguguac
gcccaccuac
BCCECaggec
uggegeogeca
racggaugu
gcucacaccea
caauuuuace
cgcaugcaac
gucucclcug
accegecuuug
guauggecuc
auunceugeue

ccaggecgaa

ccauggccuc

ggueccceuug
acugecceccgg
guugauauug
ucuguggugg

acccaugcecag

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
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BUECECEECE
uuugacauua
nugacacaug
aagcagcucg
ggcaccuaca
gaCUUBBCEE
UZEEEBECER
cucggecagg
cuugcuceccea
aguaugacgg
ucucaguccu
ggcaacaaga
gEggEacuugg
BEBagCCEUCE
ggggacaage
EEgBEBCCEE
UCUCEEEECE
agguecuccea
ggguacuuge
geccaggggu
gcguaccuai
BUEACCREERE
gcuagcggeg
auucucggea
CUgECUacgg
ggeeucggge
aagggagegega
geccuucgege

auaccagcuc

ECCECEAUEE
ccaaauggeu
ugccguacuu
cgggeggguag
ucuaugacca
ucgccgugga
dgacggeuge
agauccuccu
ucacugcuta
ggcgugacag
uccucggaac
cucuagecgg
uaggcuggce
accuauaucu
BgEgagcauu
BgCUCUgece
uggecaaauc
cuuucaguga
augcuccaac
acaadguacu
ccaaggeaca
gggecalcac
ccuaugacau
UCEEaacggu
ccacacccceo
EEgaggguga
gacaccugau
gecaugggcuu

agggagaugu
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CAucCgegugeg
UUUEECEUUE
cgucagagcu
guauguucag
ccucacaceu
acccaucauc
auguggggac
CgEcccageu
ugcocageaa
gacagaacag
aaccaucucg
cuuacggggu
cagceectoecu
gBuCacgegg
gecucucceeg
uaggggecac
caucgauuuc
#aacagcacg
Uggcagugega
agugcuuaac
uggealcaau
guacuccaca
caucatauge
ccuugaucaa
CEggucagug
gauccecuue
uuucugccac
gaaugccgug

Bguggucguc

gccgucacua
cuugggeccug
cacgeucuga
guggcgeuau
augucggacu
uucaguccga
auiicuacaug

gauggeuaca

‘acacgagecc

BCCEEEEaag
ggggUuuugy
CCEgUcCacge
gggaccaagu
AACECUZAUE
agacccauuu
EUCEUUEEEC
auccecguug
ccaccgpeug
aagagcacca
cccucgguag
gceccaacauua
vauggcaaau
gaugaaugece
gcagagacag
acaacccccce
uaugggaggy
Ucaaagaaaa
gcauvacuaua

gecaccgacg

25

UaUUCUECCe
cuuaccucuu
naaggguaug
UggCCCUUgE
gggcegeuag
uggagaagaa
gacuucccegu
ceuccaaggg
UCCUREECEC
uccaaauccu
ggacuguuua
agauguacuc
cuuuggagec
UCcaucccgge
cgaccuugaa
ucuuccgage
agacacucga
yggecceagac
aggucccugu
cugccaccecu
ggacuggagu
UucCucgcega
acgcugugga
ccggggucag
aucccgauau

cgauuccecu

agugugacga

EaggEuUUggEa

cecucaugac

BEEUEBUggUg
aagggccgeu
cgouuuggug
cagguggacu

cggeecugege

ggucaucguc

guccgecega
BUggaagcuc
cauagugeug
guccacaguc

ceacggagcu

Bgagugcugag

Eugcaagugu
UCggagacge
gggguccucg
agcugugugc
cguuguuaca
cuaucagguc
cgoguaugec
BEEBUUUREE
caggaccgug
UZEEEECUEC
ugcuaceuce
acuaacugug
agaagaggua
auccugcauc
ECUCECERCE
cgucuccaua

gggguacacu

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
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ggagacuuug
cuggacccca
Ca3gCECTECE
gaacgageccu
gECEUZERACE
cCcCcggecuac
acacacauag
cuaguagcou
gccaugugga
uaccguuugg
gccacaugesa
guccuggcag
uugecacguca
gaugagaugg
gagauguuga
aUacaacceg

uggaacuuca

BCEGUEECUU

accauccuuc
gccaccgecu
aaggugcugg
uucgagauca
auccugucuc
gugggaccgg
ggaaaccacg
caacuacuug
gaggacugce
acecaucuuga

cuccecuuca

acuccgugau
ccuucacuauy
ggegcacagg
caggaauguu
aucucacacce
ccguguguca
acgeecacuu
accaagcuac
agugccugge
gcecuauyac
ugcaagouga
CCEUCECCEC
accagegagu
aggaaugcge
aguccaagal
cuaugcagge
uuagcggeau
ccaugaugge
ucaacaucau
Wugucgucag
uggacauccen
ugucuggega
CEgRageee
gEgagggege
ucgecceecuac
gecucucuuac
ccaucccaug
cagacuucaa

ucucuuguca
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cgacugcaau
aaccacacag
vagaggaaga
ugacagugua
agcggagace
agaccaucuu
ccucucccaa
ggugugegece
ccgacucaag
caaugagguc
ccuugaggue
auauugecug
CRUCEUUECE
cucuagggeg
ccaagggeuug

wucauggecee

ccaauaccuc

auncagugees

EgBaggcUge
Uggcocugpug
ggecaggauau
gaageceeucu
gguggugeeg
gguccaaugg
ucacuacgug
uauaaccage
cuccggauce
agauuggeug

daagggguac

guagcgguca
acugucccac
cagggcacuu
gugcuuugug
accgucagge
gaauuuuggg
acaaagcaag
agagccaagg
ccuacgcuug
acccucacac
augaccagca
gcgacuggau
ccggauaagg
geucucaucg
gugcagcagg
aaagugpgaac
gcageauugu
geoclucacea
uuagcglucce
ggggougeeg
EEUECEERECA
auggaagaug
gucaucugeg
augaacaggce
acggagucgsg
cuacucagaa
uggeuccgcg
accucuaaau

aagggugugu

26

cccaageugu
aagacgcugu
auagguaugu
agugcuacga
uuagagcgua
aggcaguuuuy
Cgggegagaa
ceeeuceccee
cgggeeccac
acccugggac
cguggguceu
goguuuccay
agguccugua
aagagggEeca
ccucuaagcea
AauuuugEEc
caacacugcc
guccguuguc
agavucgcacce
Ugggcagcau
Uuucggggge
ucaucaaucu
cggccauucu
uuauugecuu
augcgucgca
gacuccacaa
acguguggga
uguucceécaa

EBBCCERCAC

cgacuucagc
cucacgcagu
uuccacuggu
Cgcaggegeu
uuucaacacg
caceggecouc
cuucgecguac
guccugggac
accucuccug
gaaguacauc
agecuggagga
caucggccge
ugaggcuuuu
gCcggauagcco
ggcccaggac
cdagacacaug
agggaaccce
gaccaguacce
ACCCECEREE
8EECCUgggu
cecucgicgea
ACUECCUEEE
gegecegeecac
ugcuuceaga‘
gcgugugace
uuggauaacu
CUZEEUUUEC
gCcugeccgge

uggcaucaug

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740

7800

7860
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aCCacgegeu
alcacaggge
acggagggcee
gCggccucege
accacugaca
EACEEULUEC
UYCEUUCUECE
ccegacgeag
BCEBCECgEC
cuaucagcac
auggucgaug
gugececguuce
auacCaucgg
cggocugacu
acCguuUgCug
CECCggacag
aagaccuuug
gecgaaucceg
uccucuauge
gagcuucaac
ucuacuugcu
ggggcucuaa
aacucgeugu
Bgggcuaaaa
uugaaggaca
gcgugccagu
EUuccgcagcu
gaagacccac

gacceegeeca

ECCCUUECEE
cuaaaaccug
agugcgegee
aguacgegea
aucugaaasu
agauccauag
uugggeuuaa
acguaulgag
gcuuggcacg
CEUCECUECE
ccaaccugeu
uggacuuucu
agugcaugcu
acaaccLgoe
guugugcucu
UgEBUCUEAgZ
gecageccee
gegguecgac
ccoccocucga

cuccececea

ccgaggagga

uaacucccug

ugcgauacca
agguaacuuu
gcaagouage
ugacuccace
uguccgggag
aaacaccaau

2ggegeguaa
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cgccaacauc
caugaacacc
gaaacccece
ggugacgcag
vccuugecaa
guuugcacce
uuccuaugcu
guccaugcua
gggaucaccy
gECCaccuge
cauggaggec
cgagccaaug
ecccaggage
gecucguggaa
cceecececee
CEgagagcacc
cucgagegeu
guccceuggu
EEgEgagccu

[:4:424:42:4:474:4:4

cgauaccacce
uagccccgaa
uzacaaggug
ugacaggacg
ggcuuccaag
gcauucugea
ggccguuaac
ucccacaace

gaaaccageu

dcuggcaaug
Uggcaggega
acgaacuaca
Caugggucgu
cuaccuucuc
acaccaaagce
gucgggucce
acagauccge
ccaucugagg
accacccaca
gguguggeuc
geccgaggaag
ggguuuccac

ucguggagga

aagaagecee

avaucagaag
gaugcaggcu
gagccggeec
ggagauccgg
guagcucceg
gugugcugeu
gaggaaaagl
uacuguacaa
caagugetcg
gucagcgcaa
agauccaagu
cacaucaagu
aucauggcca

cgccucauceg

27

UCCECCUEER
¢ccuulccuau
agaccgccau
acuccuaugu
cagaguuyuuu
cguduuucceg
agouuccecoug
ceecacaucdc
cgagcuecuc
gcaacaccua
agacagagcce
agagecgaccu
gEgECcuuace
ggccagauua
Cgacgccucc
coccuccagea
Cguccacgeg
ccucagagac
accuggaguc
guucgggeuc
¢ccaugucaua
ugccaaucaa
caucaaagag
acgcccauua
ggeuccucac
auggauucgg
CCcguguggaa
aaaaugaggu

uuyvacccecuga

cucuaugagg
caauugcuac
CUggaggeug
aacaggacug
cuccugggug
ggaugagguc
ugaaccugag
ggcggagacu
agugagccag
ugacguggac
ugaguccagg
ugagcecuca
Egcuugggca
ccaaccgece
cccaaggaga
acuggccauc
EECEERBCECC
agguuccgee

Ugaucaggua

BEBEUCUUEE

cuccuggace
cecuuugagy
cgeceucacag
ugacucaguc
cuuggaggag
ggccaaggag
ggaccuccug
EUUCUECEUE

ccucggeguce

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
8060
9120
9180
9240
9300
9360
09420
9480
9540
9600



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CEZBUCUECE
ggagecuuccu
ugggeggaasa
gucacugaga
gaggcecgea
aacagcaagg
agcaugggua
auaguugcge
gggacugagg
gecececuccug
ucaaaugugu
ccaaccacuc
UggCugggaa
cacuucuucu
uauggaucag

Eggcuugacg

. gceclucagaa

agggcgucee
UEEECEEULa
uccaguuggu
cgaccecgeu
CMCCCCECUC
uuutuuuuny
cuuceccuucu
geuageugug

gcagaucaug

agaaaaugge
auggecuuccea
agaaggaccce
gagacdaucag
cugccauaca
gucaaaccug
acaccaucac
ccacaaugcu
ageacgageg
gugauccece
CUBUEgCEUU
cacucgecceg
acaucaucca
ccauucucau
wauacuccgu
ccuuuucuau
aacuuggggc
ucaucuccceg
agaccaagcu
ucaccgucgg
caugacucuu
Eglagagcgg
usuuRuuuLHY
caucuuauuc
aaagguccgu

u
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ccucuaugac
guacuccecu
cauggguuuu
gaccgaggeg
cucgecugacu
Ccgguuacaga
augCcuaugug
EBUAUBCEEC
gaaccugaga
cagaccggaa
EEECCCECER
ggcugecugg
guaugcucca
gguccaagac
gaauccuuug
gcacacauac
geeactocuce
uggagggaaa
caaacucact
CECCBECEER
cggeecuacuc
cacacacuag
PITHLLEH
vacuuucuuy

gagccgeaug

auuacacaaa
geecaacgge
ucguaugaua
uccauauace
gagagacuuu
CEUUECCZCE
agageccuag
aaugaccuag
gcouticacgg
Uaugaccugyg
ggcegecgea
gaaacaguua
accauauggg
acccuggace
gaccuuccag
UCUCACCACH
aEERUEUEERA
geggooguuu
cCauligecgy

gECEacauuu

cuacuyuulucg

guacacucca
unuguuucHy
cuugguggcu

acugcagaga

agcuuccuca
uggaguaucit
cccgaugeuu
aggccugeuc
acguaggagg
ccagcggggu
cggecugeaa
uagucaucuc
aggccaugac
agcuaauaac
gauvacuaccu
gacacuccec
wacgecauggy
agaaccucaa

ccauaauuga

aacugacgeg

agagucggec
geggeecgaua
aggcgegecu
uucacagegu
uagggguagg
uagcuaacug
utuuuuuuuy
ccaucuuage

BUECCEUaac

ggcpguaalg
cuugaaagcea
cgacucaacc
ccugeccgag
gcccauguuce
gcuaaccacu
EECUZCEERE
agaaagecag
cagguacucu
auccuguuco
gaccagagac
uaticaauuca
ccuaaugaca
cuuugagaug
gagguuacac
gguggecuuca
ucgcgeaguc
ucucuucaau
acuggacuua
ZUCECECECC
ccucuuccua
ulccuuyuly
uucccuculu
ccuagucacg

uggucucucu

9660
9720

9780

9840

9900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11111

<210> 15

<211> 9707

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial
<220>

28
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial; replicon de ARN que comprende el ARN gendmico del virus de la
hepatitis C de longitud completa derivado del clon JFH-1, en el que un motivo GDD de aminoécidos se ha
mutado en GND
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gaauucuaau
cacluccecug
gagugucgua
ggugaguaca
cccggecauu
gCCuUuguggu
caccaugage
agaagacguu
caggggeeec
ugggagacge
aggucgecee
ccecegagge
Egguaaaguc
Cguaggecgee
ggacgggguu
ggccougulg
cagcuacaug
gguuouécac

gEuUgCceaguc

acgacucacy
ugaggaacua
cagccuccag
CCgEaaUuge
UEgZECEUELCe
acugccugau
acaaauccua
aaguucccgg
agguugggug
cageceauee
uggecccuau
uéucgccccu
aucgacaccc
ccgcuuagug
aauuvaugcaa
uccugcatca
gugaccaaug
EUCCCCEREU

ucgcecaaaca

auagaccuge
cugucuucac
geceoecececy
cgggaagacu
cccgeaagac
agggegouug
aaccucaaag
geggeggeed
Ugcgeacgac
ccaaagaucg
augggaauga
ccuggggeee
udacgUEUEE
BCECCECCAY
cagggaaccu
CCEUUCCEEU
acugcuccaa
gcguccegug

UERECUBUECE

cccuaauagg
gcagaaagey
CCCEggagag
ggguccuuuc
ugcuagecga
CEAgUgCcee
aaaaaccaaa
gaucguuggc
aaggaaasacy
gocgeuccacu
BEgaCuUCEge
cacugaccce
CUHUUECCERC
agCcuUguUCcgCy
aceccgguuuc
CUCUECUECC
ugacageauc
cgagagagug

pcageecggu

29

ggegacacuc
ccuagccaug
ccauaguggu
uuggauaaac
guagcguugg
gggaggucuc
agaaacacca
ggaguauacu

UCggagcgen

gegcaaggecu

UEEgRCaggau
Cggcauaggu
cucauggggu
cacggcguga
ccouuuucua
caggugaaga
acuuggcage
geggaauacgu

gececucacge

cgccaugaau
gcguuaguay
cugcggaacc
ccacucuaug
gUUgCgaaag
guagaccgug
accgucgece
uguugeegeg
cccagecacg
gEggaaaacc
EECUCCUEUC
CgCcEcaacgu
acauccceogu
gaguccugga
ucuucuugeu
auaccdguag
ucgaggeuge
cacgguguug

agggucugeg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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gacgcacauc
CCUCUBUEEC
guuugugcaa
augggacaug
cguccccgag
ggccuacuuc
UEggguggac
ugeccggegug
uuggcacauc
ggccuuguuc
tCgcaacauc
caauccagag
tccogegagg
cacgaccgac
CCuacugaac
cacugguuuc
cagcacggac
Haaguguggl
Cuggcauuac
gg8uugageac
ggacagggac

gcccugeace

caucguggac

auggpagugg

Buggaugcuc

CECugecpagy

Uuggcacauc
CUlicugccua

CEgacagaua

gauvaugguug
ggggugaugce
gaaugcaauu
augalgaacu
gucaucauag
UCUaugCagg
gcggegeacea
uucagccaug
aaccguacug
uacaccaacc
gaggcluuuce
gauaugagge
UCUZUEUgUE
agacguggRag
agcaccocgac
accaagacull
uuguugugec
ucugggeecu
cccugcacag
aggcucacgg
aggagucagc
dacucagacu
guacaauaca
gugguacucu
aucuiuguugg
geggocuaacu
BgEggUCgEs
cugcucaugg

ggcguggpguu
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ugauguccge
ucgcggeeca
gecuccaucua
ggucgececac
acaucguuag
gagcguggge
cCcaccguugg
gcccucagea
ccuugaauug
geuuuaacuc
ggavagggug
cguacugeuyg
gcecagugua
ugccecaccua
CECCgCagey
EUEECECECT
cuacggauug
ggoucacace
ucaauuuuac
cogeaugeaa
Ugucuccuecu
uacccgeuuu
uguauggeelu
uauuccugeu
gccaggecga
gccauggecu
ugguccccuu
cacugececeg

uguugauauu

caccuucuge
gguguucauc
cccuggeace
ggccaccaug
cgggegcucac
gaaggucauu
aggcgouguu
gaacauucag
cadugacucce
gucagggusgu
gggcacceua
geacuaccec
cuguuucace
cacauggega
cucaugguue
ACCUNECCET
vuuvaggaag
daagugecug
caucuucaag
culcacucgu
guugcacucy
gucaacuggu
cucaccugcett
cluagcggac
agcagcauug
ccuauauuuu
gaccaccuau
gcaggcunau

gaucacceouc

30

ueugeucucu
EUCUCECCEC
aucacuggac
AUCCUEECEU
ugggegcguca
gucauccuue
gcacguuccea
cucauuaaca
dugaacacceg
cCaggecegee
caguacgagg
CCaaagcceglU
CCCAECCCEE
gagaaugaga
ggougecacgu
accagageug
cauccugaug
guccacuace
auaagaaugu
ggggaucgeu
accacggaau
cuucuccace
aucacaaaal
gccagagucu
gagaaguugg
gccaucuucu
vgeccucacug
gccuaugacg

gucacacuca

acgugggega
aguaccacug
accgcaugge
acgugaugcg
USUUCEECUL
Ugcuggeccge
ccaacgugau
ccaacggeag
gcuuucucge
uguccgeeug
auaaugucac
guggeguagu
uaguaguggg
cagaugucuu
ggaugaacuc
acuucaacgc
ccacuuauau
cuuacagacu
AUELALEELE
gcgacuugga
gggeecauccu
uucaccagaa
acgucguuceg
gCcgocugeuu
ucgucuugea
UCEUEECAEC
gecuauggec
caccugugca

cceeggggua

120U
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
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uaagacccuc
caugauucag
ggceogucacu
gecuugggect
ucacgcucug
gguggegeua
uaugucggac
cuucaguccg
cauucuacau
ugauggcuac
aacacgagge
BECCEEgEAa
EgEERUUNUE

uccggucacg
ugggaccaag
gaacgcugau
gagacccauu
CgUCguUgEg
cauccccguu
gccaccggcu
aaagagcacc
cceecucggua
ucccaacauu
avauggcaaa
Tgaugaaugce
ageagagaca
gacaacccce
cuaugggage

cucaaagaaa

cucggecagu
gaguggguac
auvauucugcc
gcuuaceucu
auaaggguau
uuggeecuug
ugggecegeua
auggagaaga
ggacuuccceg
accuccaagg
CUCCUZEECE
giiccaaauce
uggacuguuu
cagauguacu
UCUUUEEALE
gUCaUcCCgg
ucgaccuiga
cucuuccgag
gagacacucg
gugeeccceaga
aaggucccug
gcugecacee
aggacuggag
yuucucgecg
CacgCcugugg
gCccgggguca
caucccgaua
gcgauuccee

aagugugacg
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EUCUBUEEUE
cacccaugea
CEgEUgUgEU
uaagggecge
gCgruuuggu
Ecagguggac
grggeeugeg
aggucaucgu
HEUCCECCCE
Bguggaagcu
ccauaguggu
uguccacagu
accacggage
Ccgagugcuga
cgugcaagug
CUCEEAEaCcE
aggggiccuc
Cagcugugug
acguuguuac
ccuaucaggu
ucgeguauge
UZEZBULUEE
ucaggaccgu
augggggous
augcuaccuc
gacuaacugu
uagaagaggu
uauccugcau

agcucgegece

guugugcuau
EBUBCECEEC
guuugacauu
utugacacau
gaagcagcuc
uggcaccuac
cgacuuagcg
CUgEERaRCE
acucggecag
ccuugcucce
gaguaugace
cucucaguce
vggcaacaag
gggEgacuug
UEEAECCEUC
cggggacaag

geggggegecy

cucuegegEe

saggucucce
cggguacung
CECCCEREE
ggcguaccua
gaugaccggg
cgcuagcgge
Cauucucggc
geuggecuacg
aggeeoucggg
CaaggEagEL

gECCCUUCER

31

cuccugaccc
ggcegegaug
accaaauggc
gugccguacu
gcggegggua
aucuaugace
EUCECCEUEE
gagacggeug
- gagauccuce
aucacugcuu
gggcgugaca
uiyccucggda
acucuagecg
guaggcugge
gaccuauauc
CEEBEAagcau
gugeucugee
guggccaaau
acuuucagug
caugcuccaa
uacaaaguac
uccaaggeac
gaggccauca
gccuaugaca
aucggaacge

gccacacccce

CgggaggEUg

agacaccuga

ggecauggegecu

Uggggegaage
gecaucgegug
uuuuggeguu
Ucgucagagc
gguauguuca
accucacacce
aacccaucau
caugugggga
ucggeecage
augcccagea
ggacagaaca
caaccaucugc
gcuuacggeg
ccagececece
uggucacgeg
ugcucucccc
cuaggggecea
ccaucgauuu
acaacagcac
CUEBCAagUugg
uvagugeuuas
auggcaucaa
cguacuccac
ucaucauaug
uccuugauca
ccgggucagu
dgauccccuu
uugucugeca

ugaaugccgu

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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ggcauacuau
cgreaccgac
uguagcggue
gacuguccca
acagggcacu
agugcuuugu
caccgucagg
ugaauuuugg
aacaaagraa
cagageccaag
gccuacgecuu
cacccucaca
caugaccage
ggcgacugga
gecggauvaag
ggcucucauc
geugecageag
caaaguggaa
cgcaggauug
cgeoceucace
guuagcgucce
gggegeugec
uggugeggee
uauggaagau
ggucaucuge
gaugaacagg
gacggagucg
ccuacucaga

cuggcuccge

agaggguugeg
gcccucauga
acccaageoug
caagacgcug
uauagguaug
gagugecuacg
cuuagagegu
gaggcaguuu
gcggeggaga
gceccoucceceo
gegggeeoccea
cacccuggga
acguggguce
ugecguuucca
gagguccugu
gaagaggeec
gcclucuaage
caauunuggg
ucaacacuge
aguccguugu
cagaucgcac
gugggcagea
AUUUCEEEEE
gucaucaauc
gCggoecauuc
cuuauugecu
gaugegucgc
agacuccaca

FacgURBUEEE
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acgucuccau
cgggguacac
ucgacuucag
ucucacgcag
uuuccacugg
acgcaggrge
aguucaacac
ucaccggecy
acuucgcgua
CEUCCUggEa
caccucucci
cgaaguacsu
uagcuggageg
ucaucggeeg
augaggouuu
Agcggavage
aggeecagga
ccagacacal
cagggaacce
cgaccagunac
CACCCECERE
uaggeocuggsg
cceucgucge
vacugccugeg
ugcgccgeea
uigcuuccag
agcgugugac
auuggauaac

acuggguuug

aauaccagcu
uggagacuul
ccuggacecce
ucagegeege
ugaacgagec
ugegugguac
geeeggecua
cacacacaua
ecuaguagec
CECCAugUgy
FUaCCEUULE
CECCACAURE
aguccuggea
cuugeacgue
ugaugagaug
cgagauguug
cduvacaacce
gUggaacuue
CECEEUggCY
caccauccuy
Egccaccgge
vaaggugeug
auucaagauc
gaucecugucy
cgugggaccg
aggaaaccac
ccaacuacuy
ugaggacuge

caccaucuug

32

Cagggagaug
gacuccguga
acculicacua
gggcgeacag
ucaggaaugu
gaucucacac
ccecguguguce
gacgeccacu
uaccaagcua
aagugccugg
ggcoccuauua
augcaagcug
gCCEUCECCE
aaccagcgag
gaggaaugeg
aaguccaaga
geuaugcagg
auuagceggcea
ugccaugauge
cucaacauca
uuuglcguca
guggacauce
augucuggeg
ccgggagece
EEBESERECE
gucgeccetua
ggcucucuua
cccaucccau

acagacuuca

UZBUEEUCgU
ucgacugcaa
uaaccacaca
guagaggaag
uugacagugu
cagcggagac
aagaccaucu
uccucucceca
cggugugege
cccgacucaa
ccaalgaggu
accuugaggu
cauvauugccu
ucgucguuge
ccucuaggge
uccaaggeuu
cuucauggee
uccaauaccu
caulicaguge
UEERaggcug
EUEECCUEEU
uggcaggaua
agaagcccuc
Ugguggugge
Ccgguccaaug
cucacuacgu
cuauaaceag
geuceggauc

aaaauuggcu

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
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gaccucuaaa
caaggeugug
cucuggeaau
Cuggcagggee
cacgaacuac
gcaugggucg
acuaccuucu
cacaccaaag
ugucggguec
aacagauccg
uccaucugag
caccacccac
cgguguggeu
ggccgaggaa
cggguuucca
aUCgUgZagE
caagaaggcc
cauaucagaa
ugaugcaggce
ugagccggece
uggagauccg
gguagcucce
CBUZUECUEC
agaggaaaag
guacuguaca
gcaagugeuce
ggucagcgca
aagauccaag

ccacaucaag

uyguucceca
ugggceeggea
gUuCcCgCcCugg
accuuuccua
aagaccgcca
uacuccuaug
ccagaguuuu
ccguuuuucce
cagcuucccu
cceccacauca
gcgageuccu
agcaacaccu
cagacagagc
gagagcgacc
cgggeeuuac
aggccagauu
ccgacgecuc
gcecuccage
ucguccacgg
cccucagaga
gaccuggagu
gguucggsgcu
uccaugucau
uugccaauca
acaucaaaga
gacgcccauu
aggcuccuca
uauggauucg

UCCgugugga
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agcugeccgy
cuggcaucau
gecucuaugag
ucaauugcua
ucuggagggu
uaacaggacu
ucuccugggu
gggaugaggu
gugaaccuga
Cggcggagac
cagugagccea
augacgugga
Cugaguccag
uugagcccuc
CBgCuUugegc
accaaccgec
cceecaaggag
aacuggcecau
8EECBELBCEC
cagguuccgc
cugaucaggu
cggggucuug
acuccuggac
acccuuugag
gcgececucaca
augacucagu
ccuuggagga
gggccaagga

aggaccuccu

ccucceccuuc
gaccacgcgc
gaucacaggg
cacggaggec
EECEECCUCE
gaccacugac
ggacggugug
CUCEUUCUEC
geececgacgea
ugcggegege
gcuaucagca
cauggucgau
ggugcecguu
aauaccaucg
acggccugac
caccguugcu
acgccggaca
caagaccuuu
cgccgaauce
cuccucuaug
agagcuucaa
gucuacuugce
cggggeucua
uaacucgcug
gagggcuaaa
cuuaaaggac
ggcgugecag
ggucecgeage

ggaagaccca

33

aucucuuguc
ugcccuugeg
ccuaaaaccu
CAQUECECELT
gaguacgcgg
aaucugaaaa
cagauccaua
guugggcuua
gacguauuga
cgecuuggeac
CCEUCECUEC
gccaaccuge
cuggacuuuc
gagugcaugc
uacaacccge
gguugugcuc
gugggucuga
ggecagecec
g8CEEUCCEA
cceceecucg
ccuccecece
UCCEaggagg
auaacucccu
uugcgauacce
aagguaacuu
aucaagcuag
uugacuccac
uuguccggga

caaacaccaa

aaaaggggua
gcgecaacau
gcaugaacac
cgaaacccce
aggugacgca
uuccuugcca
gguuugcacc
auuccuaugce
gguccaugeu
ggggaucacc
gggeecaceug
UCauggageg
ucgagccaau
uccccaggag
cgcucgugga
uccececcececc
gcgagagceac
ccucgagcegg
cguccccugg
aggBggagcc
AgEBELELELE

acgauaccac
guagccccga
auaacaaggu
uugacaggac
cggeuuccaa
cccauucuge
gggeecguuaa

aucccacaac

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
1740
71800
7860
7920
7980
8040
8100
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caucauggce
ucgccucauc
cauuvacacaa
ugcecaacgg
uucguaugal
guccauauac
ugagagacuu
ACEUUECCEC
gaaagcecua
caaugaccua
agecuucacg
auaugaccug
gggccgeege
ggaaacaguu
aaccauaugg
cactcuggac
ggaccuucca
cucucaccac
Cagggugugg

agCcggccgul

uccauugeeg

gggcgacauu
cocuacuuuue
gguacacuec
uuuuuuaucy
uculuggugge

gacugcagag

233aaugagg
guuuacccug
aagcuuccue
guggaguauc
accegaugeu
caggccugcu
uacguaggag
gCCRgCEEER
gcggeocugea
Buagucaucu
gaggccaluga
gagcuaauaa
agauacuacce
agacacuccece
guluCcgeaugeg

cagaaccuca

gceanaauug

gaacugaegce
ABEAZUCERE
ugeggeecgau
gaggegegece
unilcacageg
guagggguag
auagcuaacu
uutuguuuY
uccattcuuag

agugcceguaa
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uguucugcecgu
accCUcCggCcgy
aggegguaau
ucuugaaage
ucgacucaac
ceccugecega
ggcccauguu
ugcuzaccac
8gBCUECEEE
cagagagcca
ccagguacuc
cauccuguuc
ugaccagaga
cuaucaauuc
uccuaaugac
acuuugagau
agagguuaca
ggguggcuuc
cucgegeagu
aucticuucaa
yacuggacuu
UgUCECECEC
geoucuuceu
guuccuuuunu
uuucccucun
cccuagucac

cuggucucuc

ggaccccgce
CCgggucuge
gggagcuuce
augggceggaa
cgucacugag
EEaggCCCEC
caacagcaag
uagcaugggu
Eauaguugcg
gegggacugag
ugeccocuccu
cucaaaugug
cceaaccacu
auggcuggga
acacuucuuc
guauggauca
Cgggculgac
agcecucaga
cagggeguce
uugggcggug
auccaguugg
ccgacecccge
acucccecgeu
LI I IS]
ucuucceuuce
ggcuageugu

ugcagaucau

A3gggegeua
gagaaaaugg
uauggeuuce
aagaaggacc
agagacauca
acugccauac
ggucaaaccu
aacaccauca
cccacaauge
gaggacgagce
ggugauccece
HCcuguggegu
ccacucgece
aacaucaucc
tuccaulucuca
ghauvacuccg
gcouultucua
aaacuuggge
cucaucuecce
aagaccaage
uucdacegucg
ucauuacucu
cgguagagceg
uutiuUuuuLg
ucaucuuauy
gaaaggucecg

gucuaga

agaaaccage
cccucuauga
aguacuceccc
ccauggguuy
ggaccgagga
acucgeugac
gogguuacag
cdugcuaugu
UgBuUaugcge
ggaaccugag
ccagaccgga
UgEECCCECE
gggeugecug
aguaugcucc
ugguccaaga
ugaauccuuu
ugcacacaua
cgeeaccecu
guggagggaa
ucaaacucac
gegeeggegsg
ucggeeuacu
gcacacacua
quuuuuuuuy
cuaculucuy

ugagecgcan

8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9707

<210> 16

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

34
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<223> descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 16
cgggagagcc atagigg 17

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 17
agtaccacaa ggcctticg 19

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 18
ctgeggaacc ggtgagtaca ¢ 21

<210> 19

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 19
aacaagatgg atigcacgea 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcidn de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 20
cgtcaagaag gegatagaag 20
<210> 21
<211> 11969
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial
<220>

35
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<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: replicon de ARN derivado del vector de expresién rTFGR-JFH1/Luc

<400> 21
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accugecececu
culcacgeag
cceoccuceeg
aagacugggu
caagacugeu
CECUUECEAR
ucaaagaaaa
gaaaggecey
ggcuaugaag
ggugaacauc
acgauvauggg
cuuuaugoeg
uuauaaugaa
uuccaaaaag
aauuauuauc
cacaucucau

ugacaaaaca

aauaggegcy
agagcgeceua
ggagagccau
ccuuucuugg
agccgaguag
UECCCCEREA
accazaagaa
gcgeceauucu
agauacgecc
ACZUACKCER
cugaauacaa
guguugggeg
cgugaauuge
gggungcaaa
auggauucua
cuaccuceeg

auvugcacugsa

acacuccgec
gccauggegu
agUEEUCUEC
auaaacccac
cguuggguug
ggucucguag
acaccaaccg
avccucugga
uggtuccugg
aauacuucga
avcacagaau
cguuauuuay
ucaacaguau
aaauunugaa
aaacggauta
guuuyaauga

uaaugaacuc

augaaucacu
uaguaugagu
ggaaccggug
ucuaugeccg
cgaaaggcceu
d@gccgugcacce
acgecguaaug
ggauggaace
aacaauugcu
daliguccguu
CEUCguauge
CEgaguugca
gaacauuucg
CEgugcaaaaa
ccagggauutu
alacgauuuu

cliicuggaucu

36

cccecugugag
gucguacagc
aguacaccgg
gccauuuggg
UgUEEUACUE
augagcacaa
gaagacgccea
gcuggagage
uuunacagaug
CEBUuUggcag
agugaaaacu
guugegccecy
cagccuaccg
aaauuaccaa
caglecgaugu
guaccagagu

acuggguuac

gaacuacugu
CUCCagEces
AaUUECCREE
CEUECCCCCE
ccugauaggg
auccuaaacc
aaaacauaaa
aacugcauaa
cacauaucga
aagecuaugaa
cucuucaauu
cgaacgacau
uaguguuugu
uaauccagaa
acacguucgu
ccuuugaucg

cuaagggugu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
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ERCCCUUCCE
caaucaaauc
aauguuuacu
ugaagaagag
accaacccua
uuyacacgaa
aaaacgecuuc
vauucugauu
yuuugaageg
cgaauuaugu
caacgeocuug
agacgaacac
gguggececee
CgUggCcaggu
gcacggaaag
CgCgaaaaag
daaacucgac
caaauuguaa
Vggaauaagg
gcaaupgugag
ccecucucge
aagcUUCUUE
CUZECRACAEE
cacaacceea
caagcguauu
aucuggggece
gceceeegaa
aauccyaaac

tucceggeeg

cauagaacug
auuccggaua
acacucggau
CUEUUUUUBAC
uuuucauucu
auugeuucug
caucyuceag
acacccgagg
AaggUUEURE
gucagaggac
auugacaagg
uucuucauag
ECUgaauUEE
CUUCCCEACE
acgaugacgg
UUZCECEEag
gcaagaaaaa
guuuaaacce
ccggugugcg 
BECCCEgaaa
caaaggaaug
aagacaaaca
gugccucuge
gugecacguu
caacaagggg
ucggugeaca
ccacggggac
cucaaagaaa

gcggecagau
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ccugecgucag
cugcgauuuu
auuugauvaug
gaucccuuca
ucgccaaaag
ggggegeace
ggauacgaca
gggaugauaa
aucuggauac
cuaugauuau
auggauggeou
uugaccgeuu
agucgauauu
augacgcceg
aaaaagagau
gaguuguguu
ucagagagau
ucucecucce

uuygucuaua

ccuggeeeug

caaggucugu

acgucuguag

ggccaaaage

gugaguugga

cugaaggaug

ugcuuuacau

gugguuuuce

aaccaaaaga

CgUUgECERa

auucucgcau
aaguguuguu
uggauuucga
ggauuacaaa
cacucugauu
ucuuucgaas
aggauauggg
aCCgEEECECE
cgggaaaacg
guccgguuau
acauucugga
gaagucuuua
guuacaacac
Ugaacuucce
CEUggauuac
uguggacgaa
ccucauaaag
ccceccecuaa
uguuauuuuc
ucuucuuigac
ugaaugucgu
cgacccuuug
cacguguaua
uaguugugga
cccagaaggu
guguuuaguc
uuugaaaaac
aacaccaacc

guauacuugu

37

gccagagauc
ccauuccauc
gucgucuuaa
auvucaaagug
gacaaauacg
gaagucgges
cucacugaga
gucgguaaag
CUgggcguua
guaaacaauc
gacauagcuy
auuaaauaca
ccoaacaucy
gCCECCEUUg
gucgccaguc
guaccgaaag
gocaagaagg
cguuacugge
caccauauug
gagcauuccu
gaaggaagea
caggcagegg
agauacaccu
aagagucaaa
accccauugu
gagguuaaaa
acgaugauac
gucgcecaga

Ugccgecgeag

cuauuunugg
acgpuuuugg
uguauagauu
cguugcuagu
avuuaucuaa
aagcggUUge
cuacaucage
uuguuccauu
aucagagagg
cggaagegac
acugggacga
aaggauauca
UCZacgCeEge
nuguuluugga
aaguaacaac
gucuuaccgg
gecggaaaguc
CEaagccgEcy
cecgucuuuug

aggggucuun

guuccucugg

aacccceecac
gcaaaggegg
uggcuctuccu
augggaucug
aaacgucuag
caugagcaca
agacguuaag

gggccccagyg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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UUREEURUEC
cccaucccecea
ccceualaug
cgecceticcu
gacacccuaa
cuuaguggeg
uaugcaacag
ugcaucaccg
accaaugacu
cccgeggugeg
ccaaacalgg
augguuguga
gugaugcucg
ugcaauugcu
augaacuggu
aucauagaca
augcagggag
ggcaccacca
agccauggeco
cguacugccu
accaaccgeu
gouuuccgga
augaggecgu
guguguggec
Cguggaguge
acccegaccge
aagacuugug
uugugcecua

gggeecugge

gcacgacaag
aagaucggeg
ggaalgaggy
ggggeeeeac
cguguggcuy
ccgecagage
ggaaccuace
uuccgglcue
gecuccaauga
ucccgugega
CUgUECEECa
uguccgeeac
cggcecaggu
ccaucuaces
Cgececcacgge
UCgUUaECEY
CEUgEECcgaa
cecguuggagg
cucagcagaa
ugaauugeaa
uuaacucguc
UaggRUBEREE
acugcuggea
caguguacug
ccaccuacac
cgeagggeoue
gcgegeceace
cggauuguuy

ucacaccaaa
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gaaaacuucg
cuccacugge
acucggcugg
UgaccceCgg
ugecgaccuc
Hgucgcgeac
¢gguuucccece
ugeugeccag
cagcaucacu
gagaguggeg
geccggugce
cuycugcucy
guucaucguc
uggcaccalc
caccaugauc
gRpCucacuge
ggucauduguce
cgeuguugea
cauucagouc
ugacuccuug
agggugucca
cacccuacag
cuaeccececa
unucaccecece
AQUggEgagag
augguucgge
uugecgeacce
uaggaagcau

gUECCUEEUC

Eagecggucee
3aggCCUBEs
gcaggaugsgce
cauaggucgce
augggguaca
ggegugagag
uuuucualcu
gugaagaaua
uggecageucg
aauvacgucac
cucacgeags
gcucucuacg
Ucgccgeagy
dcuggacacc
cuggcguacg
ggcgucaugy
auccuucuge
cguiccacea
auuaacaccea
aacaccggeu
EEgCgCcCugu

uacgdggaua

aagccgugug

ageccogguag

aaugagacag

ugcacgugea

agagcugacu

ccugaugeca

cacuacccuu

38

agccacgugg
gaaaaccagg
uccuguccee
gcaacgugeg
uccccguegu
uccuggagga
UCUUECUEEC
ccaguageag
aggcugcggu
gEuUguUUggeu
gucugecggac
ugggggaccu
dCCaCUgEUY
geauggeaug
Ugaugcgegu
UCEECUUEEC
uggccgeugg
acgugauuge
acggecaguug
UUCUCECEEC
CCECCUgCCE
augucaccan
gcguagucecec
uvagugggcac
augucuuccu
ugaacuccac
ucaacgcceag
cuuauauuaa

acagacucug

gagacgecag
UCZCCCCUEE
ccgaggeucuy
gaaagucauc
aggcgeeccg
CEggguuaau
CCUguuguce
cuacauggug
ucuceacguc
geccagticucg
gcacaucgau
CUBUEECERS
Ugugcaagaa
ggacaugaug
cceccgagguce
cuacuucucu
Bguggacgceg
CEgcguguuc
gcacaucaac
cuuguucuac
caacaucgag
uccagaggau
CECgaggucu
gacegacaga
acugaacagc
ugguuucace
CcAacggacuug
gugugguucu

gecauuacceece

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
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ugcacaguca
cucacggecy
agucagcugu
ucagacuuac
caauacaugu
guacucuuay
uuguugggec
gcuaacugec
ERUCEERUES
cucauggeac
guggguuugn
ggccaguguc
uUggguaccac
uucugccegg
naccucuuaa
aggguaugeg
goceccuuggea
gcecgeuageg
gagaagaagg
cuuccegugu
uccaaggggy
cugggegeca
taaaueccugu
acuguuuace
auguacucga
uuggagccgu
aucccggeuc
accuugaagg

uueccgagcag

auutuaccau
caugcaacuu
cuccucuguu
ccgecuuuguc
auggccucuc
uccugcucuu
aggccgaage
auggccuccu
uccecuugac
ugcceccoggea
ugauauugau
uguggugguu
ccaugeaggu
EUgUEEUgUU
gggeegeouuy
cuunuggugaa
gguggacugg
ECCUECECEA
ucaucgucug
ccpeecgacy
ggaageuceu
uaguggugag
ccacagucue
acggagcocugg
gugcugagge
gcaagugugs
gEagacgceEg
gguccucggs

CUgUgugeuc

ES 2 346 326 T3

ciucaagaua
Cacucgugge
gcacucuace
aacuggucuu
accugcuauc
agcggacgee
agcauuggag
auauuuugec
caccuauuge
ggcuuaugec
cacccucuuc
gugeuaucuc
BCECEECEEC
ugacauuace
gacacaugug
goagcUcgcg
caccuacaue
cuuagcggue
gERAZCELRAE
cggccaggag
Ugcucceaue
Uaugacgees
ucaguccuuce
cadcaagacu
ggacuuggua
ageegucgac
ggacaagcgg
gegggecggug

UCZERBCBUE

agaauguaug
ZaucCgCugcy
acggaauggg
cuccaccuuc
acaaaauacg
agagucugeg
AaguUUEEUCE
aucuucuucg
cucacuggcee
vaugacgcac
acacucacec
cugacetugg
cgcgauggea
agauggcuuu
ceguacuucg
gEEgEuUaggy
uaugaccace
geceguggaac
acggeugeau
auccuccucg
acugcuuaug
cgugacagga
cucggaacaa
cuagccggeu
ggeuggececea
cuauaucugg
ggagcauuge
cucugcccua

gccaaaucca

39

UagggREERU
acuuggagga
ccauccugee
accagaacal
ucguucgaug
cecugeuugug
ucuugtacge
uggcageuug
uauggcecuu
cugugcacge
Cgggguauaa
gggaageccau
UCECEUEEEC
uggeguugeu
ucagagcuca
duguucaggu

ucacaccuau

ccaucaucuun

guggggacau
geccageuga
cccageaaac
cagaacaggce
CCARUCUCLER
uacgggguce
gCCcCcCcCcugg
ucacgeggaa
ucuccecgag
ggggecacgu

ucgauuucau

ugagcacagg
CAgEEBCAES
cugcaccuac
CgUuggacgua
Egagugggug
gaugcucauc
URCEAZUECE
gcacaucagg
cugccuacﬁg
acagauaggc
gaccecucguc
gauucaggag
cgucacuaua
Ugggecugeu
cgcucugaua
ggegeuauung
BUCEgAacuUgg
caguccgaug
vwcuacaugga
uggeuacace
acgaggcecue
cggggaaguc
gguuuugugg
ggucacgeag
gaccaagucu
cgeugauguc
acccauuucg
CEUUBEECUC

cecceoguugag

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
55680
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
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acacucgacg
ccecagacclu
gucccugucg
gecacccugg
acuggaguca
cucgeccgaug
gcuguggaug
ggggucagac
cccgauvauag
auuccceccuau
ugugacgagc
ggguuggacg
Cucaugacgg
caagcugucg
gacgeugucu
agguauguuu
ugcuacgacg
agagcguauy
gcaguuuuca
BgEgagaacu
CCucCcCCcCgu
ggececcacac
ccugggacga
Ugggucocuag
guuuccauca
guccuguaug
gaggggcage
ucuaageagg

uuulugggeea

uuguvacaag
aucaggucgg
cguaugecge
EBUUUEEEEC
ggaccgugauy
BEEECUZCEC
cuaccuccau
uaacugugcu
B4gaEEVAEE
ccugcaucaa
UCECEBCEEC
ucuccauaau
gguacacugg
acuucagecu
cacgcaguca
ccacugguga

Caggegcugce

Hwcaacacgec

cecggoeucace
ucgecguaccu
CCUEBEAECEC
cucuccugua
aguacaucge
cuggaggagu
ucggecgoeun
aggeuuuuga
ggauagccga
cccaggacau

gacacaugug

ES 2 346 326 T3

gucucccacu
guacuugcau
ccagggguac
guaccuaucc
gaccgegegag
UBgCEECECT
ucucggeauc
ggcuacggee
CCUCEBECEE
gggaggraga
ccuUUcggEge
accageucag
agacuuugac
ggaccocace
BCECCgeggg
acgagccuca
gugguacgau
cggecuacce
acacauagac
aguagecuac
cauguggaag
CCEUUUEEEC
cacaugceaug
CCUggCEgec
geacgucaac
ugagauggag
gauguugaag
actaacccgeu

gaacuucauu

uucagugaca
geuccaacug
aaaguacuag
aaggcacaug
gccaucacgu
uaugacauca
ggaacggucc
acaccccecceg
gagggugaga
caccugauuu
augggcuuga
ggagaugugg
UCCEUEAUCE
uucacuauaa
cgcacaggua
ggaauguuug
cucacaccag
gugugucaag
goecacuice
caageuacgg
ugccuggeee
ccuauuacca
caagcugace
gucgcegeau
cagcgagucg
gaaugcgocu
uccaagauce
augcaggcuu

agcggeauce

40

acagcacgcg
gcaguggaaa
ugeuuaaccce
gcaucaaucc
acuccacaua
ucauaugcga
vyugaucaagce
ggucagugac
uccecuucua
gcugeccacuc
AUECCRUEEC
Uggucgucge
acugcaaugu
ccacacagac
gaggaagaca
acaguguagu
Cggagaccac
accaucuuga

ucucctaaac

ugugegeeag

gacucaagcc
augaggucac
uugaggucau
auugccugge
tcguugegee
cuagggegece
aaggcuugecu
cauggcceaa

aauaccuege

acCCEgCUgUE
gagcaccaag
cucgguagecu
caacauuagg
uggcaaauuy
ugaaugeeac
agagacagec
aaccccecau
UEEEABBECE
aaagaaaaag
auacuauaga
caccgacgec
agcggucace
ugucccacaa
gggcacuvau
geuuugugag
cgucaggecuu
auuuugggag
aaagcaageg
agecaaggee
nacgecuugeg
ceucacacac
gaccagecacg
gacuggauge
ggauaaggag
ucucaucgaa
geageaggee
aguggaacaa

aggauuguca

B3vL
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
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acacugecag
ccguugucga
aucgcaccac
ggcagcavag
UCEEREECCC
aucaaucuac
gccauucuge
auugccuuug
ZCEUCECARC
cuccacaauu
gugugggacu
nuccccaage
gccggeacug
cgeeougggeu
uuticcuauca
ac¢gecaucu
uccuauguaa
gaguuuuucu
UUMUUCCEEE
CuucccUugug

cacalucacgg

agcuccucag

aacaccuaug
acagagecug
agcgaccuug
gcoluaccgg
tcagautace
acgcouccce

cuccagcaac

ggaaccccege
ccagtiacceac
CCECEEEREC
gecuggguaa
gcgucgeauy
Ugccugggau
geecgecacguy
cuuccagagg
gugugaccca
ggauaacuga
ggguuugceac
ugcecggecy
gcaucaugac
cuaugaggau
apugcuacac
EEAEERUERC
caggacugac
ccuggpugga
augaggucuc
aaccugagec
cggagacuge
ugagceageu
acguggacau
aguccagggu
agcccucaau
cUugggcacg
agccgeccac
caaggagacg

uggeccaucaa
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gguggeouuce
cauccuueuc
caccggouuu
BEUBCUBgUE
caagaucaug
ccugucuccg
BERBCCRERE
aaaccacguc
acuacuugge
EBAcugeeoe
caucuugaca
ccocculcauc
CACECRCUgC
cacagggceol
BeEagggecag
EgCocucggag
cacugacaau
Cggugugeag
guucugeguu
cgacgcagac
Egcgcggege
aUcCagcaccg
ggucgaugec
geccguucug
accaucggag
gecugacuac
cguugeuggu
ccggacagug

gaccuuugge

augauggcau
aacaucaugg
gucgucagug
gacauccugg
ucuggcecgaga
BBagcccugg
BaggECECER
geeccuacue
ucucuuacua
aucccaugceu
gacuucaaas
ucuugucaaa
CCUUBCEECE
aaaaccugcea
UgegCECcEa
vacgcggagg
cugaaaauuc
auccauaggu
gggcuuaauu
guauugaggu
UUgECACEEE
UCECUECERE
aaccugcuca
gacuuucucg
ugcaugcucc
2acccgecge
dgugecucuce
ggucugageg

cagcecececl

41

ucagugccge
gaggcugguu
ECCUBEUEEE
caggauvaugg
agececucuau
UBZUEEEEEU
uccaauggau
acuacgugac
uaaccagccu
CCERAauccug
auuggcugac
agggguacaa
ctaacaucuc
ugaacaccug
aaceececeac
ugacgcagca
cuugeccaacu
uigeaceccac
ccuaugcugu
ccaugcuaac
gaucaccuce
ccaccugcac
Uggagggcee
agececaaugge
CCABBagcCEE
ucguggaauc
ccececeecaa
agagcaccau

cgagcgguga

ccucaccagu
agcgucccag
BECUECCEUE
ugcgggeauu
ggaagauguc
CAUCUECECE
gaacaggcuu
ggagucggau
acucagaaga
gcuccgegac
cucudaaung
EEEUEUEUEE
uggcaauguc
gcaggggacce
gaacuacaag
ugggucgiac
accuucucca
accazagece
cgggueccag
agauccgecec
aucugaggceg
caccecacagce
uguggeucag
cgaggaagag
ERUUCCACEL
Buggaggagg
gaaggccecg
aucagaagcc

ugcaggcucg

8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
8060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
8540
9600
9660
9720
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UCCACZBEEE
ucagagacag
CUEZagucug
ucgggeucgy
augucauacu
ccaaucaace
ucaaagageg
geccauuaug
cuccucaccu
gEaUUCEEES
guguggaagg
aaugaggugy
uaccgugacce
cuuccucagg
gaguaucucu
cgaugcuucg
gcougeucec
BUaggagege
agcgggguge
geccugeaagg
gucaucucag
gccaugacca
cuaauaacau
nacunaccuga
cacuccccua
cgcaugguce
aaccucaacu
auvaauugaga

CUgacECRER

CEBBCECCEC
guuccgecuc
aucagguaga
ggucuugguce
CCUgEBCCEE
cuuugaguaa
ccucacagag
acucagucuy
Uggaggagsc
cCcRaggaggu
accuccugga
UCUgCEURRES
UCgECEUCCE
Cgguaauggg
ugaaagcaug
acucaaccgu
ugecegagga
¢ccauguucaa
vaaccacuag
cugcggggau
asagccaggsg
ZEUACUCUEC
couguuceue
ccagagaccee
ucaauucaug
uaaugacaca
uugagaugua
gEuuacacgg

uggcuucage

ES 2 346 326 T3

cgaauccgee
cucuaugccec
gcuucaaccu
vacuugecuce
ggcucuaaua
cucgcuguug
ggcuaaaaag
aaaggacauc
gUgccaguug
ccgeageuug
agacccacaa

ccoggocaag

BEUCUECE3E

agcuuccuan
ggcggaaaag
cacugagaga
ggeecgeacu
cagcaagggu
cauggguaac
aguugegcecce
gacugaggag
CCCUCCUggu
aaaugugucy
aaccacucca
gcugggaaac
culucuucuce
uggaucagua
gcuugacgcec

cclucagaaaa

gguccgacgu
CCCCUCEagg
ccccccecagg
gaggaggacsg
acucccugua
cgauaccaua
guaacuuuug
2agCcuagcge
ACUCCACCCo
UCcCgggagge
acaceaatuc
Egggguaaga
araauggcco
ggcuuccagu
aaggacccca
gAacaucagga
gccauacacu
CHaaCCUECE
accaucacau
acaaugcugg
gacgagoegga
gauccececca
BUggCcguugg
CUCECCCEEE
aucauccagu
auucucaugg
uacuccguga
uuuucuauge

CUUBEEECEC

42

CCCCUggUga
gggagecugg
gEBZELLERU
auvaccacegu
gececocgaaga
acaaggugua
acaggacgca
cuuccaaggu
auucugcaag
ccguuvaacea
ccacaaccau
aaccageucg
ucuaugacau
acuccecuge
uggguuuuue
cCgaggaguce
cgeugacuga
guuacagacg
gcuatiglugaa
uaitgeggega
accugagagce
gaccggaaua
ECCCECEEES
cugccuggga
augcuccaac
uccaagacac
auccuuugga
acacavacuc

caccccucag

geeggeecee
agauccggac
agcucccggu
gugcugeucc
ggaaaaguug
guguacaaca
agugecucgac
cagcgeaagg
auccaaguau
caucaagucc
cauggccaaa
ccucaucguu
uacacaaaag
ccaacgggug
guaugauace
cauvauvaccag
gagacuuuac
UUECCECECC
agcccuageg
ggaccuagua
cuucacggag
Ugaccuggag
cecgecgeaga
aacaguuaga
cauauggguu
ccuggaceag
ccuuccagece
ucaccacgaa

Bguguggaag

9780

9840

9900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
16380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
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agucgggeuc
ggeegauvaue
geEegocuac
cacagcgugu
gggguagece
gcuaacuguy
nuuGUINUTL
aucuuagcece

gCCgUuaacug

<210> 22
<211> 11969
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: replicon de ARN derivado del vector de expresion rTFGR-JFH1/Luc/GND

<400> 22

accugcccecu
cuucacgeag
CCCCcuUuccceg
aagacugggu
caagacugcu
cgcuugegag
ucasagaaaa

gasaggeecg

gegeagucag
ucuucaauug
uggacuuauc
cgegegcecg
ucuuceuacu
couuuuuyuYy
cocucuuucy
vagucacgge

BUCUCUCUEC

aavaggggeg
aaagcgcocua
ggagagccau
CCUUUCUUEE
agccgaguag
ugccecggga
accaaaagaa

gegeecauucu

ES 2 346 326 T3

ggcgueccue
ggcggugaag
caguugguuc
acccegeuca
ccococgeuegg
uuuuuHuuyY
ucccuucuca
uagcugugaa

agalcaugu

aCacuccgce
gecauggogu
aguggucuge
auaaacccac
Cguuggguug
ggucucguag
acaccaaccg

auccucugga

aucucccgug
accaagcuca
accgucggcg
UUacucuuceg
uagageggea
uuuuuRuyuy
ucuuauucua

agguccguga

augaaucaci
vaguaugagu
Bgasccggug
ucuaugeecg
cgaaaggecu
acegugeace
acgecguaaug

ggauggaacce

43

gagggaaage
aacucacucc
CCRECERELE
gccuacuccu
cacacuaggu
wuruuruuuy
cuuucuuucu

goegeaugac

ceecugugag
guCguacage
aguacaccgg
geccavuuggg
ugugguacug
augagcacaa
gaagacgceca

gcuggagage

ggccguuuge
auugcecggag
¢cgacauuuuu
acuuuucgua
acacuccaua
uuguucuuuy
Ugguggeuce

ugcagagagu

gaacuacugu
cuccaggece
aaUUECCERE
cgugeeceeg
ccugauaggg
auccuaaace
aaaacauaaa

aacugcauaa

11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
11969

60

120
180
240
300
360
420
480



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ggcuaugaag
ggugaacauc
acgausuggg
cuuuaugecg
uuauvdaugaa
uuccaaaaag
aauuauuauc
cacaucucau
ugacaaaaca
ggoeeyuceg
caaucaaauc
aauguuvacu
ugaagaagag
accaacccua
uuuacacgaa
aaaacgeouuc
vauucugauu
unuugaageg
cgaauuaugu
caacgecuug
agacpgaacac
BgUggeecee
CgBUgBECaggL
gcacggaaag
cgcgaaaaag
aaaacucgac
caaauuguaa
Uggaauaagg

gcaadugugag

agauacgccc
aCguUacgcgg
cugaauacaa
BUgUUBgECE
cgugaauuge
ggguugcaaa
auggauucua
cuaccucceg
auugcacuga
cauagaacug
duuccggaua
acacucggau
cuguuuuuac
nuuucauucu
auugcuucug
caucuuccag
acacccgagg
aagguugugg
gucagaggac
auugacaagg
uncliucauag
geugaauugg
cuucccgacg
acgaugacgg
uugecgeggasg
gcaagaaaaa
guuuaaacce
CCggUguUgCe

ggeeeggaaa

ES 2 346 326 T3

UgguUUCCUgE
aauacuucga
aucacagaau
cguuauuuau
ucaacaguau
aaauuuugaa
aaacggauua
guuupaauga
uaaugaacuc
ccugcgucag
CUgCegauuuy

auuugauyaug

gaucccuuca

ucgeccaaaag
gEgECEcace
ggauacgaca
gggaugauaa
aucuggauac
cuaugauuay
auggauggcy
uugaccgeuu
aaucgauauu
augacgecgg
asaaagagau
gaguuguguu
ucagagagau
ucyecccucce
uuugucuaua

ccuggeccug

agcaauugeu
aauguccguu
cgucguauge
cggaguugea
gaacauuucg
cgugcaaaaa
ccagggauu
auacgauuuu
cucuggaucu
auuycucgcan
aaguguuguy
Uggauuucea

ggauuacaaa

cacucugauu

ucluucgaaa
2gEauaugEs
BCCEERCECE
CEEgaaaacy
guccgguuau
acauucugega
gaagucuuua
guuacaacac
ugaacuuccee
cguggauuac
uguggacgaa
ccucauaaag
ceceeeecuaa
uguuauuuuc

udcuucuugac

44

uuuacagaug
cgguuggeag
agugaaaacu
ZUURCECCCE
cagecuaccg
aaauuaccaa
cagucgaugu
guaccagagu
deuggguuac
geeagagaue
ccaduccauc
gucgucuuaa
auucaaagug
gacaaauacg
gaagUcgggs
cucacugaga
gucgguaaag
cugggcgua
guaaacaauc
gacauagcuu
auuaaauvaca
ceeaacaucy
gcecgoeguug
gucgcecaguc
guaccgaaag
goccaagaagyg
CEUUACUEEC
caccauauug

gagcauuccu

cacauaucga
aagcuaugaa
cucuucaauu
Cgaacgacal
uaguguuugu
uaauccagaa
acacguucgy
ccuuugaucg
cuaagggugu
cuaunuuuugg
acgguuuugg
ugllauagaul
CEUUECUAgU
atluuaucuaa
aagegguuge
clacaucagc
uuguuccauy
aucagagagg
cggaagcgac
acugggacga
aaggauauca
ucgacgeges
tuguuuugga
aaguaacaac
gucuuaccgg
gcggaaague
cgaageegeu
ccgucuuuug

aggggucuuy

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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ccecucucge
aagculcuug
cuggcgacag
cacaaccrea
caagcguauu
auciggggee
gcéecececgaa
aauccuaaac
UUCCCEEECE
uuggguguge
cccaucceca
cccoccuauaug
cgecccocouccu
gacacccuaa
cuuagugecg
uzUugcaacag
ugcaucacceg
accaaugacu
CCCEBBUEBCE
ccaaacaugg
auggUUEUga
gugaugoucg
ugcaauugeu
augaacuggu
aucauagaca
augcaggegag
ggeaccaccea
agccauggec

cguacugecu

caaaggaaug
aagacaaaca
gugccucuge
gugcecacguu
caacaaggeg
ucggugeaca
CCBCEEEEAc
cucaangaaa
geggecagau
gcacgacaag
aagaucggeg
ggaaugaggg
ggggeecceac
cguguggeuu
ccgoeagage
ggaaccuace
uuccgguecue
gouccaauga
uccegugega
cugugeggea
UEUCCECCAC
cggeccaggu
ccauctacee
cgcceacgge
UCBUUAZCER
CBUgEECEaa
ccguuggagg
cucagcagaa

ugaauugcaa
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caaggucugu
acgucuguag
ggcraaaage
gUEAgUUERR
cugaaggaug
ugeuyuacau
gugguuuuce
aaccaaaaga
CEUUZHECEEa
gaaaacuucg
cuccacugge
acucggcugg
UEBCCCCCEE
ugcegaccuc
VRUCECRECAC
CEEUUUCCCE
ugcugeccag
cagcaucacu
EagaguggEss
gCCCEgUELe
cuucugeuen
guucaucguc

nggcaccauc

caccaugaudc

ggecucacugg
ggucauuguce
cgecuguugea
cauucagecuc

ugacuccuug

ugaaugucgu
cgacccuuug
cacguguaua
uaguugugga
cccagaaggu
guguuuague
uuugaaaaac
aacaccaacc
guauacuugu
gagcggucee
aaggecuggg
gCcaggaugge
cauagguege
augggguaca
ggcgugagag
uguutuakcy
gugaagaaua
uggcageucg
aauacgucac
CUCaCECagg
geucucuacg
ucgeccgeagu
acuggacace
cuggcguacg
ggcgucaugu
auccuucuge
cguuccacca
auuaacacca

aacaccggcu

45

gaaggaagca
caggcagegg
agauacaccu
aagagucaaa
accccéuugu
gagguuaaaa
acgaugauac
gucgocccaga
ugccgegeag
agCcCacgugg
gaaaaccagg
uccugucccee
gcaacguggg
ucccegucgu
uccuggagga
dcuugeugge
ccaguagcag
aggcugcggu
gEUgUUgE g
EUCUZCEEAC
Hgggggaccu
accacugguu
gcauggecaug
ugaugegegy
ucggcuugge
uggeccgeugg
acgugauuge
acggecaguug

UUCUCgCERC

guuccucugg
aacccceeac
gcaaaggegy
uggcucuccu
angggaucug
aaacCgucuag
caugagcaca
agacguuaag
gggececagg
gagacgccag
ucgeeceeugg
ccgaggcucu
uaaagucauc
aggegeeeeg
cgggguuaau
ceuguuguce
cuacauggug
vcuccacguc
gccagucucg
gcacaucgau
cuguggegge
ugugcaagaa
ggacaugaug
CCCCRagguc
cuacuucucu
Bguggacgcg
cggcguguue
gcacaucaac

cuuguucuac

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
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accaaCCgcl
ECUUUCCEES
2ugaggccgl
guguguggcee
CgUggaguge
acccgaccge
aagacuugug
uugugececua
EggcceUgge
ugcacaguca
cucacggccg
agucagcugu
ucagacuuac
caauacaugu
guacucuuau
UUgUUgEECC
gcudacugec
gEUCRERUER

cucauggeac

gUggguuugy

ggeccagugue
uggguaccac
uucugecege
uvaccucuuaa
aggguaugeg
geccuuggea
geegeuageg
gagaagaagg

cuucccgugu

uuaacucguc
UEgBULRES
acugecuggea
caguguacug
ccaccuacac
cgcagggeue
gegcgetace
cggauuguly
ucacaccaaa
auvuuuaccau
caugeaacuu
cuccucuguu
ccgoutuguc
auggecucuc
uccugcucuu
aggccegaage
auggectuccu
uccoecuugac
ugcceeggea
ugauauugau
UgUEgUggun
ccaugcaggu
gugugguguu
gggcegoum
cuuuggugaa
Eguggacugg
gecugegega
ycaucgucug

ccgeecgacu
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agggugucca
cacccuacag
cuacccccca
uuucaccece
aUEgEEEAgag
augguucgge
yugecgeace
uaggaagcau
gugccugguc
cuucaagaua
cacucguggg
gecacucuace
AaCUEEUCUY
accugeuauc
ageggacgec
agcauuggag
atauuldugec
caccuauuge
ggcuuangec
cacccucuuc
gugcuaucuc
ECBCEBCERC
ugacauuace
gacacaugug
gCAgCUCECE
caccuacauc
cuuagegguce
ggeageggag

Cggeccaggag

BBBCECCuUgU
uacgaggaua
aagccgugug
agceccgguag
aaugagacag
ugcacgugga
agagcugacu
ccugaugceca
cacuacccuu
agasuguaug

gaucgeugeg

BCEEABUEEE

cuccaccuud
acaaaauacg
agagucugeg

aaguuggucg

atcucuucg.

cucacliggco
yaugacgcac
acacucacee
CUgACCCUEE
cgcgauggea
asauggceuui
ccguacuucg
ggggguaggu
uaugaccace
gccguggaac
acggcugcau

auccuccucg

46

CCECCUELCE
augucaccaa
geguagucec
Uagugggeac
augucuuccu
ugaacuccac
ucaacgceag
cuyauvduuaa
acagacucug
U2BEREEEEY
acuuggagga
ccauecugee
accagaacau
ucguucgaug
ccugcuugug
uculgcacge
Hggecageuug
Hauggeeouy
cugugcacgg
cgggguauaa
gggaagecau
UCgCcgugese
uggeguugeu
ucagagecuca
auguucaggu
ucacaccuan
ccaucaucuu
guggggacau

geeceageuga

caacaucgag
uccagaggau
cgcgagguceu
gaccgacaga
acugaacage
ugguuucacc
cacggacuug
gugugguucu
geauuaccee
ugagcacagg
cagggacagg
cugcaccuac
cguggacgua
ggagugggug
gaugcucauc
ugcgagugeg
gcacaucagg
cugccuacug
acagauvagge
gaccouccuc
ganucaggag
cgucacuaua
ugggeecugeu
cgecucugaua
gECgouauug
BUcCggacugg
cagucegaug
ucuacaugga

uggcuacace

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
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uccaaggesy
CUEgECECCa
caaauscugu
acuguuuace
auguacucga
Uuggagecogy
auccecggouc
accuugaageg
uuccgagecag
acacucgacg
cececcagaccu
gucccugucg
geeacceugg
acuggaguca
cﬁcgccgaug
geuguggaug
gegggucagac
cecegavauag
auguccecuau

ugugacgage

EEBUUEEACE

cucaugacgg
caagcugucg
gacgcugucu
agguaugguuy
ugcuacgacg
agagcguauu
gcaguuthuca

EBBgagaacu

ggaagcuccu
uaguggugag
ccacagucuc
acggageugg
BUBCUZAgEg
ECAAEUBUEE
ggagacgegy
EEUCCUCEERE
CUgUgUECUC
uuguuacaag
AUCaggucER
CRUAUECCEC
Bguuuggege
ggaccgugau
EBEBCUYCRC
cuaccuecal
uaacugugeu
aagagguagg
ccugeaucaa
ucgeggegee
ucuccauaau
gguacacugg
acuucagccu
cacgcaguca
ccacugguga
Cagggecuge
ucaacacgec
ccggcecucac

ucgeguaccu

ES 2 346 326 T3

ugeucccauc

uaugacggeg

ucaguccuuc

caacaagacu

ggacuuggua

agecgucgac

ggacaagcgg

BEEBCCEEUE

ucggggegug

gucuccceacu
guacuugeau

CCagggrUaC

guaccuauce

EaCCEEEEAE

Uagcggegec

uclcggeadc
ggcuacggee
CCUCEEECEE
gggagggaga
CCUUCEEEES
accagcucag
agacuuugac
ggacceeace
gcgeeogceggg
acgagccuca
gugguacgau
Cggccuacce
acacauagac

aguagecuac

acugeuuaug
cgugacagga
cucggaacaa
cuagccggeu
ggcuggccecea
cuauaucugg
ggagcauugc
cucugeecua
gccaaaucca
uucagugaca
geuccaacug
asaglacuag
aaggeacaug
gtcaucacgu
uaugacauca
ggaacgguce
acacceoceecg
gagggugaga
caccugaiuu
auvgggouuga
ggagaugugg
uccgugaucg
ulucacuauaa
cgcacaggua
ggaauguuug
cucacaccag
gUgugucaag
gcccacuucce

caageuacgg

47

ccecageaaac
cagaacagge
Ccaucucggg
uacgggguce
ECCCCCCUER
ucacgeggaa
ucuccecgag
EEggccacgu
ucgauuucau
acagcacgce
gcaguggaaa
ugecuuaacce
geaucaauce
acuccacaua
ucauaugega
uugaucaage
ggucagugac
uccccuucua
ucugecacuc
augeeguggc
uggucgucge
acugcaaugu
ccacacagac
gaggaagaca
acaguguagu
Cggagaccac
accaucuuga
ucucccazac

ugugegeeag

acgaggeeuce
CgEggaaguc
gEUUUUgUEE
ggucacgcag
gaccaagucu
CECUgaUguUC
acccauuvucg
CgUugggcuc
cccocguugag
acCggcugug
gagcaccaag
cucgguagcecu
caacauuagg
uggcaaauuu
ugaaugeccac
agagacagce
aaccccecay
UBEE3LBECE
aaagdaaaaag
auacliavaga
caccgacgec
agcggucacc
ugucccacaa
gggcacuuau
ECuuugugag
cgucaggeuu
AUUUUEEEAE
aaagcaagceg

agecaaggece

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
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cocuccoccegy
ggeoeecacac
ccugggacga
uggguccuag
guuuccauca
guccuguaug
gaggegcagce
uctaagcageg
Huuugggeca
acacugecag
CCEUUgUCEga
aucgcaccac
ggcagcauag
ucggeggecece
aucaaucuac
gecauucuge
auugccuuug
EEcgucgcage
cuccacaauu
gugugggacu
uucgecaage
BCCEgcacug
cgecouggegcu
uuuccuauca
accgceeaucu
uccuauguaa
gaguuuuucu
UUUUUCCREE

cuucccugug

ccugggacge
cucuccugua
aguacaucge
Cuggaggagu
teggecgeuu
aggcuuuuga
ggauagccga
cccaggacal
gacacauglg
ggaaccocege
ccaguaccac
CCBCEEEREEC
geeuggguaa
ucgucgcecauu
ugeccugggau
gcegecacgu
cuuccagagg
gugugaceea
ggauaacuga
ggguuugeac
ugcccggeeu
geaucaugac
cuaugaggau
auugcuacac
EBaggRUEEC
caggacugac
CCUBgBUgga
augaggucuc

aaccugagec
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Cauguggaag
CCguuuggegce
cacaugcaug
ccuggecagec
gcacgucaac
ugagauggag
gauguugaag
acaaccegeu
gaacuucaui
gEuUggCcUuCe
cauccuucuc
caccggouuy
gEUBCURgUE
caagaucaug
CCUBUCUCCE
EggaccgEes
aaaccaCguc
ACUBCUUEEC
ggacugeice
caucuugaca
ccoeuucauc
CacgCcgTuge
cacagggecu
EEagpgCcCag
BECCUCEEag
cacugacaau
cggugugceag
guucugcguu

cgacgecagac

Ugccuggeoe
ccuauuacca
caagcugacc
gucgccgecau
cagcgagucey
gaaugcgccu
uccaagauce
augcaggeuu
ageggeauce
augauggeau
aacaucaugg
Bucgucagug
gacauccugg
UCUBECEaga
Egagcccugg
gagggegegg
geeoocuacuc
ucucuuacua
aucccaugoy
gacuucaaaa
Ucuugucaaa
CCUUECEECE
aaaaccugea
ugcgegeega
Uacgcggags
cugaaaauuc
auccauaggu
gEgecuuaauy

guauugaggu

48

gacucaagec
augaggucac
uugaggucay
auugccugge
Ucguugcgee
CUAZEBCEEC
aaggeuugeu
cauggcccaa
aauaccucge
ucagugcecege
gaggcugguu
ECCUgBguEEg
caggauaugg
agcccucuau
UEBUEEEEEU
uccaauggau
acuacgugac
uzaccagecu
CLEEgauccug
auuggcugac
agggguacaa
ccaacaucuce
ugaacaccug
aacceccccac
ugacgcagea
cuugccaacy
uugcacccac
ccuaugcugu

ccaugcuaac

UaCgrLUUECE
geucacacac
gaccagcacg
gacuggauge
ggauaaggag
ucucaucgaa
gecageaggee
aguggaacaa
aggauuguca
ceucaccagu
agegucccag
ggcugcegug
ugcgggeau
ggaagauguc
CaUCUgCECE
gaacaggecuu
ggagucggau
acucagaaga
gecuccgegac
cucusaauug
EEgUgUgUZE
uggcaauguc
gragggeacc
gaacuacaag
ugggucguac
accuucucca
accaaagecg
cgggucceag

agauccgeccece

7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400‘
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
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Cacaucacgg
agocuccucag
aacaccuaug
acagagecug
agcgaccuug
gCCUUACCEE
ctagauuace
acgeecuccece
cuccagcaac
UcCCacgggeg
ucagagacag
cuggagucug
UCEEBCUCEE
augucauacu
ccaaucaacc
ucaaagageg
gcccauuaug
cuccucaccu
ZEaUucCggesg
BUEUEZAAEE
aaugaggugu
uacceugace
cuuccucage
gaguaucucu
Cgaugcuucg
gceugcucee
guaggagggc
agcgggguge

gocugeaagg

cCggagacugc
ugagccageu
acguggacau
aguccagggu
agcocucaau
CUUEEECacg
aaccgececac
caaggagacg
uggcecaucaa
CEBEECECCEC
guuccgecuc
aucagguaga
ggucuugguc
ccuggaccgg

cuuugaguaa

ccucacagag

acucagucuy
uggaggagece
ccaaggaggu
aCCUCCUREA
ucugcgugga
ucggeguecy
Cgguaauggeg
ugaaagcaug
acticaaccgu
ugccegaggs
ccauguucaa
uaaccacuag

cugegggegau
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ggcgegeegl
aucagecaccg
ggucgaugec
geeoeguucug
accalcggag
gccugacuac
CEUUECUZEU
CCEEgacaglug
gaccuuugge
CgaaucCcgge
CcUcuaugeeoc
geuucaaccu
uacuugeuce
ggeucuaaua
CUCECUguug
ggcuaaaaag
aaaggacauc
gugccaguug
cegoageuug
agacccacaa
cececgecaag
Egucugcgag
agcuuccuau
ggcggaaaag
cacugagaga
ggeccgeacu
cagcaagggu
cauggguaac

aguugegeec

uuggeacggy
UCECUBCEEE
aaccugcuca
gacuuucucg
ugecaugeuce
aaccegeege
ugugcucuce
ggucugageg
cagecceeccu
gguccgacgu
CCCCUCEaRE
cocecocccagg
Baggageacg
acucccugua

cgauaccaua

guaacuuuug

aagcuageeg
acuccaccec
uccgegageg
acaccaauuc
EgggLuaaga
aaaauggece
ggcuuceagy
aaggacceca
gacaucagga
gcrcauacacu
caaaccugeg
accaucacauy

acaaugeugg

49

gaucaccucc
ccaccugceac
UEEAgRRCER
agccaaugge
Ccaggagogg
Ucguggaauc
cceceececeaa
agagcaccau
cgagcgguga
CCCCUggUEa
EgRABCCURE
EEEEEEEEBU
auaccaccgu
gcococgaaga
acaaggugua
acaggacgca
euuccaaggy
anucugcaag
ccguuaacca
ccacadccau
aaccageucg
ycuaugacau
acuccecuge
uggguuuue
ccgaggaguc
cgecugacuga
guuacagacg
gcuaugugaa

uaugeggeaa

BUCUEAEECE
cacccacage
uguggcucag
cgaggaagag
guuuccacgg
BUEBAgEagE
gaaggececg
aucagaagec
uécaggcuﬁg
gCccggeeece
agauccgegac
agcucccggu
gugcugcucce
ggaaaaguug
cuguacaaca
agugeucgac
cagegcaagg
auccaaguau
caucaaguce
cauggccaaa
ccucaucguy
uvacacaaaag
ccaacgggug
guaugauacc
cauauaccag
gagacuuuac
uugcegegece
agcccuageg

ugaccuagua

9240
9300
3360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
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gucaucucag
gecaugacca
cuaauaacau
uacuaccuga
cacuccecua
cgeaugguce
aaccucaacu
allaauugaga
CUgacCgCEegy
agucgggeuc
ggccgauaue
gegegecouac
cacagegugu
EEBRUAEECC
geuaacuguu
uuuuLuuuuy
aucuuagecec

gcecguaacug

<210> 23
<211> 11036
<212> ARN

aaagccageg
gguacucuge
ccuguuccuc
ccagagaccee
ucaallcaug
uaaugacaca
uugagaugua
gguuacacgg
uggcuucage
gcgcagucag
ucuucaauug
Uggacuuauce
CECECECCCE
ucuuccuacu
ccuuunuuuL

cccucuuucu

uagucacgge

gucucucuge

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: replicon de ARN derivado del vector de expresion rTFGR-JFH1/EGP
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gacugaggag gacgagcgga accugagage

ceeuccuggu
asaugugucu
aaccacucca
grugggaaac
cuucuucuce
uggaucagua
gcuugacgeo
ccucagaaaa
gECBUCECUC
EECEEUEAAE
caguugguuc
accecgeuca
cceegeucgg
HuUUUUURUUR
uccoulcuca
uagocugugaa

agaucaugu

gauccceccececea
EUEECRUUEE
CUCECCCERE
aucauccagu
auucucaugg
uacuccguga
uuuucuauge
CUUEEEECEC
AUCUCCCRUE
accaagcecuca
aCcgucggcey
uacucuucg
uagagcggea
UULROLB LU
ucuuatucua

AgEUCCEUES

50

gaccggaaua
ECCCECRERR
cugccuggga
augcuccaac
uccaagacac
auccuuugga
acacauacuc
cacccoucag
gagggaaage
aacucacuce
CCEECERELE
gecuacuecu
cacacuaggu
(ERERTIRHRARY AN
cuuucuuucy

gecgeaugac

cuucacggag
ugaccuggag
ccgecgeaga
aacaguuaga
cauvauggguu
ccuggaccag
cculccagec
ucaccacgaa
EEUgUgEaag
gECCEUUUEC
auungecggag
cgacauuuuy
acuuyucgua
acacuccaua
ULUUUCUULY
ugguggeuce

ygcagagaguy

10980
11040
11100
11160
11220
11286
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
11969
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<400> 23

accugceceoeou
cuycacgcag
ceceocuUcceg
aagacugggu
caagacugecu
cgocuugegag
ucasagaaaa
gUUCacCCEgEE
cagcguguce
cugeaccace
cgugcagugc
caugeccegaa
gaccegegee
caucgacuuc
ccacaacguc
ccgecacaac
caucggegac
gagcaaagac
Cgggaucacu
ccecuaacgu
vauvuulgceac
ucuugacgag
augucgugaa
cccuuugeag
guguauaaga
UUguggaaag
agaagguace

uuuagucgag

AaNagEgece
aaagcgccua
ggagagecau
CCUUUCUUEE
agcegaguag
ugeccecggga
accaaaagaa
EUuggugeccca
ggcgagesgcesg
ggeaageuge
uucagccgeu
ggcuacgice
gaggugaagu
aaggaggacg
vauvaucaugg
aucgaggacg
gECCCEgUge
cccaacgaga
cucggcaugg
vacuggeega

cavauugecg

cauuccuagg

ggaagcaguu
gcagcggaac
uacaccugcea
agucaaaugg
ccauuguaug

guuaaaaaaa
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acacuccgee
gccauggegu
aguUgEUCUEC
auaaacccac
cguuggguug
ggucucguag
acaccaaccg
UCCUggucga
agggegauge
ccgugeecug
acceccgacca
aggagcgcac
ucgagggega
gcaacaucou
ccgacaagcea
gcagcgugea
ngeigeecega
agcegegauca
acgagcugua
agcegeuugg
ucuuuuggea
ggucuuucce
ccucuggaag
cceecaccug
aaggecggeac
cucuccucaa
ggaucugauc

Cgucuaggce

augaaucacu
usguaugagu
ggaaccggug
ucCuaugcecg
cgaaaggecu
accgugcace
acgcguaaug
gecuggacgge
caccuacgge
gcccaccouc
caugaagcag
caticuucuuc
caccCcUggug
EEggcacaag
gaagaacgge
geucgeeogac
cagccacuac
caugguccug
caaguaaguy
aguaaggccg
augugaggge
cucucgecaa
culcuugaag
gcgacaggug
aacceccagug
gcguauucaa
uggggeceucg

ccccgaacca

51

ccecugugag
gucguacagec
aguacaccgg
gccauuuggeg
ugugguacug
augagcacaa
EUgagcaagg
gacguaaacg
aagcugacce
gugaccaccec
cacgacuucu
aaggacgacg
aaccgecaucg
cuggaguaca
aucaagglga
cacuaccage
cugagecacee
cuggaguucg
uaagcccucu
gugugcguuu
ccggaaaccu
aggaaugcaa
acaaacaacg
ccucugegge
ccacguugug
CAaggEgCug
gugcacauge

cggggacgug

gaacuacugu
guccaggeece
aauugccggg
CEUECCCCCE
CCUgauagep
auccuaaacc
ECgaggagcu
gececacaaguu
ugaaguucau
ugaccuacgg
ucaaguccge
gcaacuacaa
agcugaaggeg
acuacaacag
acuucaagau
agaacacccc
aguccgccecctu

ugaccgecege

cecuceecee

gucuauvaugu
ggececugucu
ggucuguuga
ucuguagega
caaaagccdac
aguuggauag
aaggaugecc
uuuvacaugug

guduuecuuy

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1560
1560
1620
1680
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gaaaaacacg
accaaccguc
UaCUUZUUES
CEEUCCCARC
BCCUEEBRERaa
ggauggecuce
aggucgcgea
ggguacauce
gugagaguce
ucuaucuucu
aagaauacca
cagcucgagg
acgucacggu
acgecaggguc
CUCUBCEUEE
ccgeaguacce
ggacacegea
ECguacguga
gucauguucg
CUUCUECURE
uccaccaacg
aacaccaacg
accggouuuc
Cgccuguceg
gaggauaaug
ccguguggep
cCcgguaguag
gagacagaug

acguggauga

augauaccau
gcccagaaga
CECECAgBELE
cacgugggag
aaccaggucg
UgUcCcccocg
acguggguaa
ccgucguagg
uggaggacgg
Ugcuggeccu
guagcagcecua
cugecgguucu
guugggugee
ugcggacgea
EELEACCUCUR
ACUgEUNUUEL
uggecauggga
ugcgcgucce
gCcuuggececua
CCECUEEEEL
DEAUUVECCEE
gcaguuggcea
UCECEgCcuL
ccugccgeaa
ucaccaaucce
uagueceege
ugggcacgac
ucuyccuacu

acuccacugg

ES 2 346 326 T3

gagcacaaau
cguuaaguuc
ccocagguug
acgecagecec
CCCCUgECLe
AggCUcUcgc
agucaucgac
cgeeecgeuu
gguuaauuau
ZUUZUCCUES
cauggugace
ccacgueecee
agucucgedca
caucgauaug
UEECEEERBUE
gcaagaauge

caugaugaug

cgaggucauc

cuucucuaug
EEAaCECEREC
Gguguucage
caucaaccgu
guucuacace
caucgaggcu
agaggauaug
gaggucugug
cgacagacgu
gaacagcace

uvucaccaag

ccuaaaccuc
CCEBECEECE
ggugugcgea
auccccaaag
cuauauggga
CCCUCCUgEE
acccuaacgu
aguggegeeg
gcaacaggga
aucaccguuc
aaugacugcu
ZEEUZCEUCC
aacauggcug
guugugaugu
BUECUCECEE
aalugcucca
aacuggucge
auagacaucg
Caggr4agcgu
accaccaccg
catuggececuc
acugeccuuga
aaccgeuuua
uuccggaunag
aggcecguacu
uguggeecag
ggagugecca
CEacCgccgc

acuUuguggcg
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aaagaaaaac
gccagaucgu
cgacaaggaa
aUCggegcuc
augagggacu
gcoecacuga
BUZECUUUEC
cCcagagcougu
accuacccegg
cggucucuge
ccaaugacag
cgugcgagag
ugcggeagee
ccgecaccuu
cccagguguu
ucuacccugg
ccacggecceac
Uuagcgggec
Eggcpaaggu
UUggaggcgce
agcagaacau
auugcaauga
acuegucagg
gguggggeac
gocuggcacua
uguacuguuu
ccuacacaug
agggeucaug

cgeccaccuug

caaaagaaac
uggeggagua
aacuucggag
cacuggcaag
cggecugggcea
cceecggeau
cgaccucaug
cgegeacgge
uuuccccuuu
UgCCcCcaggug
caucacuugg
aguggggaau
cggugccecceue
ciugcucugceu
Caucgucucg
caccaucaci
caugauccug
UcCacugggec
cauugucauc
uguugcecacgu
ucagcucauu
cuccuugaac
guguccageg
ccuacaguac
ccecccaaag
cacceccage
gggagagaau
guucggeuge

ccgecaccaga

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
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gocugacuuca
gaugccacuu
wgcececulaca
auguauguag
cgeugcgacu
gaaugggeca
caccuucace
aaauacgucg
gucugcgecu
uuggucgucu
nucuuUcCguUgg
acuggccuau
gacgcaccug
Cucacccegg
acccUggggg
gauggcaucg
UgECUUNUEE
uacuucguca
gguagguaug
gaccaccluca
guggaaccea
gCUECaugug
cuccucggee
gouuaugecee
gacaggacag
ggaacaaceca
ECCEgCUUAC
uggeecagee

uaucugguca

acgccagcac
atlauuaagug

gacucuggea

BEEEEguUga
uggaggacag
uccugeccug
agaacaucgu
uucgauggga
gocuuguggau
Ugeacgecuge
cagcuuggea
ggcoccuucug
ugcacggaca
Eguauaagac
aagccaugal
CEUgERCCEY
CgUugeuugg
gagcucacgec
UuCagRUEEC
caccuauguc
ucaucuucag
gggacauucu
cagcugaugg
agcaaacécg
aacaggecgg
UCUCEEEREU
EEgguUCCggU
cceeugggac

cgeggaacge

ES 2 346 326 T3

ggacuuguug
Ugguucugegs
uugaceceuge
gcacaggcuc
ggacaggagu
caccuacuca
gegacguacaa
BUEEZUgRUA
goucaucuug
gagUgCggcu
caucagggegu
ccuacugcuc
gauaggcgug
CCUCCUCEEC
ucaggagugeg
cacuauauuc
gcreugouuac
vcugauvaagsg
gcuauuggece
ggacugggec
vccgauggag
acauggacuu
cuacaccuce
aggeccuccug
ggaaguccaa
uuuguggacu
cacgcagaug
caagucuuug

ugaugucauc

UECCCUACEE
ceccuggeuca
acagucaauu
acggeegecau
cageugucuc
gacuuacccg
uacauguaug
cucuuauuce
UUgZECCAgE
aacugccaug
CgBBugguUce
auggecacuge
gguuuguuga
cagugucugh
guaccacccéa
Ugccogeguy
cucuuasggy
guaugegeuu
culggcaggu
gcuageggcce
aagaagguca
CCCEUBULCE
aaggggugega
ggcgecauag
auccugucca
guuuaccacg
uacucgagug
gageccgugea

CCEgcucgga

53

auuguuuuag
caccaaagug
ugaccaucuu
gcaacuucac
cucuguugea
cuuugucaac
gceucucace
ugeucutage
ccgaageage
gccuccuaua
cCuugaccac
CCCEECagEC
nautigaucac

ggugguugug

Ugecaggugeg

ggglguuuga
cegouuugac
uggugaagea
ggacuggcac
ugcgegacuy
UCBUCUEEEL
CCCEAacuUcgg
ageuccuuge
uggugaguau
cagucucuca
gagcuggcaa
Cugagggega
aguguggagce

gacgcggega

gaagcauccu
ccugeguccac
caagauaaga
ucguggggau
cucuaccacg
Uggucuucuce
ugcuaucaca
ggacgecaga
auuggagaag
uuuugecauc
cuauugeccuc
uuaugecuau
ccucuucaca
cuaucuccug
CgECEgEecge
cauuaccaaa
acaugugccg
gCUCECRERE
cuacaucuau
agcggucgee
agcggagacg
ccaggagauc
ucccaucacu
gacggggegu
guccuuccuc
caagacucua
cuugguagge
cgucgaccua

caagcgggga

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
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gcauugcucu
UgCCCUBBEE
aaauccaucg
agugacaaca
ccdacuggcea
guacuaguge
gcacauggea
aucacguacu
gacaucauca
acgguccuug
cCtecCcegggu
ggugagauce
cugauuuucu
ggeuugaaug
ZaUBUERBUEE
gugaucgacu
acuauaacca
acagguagag
auguuugaca
acaccagegg
ugucaagace
cacuuccucy
gcuacggugu
CuUggecccgace
aunaccaaug

gcugacouug

gCCgcauauu

Cgagucgucg

ugcgeccucua

ccecgagace
gccacgucgu
auuucaucce
gcacgecace
guggaaagag
uuaaccccuc
ucaaucccaa
ccacauaugg
uaugcgauga
aucaagcaga
cagugacaac
ccuucuaugg
gccacucaaa
ccguggeada
ucgucgecac
gcaauguage
cacagacugu
gaagacaggg
guguagugeu
agaccaccgu
aucuugaauu
cccaaacaaa
gegeeagage
ucaagecuac
aggucacccu
aggucaugac
gecuggegac
uugcgecgga

EgECERcUCU

ES 2 346 326 T3

¢cauuucgacce
ugggcucuuc
cguugagaca
ggeugugcece
caccaagguc
gguagecugee
cauuaggacu
casauuucuc
augecacgoeu
BacagCCgge
cceceaucec
gagggcgauu
gaazaagligy
cuavagaggg
cgacgcceouc
ggucacccaa
ceccacaagac
cacuuauagg
ungugaguge
caggcuuaga
uugggaggea
Btaagcgegs
caaggececou
gcuugeggge
cacacacccu
cagcacgugg
uggaugeguu
vaaggagguc

caucgaagag

uugaagggeu
CEagragecug
cucgacguug
cagaccuauc
ccugucgegu
aCCCUEEERU
ggagucagga
gCcCcgaugges
guggaugeua
gucagacuaa
gauvauagaag
cocccuauccu
gacgageucg
uuggacgucu
AUgaCcEgERU
gCUgUCcgacu
geugucucac
vauguuucea
vacgacgeag
gcguauuuca
guuuucaccg
gagaacuucg
ccececguccl
cccacaccuc
gggacgaagu
guccuagcug
ueccaucaucg
cuguaugagg

EEBCAgCEEa

54

CCUCEEEEEE
HRugcucucg
ulacaagguc
aggucgggua
augecgeeca
uuggggegua
CCgugaugac
gECcugcgcuag
ccuccauucu
cugugcuggc
agguaggccou
gcaucaaggg
cggeggeecn
ccaudgaunacce
acacuggaga
ucageccugga
gEcagucagcg
cuggugaacg
gggeugegug
acacgCccgg
gecocucacaca
cguaccuagu
gggacgecau
uccuguaccg
acaucgccac
gaggaguccu
gecgeuugea
cuuuugauga

uagcegagau

gCCggUgCUC
EBECBURECT
ucccacuuuc
cuugecaugeu
gggiguacaaa
ccuauccaag
CEEEBAEECC
cggcgecual
cggecaucgga
uacggeeaca
CEEECEEEAg
agggagacac
ucggggcaug
agecucaggga
cuuugacucce
cceceaccuuc
CCECEERCEC
agccucagga
guacgaucuc
ccuacecgug
cauagacgec
agccuaccaa
guggaaguge
uuugggeccu
augcaugcaa
ggcagccguc
cgucaaceag
gauggaggaa

BUlgaagucc

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
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aagauccaag
caggcuucau
ggcauccaal
auggcauuca
aucauggeag
gucaguggee
aUCCUggCcag
ggcgagaage
ZCCCUggUgE
ggegeggucce
ccuacucacu
cuugacuauaa
ccaugecuccg
uucaaaaauu
ugicaaaagg
ugcggcgeca
accugcauga
gcgecgaaac
gcggagguga
aaaauuccuu
cauagguuug
cuuaauuccy
uugaggucca
gCacggggay
CUgCcgggeca

cugcucaugg

uuucucgage

augcuccececa

ccgecegeucg

gcuugeugea
ggcccaaagu
aCCUCECagg
gugccgeecu
gecugguuage
UEBUEZEEEEC
gauaugguge
ccucuaugga
UgEgEgUCau
aauggaugaa
acgugacgga
ccagecuacu
gauccuggcu
ggcugaccuc
gguacaaggg
acaUCUCUgg
acaccuggeca
ccececcacgaa
CECAECAULE
gccaacuace
cacccacace
SUECUEUCEE
ugecuaacaga
caccuccauc
ccugcaccac
agggcgrugy
caauggecega
ggagcggguu

uggaaucgug

ES 2 346 326 T3

gcaggccucu
ggaacaauuu
auugucaaca
caccaguccsg
gucccagauc
UECCBUEEEC
gggcauuucg
agaugucauc
CUECECEECC
caggcuuauu
gucggaugeg
cagaagacuc
CCECEaCEUE
Gaaauuguuc
UgUgUZEECC
CaaUZUCCEC
ggggaccuuu
cuacaagacc
EUCEUACHUCCT
uucuccagag
aaagccguuu
gucccagcuu
uccgececac
UgaggCEagc
ccacagcaac
ggcucagaca
ggaagagage
uccacgggece

gaggaggccea

aagcaggecee

ugggecagac

cugccaggga

uugucgacca

gecaccacccg

agcauaggee

EEEBCCCUCE

aaucuacuge

auucugcgec
gccuuugeuu
UCECAgCEUE
cacaauugga
UEEBACUEEE
cccaagclge
Egcacuggea
cugggecucua
ccuaucaauu
gccaucugga

uatglaacag

“uuuuucuccu

uduccgggaug
cccugugaac
aucacgeces
uccucaguga
accuaugacg
gagecugagu
gaccuugage
uuaceggeuu

gauuaccaac

55

aggacauaca
acauguggaa
acecccgeggu
guaccaccau
cggegggeceac
Uggguaaggu
ucgeauucaa
CUgggauccu
BCcacguggg
ccagaggaaa
ugacccaacl
uaacugagga
Huugcaccau
ccggecucce
ucaugaccac
ugaggaucac
gcuacacgga
ggguggcgge
gacugacceac
EEEUEEACEs
aggucucguu
cugagccega
agacugecggce
gcecageuauc
uggacauggu
ccagggugec
ccucaauacc
gegcacggcec

cgceccaccgu

acccgcuaug
cuucaunuage
ggeuuccaug
ccuucucaac
cggculuguce
ECUEgUggac
gaucaugucu
gucuceggga
@CCEEEEEag
ccacgucgec
acuuggcucu
cugccccauc
cuugacagac
cuucaucucu
gcgcugeocu
agggccuaaa
Bggccaguge
cucggaguac
ugacadlcug
ugugcagauc
CURCEUUEEE
cgcagacgua
gcggegeuug
agcaccguce
cgaugecaac
cguucuggac
aucggaguge
ugacuacaac

ugcugguugu

6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
3160
8220
8280
8340

8400

8460
8520
8580
8640
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goucucccece
cugagegagsa
cececceucga
cCcgacgucee
CUCgagggeg
CCCCagEERs
gaggacgaua
cccuguagec
uéccauaaca
acuuuugaca
cuageggeuu
ccacceccauu
ggragggeog
ccaauuccca
gguaagaaac
auggcecucu
uuccaguacu
gaccecaugg
aucaggaccg
auvacacucge
accugcgguu
aucacaugeu
augcugguau
gagecggaacce
cceooccagac
gcguugggec
BCCCERECUE
auccaguaug

cucaugguce

ccececaagaa
gecaccauauc
gcggugauge
cuggugagee
agccuggaga
g8EgEBEUAEC
cCacCEugug
ccgaagagpa
agguguacug
ggacgcaagu
ccaaggucag
clugcaagauc
tiuaaccacau
caaccaucal
cagcucgecu
augacauuac
ceceougeccea
guuuuucgua
aggaguccau
ugacugagag
acagacguug
augugaaage
ECRECEauga
ugagagceuy
cggaauauga
CECggEgecg
ccugggaaac
cuccaaccau

aagacacccu

ES 2 346 326 T3

ggeeecgacg
agaageccuc
aggcucguce
gegceecccuca
uccggaccug
uccecgguucg
cCUgeuccaug
aaaguugceca
uacaacauca
gecucgacgee
cgecaaggouc
caaguaugga
caaguccgug
ggecaaaaau
caucguuyac
acaaaageuu
acggguggag
ugauaccega
auaccaggcce
acuuuacgua
cegegecags
ccuageggec
ccuaguague
cacggaggec
ccuggagcua
ccgecagauac
aguuagacac
auggguucge

graccagaac

ccucceccaa
cagcaacugg
ACggggecesy
gagacagguu
gagucugauc
gECUCggggu
ucauacuccu
aucaacccouu
aagagcgocu
cauuaugacy
cucaccuugg
UUCEEEECCa
UgEAaagEace
gagguguucu
CCUgacecucy
CCUCALECEE
Haucucuuga
ugcuucgacl

ugcucccuge

‘Egagggeeea

ggggugcuaa
ugcaaggeoug
aucucagaaa
augaccaggu
auaacauccl
uaceugacca
uccccuauca
augguccuas

cucaacuuug

56

ggagacgceg
ccaucaagac
gcgeegeeoga
cecgeeuceuc
agguagagcu
cuuggucuac
ggaccggegece
ugaguaacuc
cacagagggc
cagucuuaaa
aggaggcpug
aggagguccg
uccliggaaga
gcguggacce
gcguccggegu
uaaugEgage
aagcauggge
caaccgucac
CCEaggagge
uguucaacag
ccacuagcau
cggggauagu
gcecaggggac
acucugeece
guuccuycaaa
gagacccaac
auucauggcu
ugacacacuu

agavguaugg

Bacagugggu
cuuuggceag
aluccggegen
uaugcecgcec
ucaaccucce
uugecuccgag
ucuaauaacu
gouguugega
Uaaaaaggua
ggacaucaag
ccaguugacu
cagcuugucce
cccacaaaca
CECCAageges
cugcgagaaa
uuccuaugge
ggaaaagaag
ugagagagac
c¢cgeacugece
caagggucaa
geguaacace
ugcgeeeaca
ugaggaggac
uccuggugau
UgUgUCUgug
cacuccacuc
gEgaaacauc
cuucuccaul

aucaguauac

8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
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UCcCcgugaauc
ucuaugcaca
gegggcgecac
UCCCgUggag
aagcucaaac
BUCEZCECCE
cucuueggece
agcggcacac
UUUUULINUUY
uauucuacuuy

uccgugagece

<210> 24
<211> 11036
<212> ARN

cuuuggaccu
catlacucuca
cccucagggu
gEaBAgCLRC
ucacuccauu
BCBEBREECEA
vacuccuacy
acuagguaca
UMUULUTUUY
ucuUUUCUUgE

gcaugacuge

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: replicon de ARN derivado del vector de expresion fFGR-JFH1/EGFP/GND

<400> 24

accugcecccecu
cuucacgcag
cccececucceg
aagacuggey
caagacugecu

cgecuugcgag

2aUaggBEECE
aaagcgcecua
geagagecau
ccUuucuugg
agccgaguag

ugcceceggga

ES 2 346 326 T3

uccagccaua
ccacgaacug
guggaagagu
CZUUUECEEC
gCeCEggagEcy
cauuuuucac
uuucguaggg
cuccauagcu
uucuuntipuy
uggcuccauc

agagagugee

acacuccgee
gcCcauggegu
aguggucuge
auvaaacccac
CEUUggguUg

ggucucguag

auugagaggu
acgcgggugg
CgEgCuUcgcg
cgauaucucu
cgecouacugg
agcgugucge
guaggccuct
aacuguuccu
Luunuuuecs
uuagcocuag

guaacuggue

augaaucacu
vaguaungagu
ggaaccggug
ucuaugecoeg
cgaaaggcecu

accgugcecace

57

uacacgggecu
cuucagccecu
cagucaggge
ucaauugggc
acuuauccag
gcgeccgace
uccuacucce
uuuuunuuuY
ucuducuuce
ucacggouag

ucleugeaga

CCCCUBUgaAR
gucguacage
aguacaccgg
gecavuuggg
UgUggUaCcUg

augagcacaa

ugacgoouuy
cagaaaacuu
gucccucauc
BEUERALACE
uugguucace
cegcucauua
cgoucgguag
duuiuuutuy
cuucucaucu
cugugaaagg

ucaugu

10440
10500
10560
10620
10080
10740
10800
10860
10920
10980
11036

gaacuacugu 60

cuccaggece 120

aauugccggg 180

cgugececceceg 240

ccugauaggg 300

auccuaaace 360
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ucaaagaaaa
guucaccggg
cagCgugucce
tugcaccace
CgUgCaguge
caugcccgaa
EACCCECECC
caucgacuuc
ccacaacguce
ccgeecacaac
caucggcgac
gagcaaagac
cgggaucacu
cceccuaacgu
uauuuuceac
ucuugacgag
augucgugaa
cecuungecag
guguauaaga
uuguggaaag
agaagguace
uuuagucgag
gaaaaacacg
accaaccguc
vacuuguuge
CEEuUCCCage
ECCuggggaa
ggauggcucce

aggucgcgea

accaaaagaa
guggugecca
BECE3ERECE
ggraagouge
uucageegeu
ggcuacguce
Eaggugaagu
aaggaggacg
uavaucaugg
aucgaggacg
gECCCCEULET
cccaacgaga

cucggeaugg

uacuggcecga’

cattauugeceg
cauuccuagy
ggaagcagul
gcageggaac
uvacaccugea
agucaaaugg
ccauuguaug
guuaaaaaaa
augauvaccau
gcocagaaga
CECECaAgEEE
Cacgugggag
aaccaggucg
Ugucceeeeg

acguggguaa

ES 2 346 326 T3

acaccaacceg
uccuggucga
agggecgauge
cCgugceceug
accccgaccea
aggagcgeac
UCgagggega
gcaacauccu
ccgacaagca
geagegugea
Ugcugcccega
agecgcgauca
acgagcugua
agccgcuugg
ucyuuuggea
ggucuuucce
ccucuggaag
cocccaccug
aaggcggeac
cucuccucaa
ggaucugauc
cgucuaggee
gagcacaaalu
cguuaaguuc
ccccagguug
acgccagcecec
cececuggeece
aggecucucge

agucaucgac

acgcguaaug
gcuggacgge
caccuacgge
gececacecue
caugaagcag
cauculcuuc
caccCUuggug
ggggceacaag
gaagaacgge
geucgeegac
caaccacuac
caugguccug
caaguaaguu
aauaaggecg
AUGUEAZEEC
cucucgceaa
cuucuugaag
ghogacaggug
aaccccagug
gcguauucaa
[B1:4:4:4:0d e v}
cccecgaacca
ccuaaaccuc
CCEERCEECE
ggugugcgea
auccccaaag
cuauauggga
cccuccuggg

acccuaacgu

58

BUEAECaagsg
gacguaaacg
aagcugaccce
gugaccaccce
cacgacuucu
Aaggacgacyg
aaccgecalcg
cuUggaguaca
aticaagguga
cacuaccage
cugagcacce
CUEZAEUUCE
uaaacccucu
gugugcguuy
cecggaaaceu
aggaaugeaa
acaaacaacg
CCUCUECEEC
ccacguugug
caaggggeug
gugcacauge
CgEEgacgug
aaagaaaaac
gecagaucgu
cgacaaggaa
aucggcgeuc
augagggacu
geecocacuga

guggcuuuge

gcgaggageu
gecacaaguu
ugaaguucauy
ugaccuécgg
ucaagucege
gcaacuacaa
ageugaagge
acuacaacag
dacuucaagau
agaacaccce
aguccgcecceu
UgACCECCEC
cccuccceece
gucuauaugu
ggceeugucu
ggucuguuga
ucuguagcecga
caaaagoccac
aguuggavag
aaggaugcece
uuyacaugug
guuuluccuuu
caaaagaaac
uggcggagua
aacuucggag
cacuggcaag
CBECUgggcea
cceceggeau

cgaccucaug

420
480
540
600
660
720
780
8490
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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ggguacauce
gugagagucc
ucuaucuucu
aagaauacca
cagcucgagsg
ACgUCacggy
acgeaggguc
cucuacgugg
ccgcaguécc
ggacaccgca
geguacguga
gucauguucg
CUUCUBCUgE
uccaccaacg
aacaccaacg
acecggouuuc
cgoccuguceg
gaggauaaug
CCgugugecg
CCgguaguag
gagacagaug

acguggauga

gougacuyca

gaugccacuu
uacccutaca
auguauguag
cgecugegacu
gaaugggcca

caccuucace

ccgucguagg
Uggaggacegy
ugeuggeccu
guagcagcua
cugegguiclt
guugggugee
ugcggacgea
gggaccucug
acugguuugu
uggcauggga
ugogcguceee
gouuggeeua

CCECuUggggy

'ugauugccgg

gecaguuggcea
ucgeggeouu
ccugecgeaa
ucaccaauce
uagueecccge
Ugggcacgac
ucuuccuacu

acuccacugg

acgeceageac

auvauuaagug
gacucuggea
EERggguuga
uggaggacag
UcCugecccug

agaacaucgu

ES 2 346 326 T3

cgeeececgeouu
gguuaauuau
EUUEUCCUEE
cauggugacc
ccacguccec
agucucgeea
caucgauaug
UgECEERgUR
geaagaauge

caugaugaug

cgaggucatc

cuucucuaug
ggacgcggge
cguguucage
caucaaccgu
guucuacacc
caucgaggeu
agaggauaug
gaggucugug
cgacagacgu
gaacagcacc
uuicaccaag
ggacuuguug
ugguucuggg
wuaccccuge
gcacaggeuc
ggacaggagu
caccuacuca

ggacguacaa

agugegcCgECcCy
gcaacaggga
aucaccguuc
aaugacUugecu
gggugeguce
aacauggcug

guugugaugu

augcucgegg

aaudgcucca
daCUEgUCEC
auagacaucg
cagggagegy
accaccaccg
cauggccocuc
acugccuuga
aaccgcuuua
uuccggauag
aggcecguacu
uguggcccag
ggagugecceca
cgaccgocge
aculuguggcg
ugcecuacgg
ccouggeuca
acagucaauu
acggcegeau
cagcugueuc
gacuuacccg

uacauguaug

59

ccagagecugu
accuacccgg
CEEUCUCUEC
ccaaugacag
cgugcgagag
ugcggeagee
ccgeecaceuu
cccagguguu
UCuUaccCugg
ccacggeeac
Huagcgggge
EEECRaagsgu
UUEEagECcEe
agcagaacau
auugcaauga
acucgucagg
gguggggeac
geuggcacus
uguacuguuy
ccuacacaug
3EggEcucaug
cgcecaccuug
auuguunuag
caccaaagug
Huaccaucuy
gcaacuucac
cucuguugcea
cuuugucaac

gccucucace

cgcgeacgge
uticecccunu
ugcccaggug
caucacuugg
QgUggEgBRaU
CEgUgcCoUe
cugecucugeu
cauc¢gucucg
caccaucacu
caugauccug
ucacugggge
cauugucauc
uguugecacgu
ucagcucauu
cluccuugaac
guguccaggg
ccllacaguac
ceeeeecaaag
caccceccage
gggagagaau
guucggcuge
ccgeaccaga
gaagcauccu
cocugguccac
caagauaaga
ucguggeggau
cucuaccacg
ugguguucue

ugecuaucaca

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
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aaalacgucg
gucugcgcecu
uuggucgucu
QUCUUCEUEE
acuggccuau
gacgcaccug
CUCACCCCER
4CCCUBEEEE
gauggoaucg
uggeocuuuugg
uacuucguca
gguagguaug
gaccaccuca
guggaaccca
gCUgcaugug
CUCCUCEECT
geunaugece
gacaggacag
ggaacaacca
gceggeuuac
uggcecagee
uancugguca

geauugcuecu

UBCCCUEERE

agauccaucg

agugacaaca

ccaacuggea
guacuaguge

gcacauggea

uucgauggea
gouuguggau
ugcacgcugc
cagcuuggea
ggcccuucug
ugcacggaca
Eguauaagac
aagccaugau
CEUgggCcCcgu
cguugcuugg
gageucacge
wucaggugee
caccuauguc
ucaucuucag
gggacauucu
cagcugaugg
ageaaacacg
aacaggccgg
UCUCEERERU
EgEgUCCERU
cceougggac
cgeggaacge
cececgagace
gcecacguegu
auuucaucee
gcacgceceacce
guggaaagag
uuaaccccuc

ucaaucccaa

ES 2 346 326 T3

guggguggua
geucaucuug
gagugcggeu
caucaggggu
ccuacugeuc
gauaggcgug
CCUCCUCEEC
UCaggaguUgE
cacuauauuc
gccugcuuac
HCugausagg
ECUAUUEECC
ggaCuUgggcec
ucCCgauggag
acauggacuu
cuacaccuce
aggecuccug
ggeaguccaa
uuuguggacu
cacgragaug
caagucuuug
ugaugucatuc
cauvuucgacce
ugggeuecuue
cguugagaca
ggecugugece
caccaaggue
gguageugee

cauuaggacu

cucuuauuce

uugggccagg
aacugccaug
Cgggugguce
auggcacuge
gguuuguuga
cagugucugu
guaccacecea
UgCCCRRgUg
cucuuaagegg
guaugcgeuu
cuuggcaggu
gcuagcgece
aagaagguca
cecgugueeg
2aggELugeEa
Egcgecauag
auccugucca
guuuaccacg
uacucgagug
gagcegugea
cepgecucgga
uugaaggggu
cgagcageug
cucgacguug
ecagaccuauc
ccugucgcgu
acccuggegu

ggagucagga

60

ugcucuuage
ccgaagcagce
gceuccuaua
ccuugaccac
cccggeagge
uauugaucac
ggugguugug
UECALLUECE
ugguguuuga
¢cgeuuugac
uggugaagea
ggacuggcac
lgegegacuu
UCEUCUEEEE
ccegacucgg
agCcucculge
tggugaguau
cagucucuca
gagcuggceaa
CUgagEgega
aguguggage
gacgecggega
CCUCEEEEEE
ugugcucucg
uuacaagguc
aggucggeua

augecegecca

UUgERECLUA

¢cCpUgaugac

ggacgccaga
auuggagaag
guuugccauc
cuauugccuc
uvaugceuau
ccucuucaca
cuaucuccug
CEBCEECCEC
cauuaccaaa
acaugugcecg
gCUCECEEEE
cuacaucuau
agCcgEuUCcgce
ageggagacg
ccaggagauc
ucecaucacu
gacgggegcegu
guccuuccuc
caagacucua
cuugguaggce
cgucgaccua
Caagcgggga
gccggugceuce
EBBC8UgECC
ucccacuuuc
cuugcaugeu
g£EgguUacasa
ccuauccaag

cgeggaggcec

3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
2340
5400
5460
5520
5580
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aucacguacu
gacaucauca
acgguccuug
ceeccccgggl
ggugagauce
cugauuuucu
ggouugaaug
EaUguUgRuge
gugaucgacl
acuauaacca
acagguagag
auguuugaca
acaccagcgg
ugucaagacc
cacuuceucu
geuacggugu
cuggcccgac
auuaccaaug
geugaceuug
gcegeauauu

cgagucgucg

ugcgeeucua

aagauccaag

caggeunesn

ggrauccaau

auggcauuca
aucaugggag
gucaguggec

auccuggeag

ccacauaugg
uaugcgauga
aucaagcaga
cagugacaac
ccuucuaugg
geecacucaaa
¢cCcguggcaua
ucgucgeeac
grcaauguage
cacagacugu
gaagacaggg
guguagugen
agaccaccgi
aucuugaauu
cccaaacaaa
gcgecagageo
ucaagecuac
aggucacccu
aggucaugac
gocecuggegac
UUECECCERa
ggRCgEcuUCcY
gcuugcugea

ggeccaaagy

dccucgcagg

gugcegeecu

geugguuage

UgBUZEEEEC

gaUaugguge

ES 2 346 326 T3

cazauuucuc
augccacgeu
gacagcCcggs
cccecaucce
gagggcgauu
gaaaaagugu
cuauagaggeg
cgacgeccue
ggucacceana
cccacaagac
cacuuauagg
ungugaguge
caggcuiaga
uugggaggea
ECAagCEEEL
caaggeccocu
ECUUgCgEEC
cacacacocu
CAgCacgUEE
uggaugeguu
uaaggagguc
caucgaagag
gcaggecucu
ggaacaauuu
auugucaaca
caccaguceg
gucccagatec
ugccguggege

gggcauuucg

ECCEAUgERE
guggaugcua
gucagacuaa
gauauagaag
ccecuauccu
gacgagcucg
uuggacgucu
augacgggegu
gcugucgacu
gecugucucac
tauguuicca
vacgacgeag
gecguauuuca
guuuucaccg
gagaacuucg
cececcguccu
cgcacaceuc
gggacgaagu
guccuagecug
uccaucaucg
cuguaugagg
Bggcagcegea
aagcaggceec
ugggecagac
cugccaggga
uugucgacca
gcacraccceg
agcauvaggec

ggggeecuceg

61

gcugcgcuag
ccuccauvucu
CUgUECUZEC
agguaggecu
gcaucaaggs
cggeggeecu
ccauvaauace
acacuggaga
ucageccugga
gcagucagceg
CUgglgaacy
gggecugcgug
acacgecegg
gcecucacaca
cguaccuagu
ggegacgeeau
nccuguacceg
dacaucgeccac
gaggaguccu
gcegeuugea
cuuuugauga
uagccgagau
aggacauaca
acauguggaa
BCCCCECERL
guacecaccau
cgggggeeac
nggguaaggu

ucgecauucaa

cggecgeruau
cggeaucgga
uacggecaca
CEERCEBEAgE
agggagacac
UCgEEECcaug
agcucaggga
cuuugacucc
ccceaccuuc
CCECEERCEC
agccucagga
guacgaucuc
ctcuaccecgug
cauagacgcce
agccuaccaa
guggaagugc
yuugggeccu
atgcaugcaa
ggeageeguce
cgucaaccag
gauggaggaa
guugaaguce
accegeuaug
cuucauyage
ggcuuccaug
cculcucaac
cggeouuugue
gcuggugegac

gaucaugucu

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
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ggcgagaage
geoccuggugsg
BECECBRUCC
ccuacucacu
cuuacuauaa
ccaugeuceg
ulicaaaaauy
ugucaaaagg
ugcggegeea
accugcauga
gceccgaaac
gcggagpuga
aaaauuccuu
cauagguuug
cuuaauuccu
uugaggucca
geacggggau
cugcgggeca
cugcucaugg
UUuUCuCgage
augcucceea
CCECCECUCE
geucucecce
cugagegaga
cceceeucga
cecgacgueee
CUCEaggrEs

cCccaggggg

gaggacgaua

CCucuaugega
UggggRucau
aauggaugaa
acgugacgga
ccagcouact
gauccuggeu
ggecugaccuc
gguacaaggsg
acaucucugg
acacCuggea
cccccacgaa
cgeagcaugg
gceaacuace
cacccacace
AUGCUGUCKER
ugcuaacaga
caccuccauc
ccugcaccac
AEEECELUEY
CAaUgECCEa
ggagcggauu
Uggaaucgug
cccecaagaa
gecaccauvauc
gCcggugauge
CUggugagce
agccuggaga
EEgggguUage

ccaccgugug

ES 2 346 326 T3

dgaugucauc
CUECZCEECC
caggeutiauu
gucggaugcg
cagaagacuc
ccgegacgug
uaaauuguuc
UZUEUERECC

caauguccgce

EEEEACCULY

cuacaagace
gucguacucce
uucUuccagag
aaagceguuuy
gucccageuu
uccgecccac
ugaggcgage
ceacagcaac
ggcucagaca
ggaagagage
uccacggEce
gaggaggcca
Egccccegacg
agaagcccuc
aggcucguce
ggeececuca
UCCEgaccug
UCCCEEUUCE

cugeuccaug

aaucuacuge
auucugcgcec
geeocuuugeuu
ucgcagcegug
cacaauugga
UEERaCUgEg
cccaageuge
ggcacuggea
cugggcucua
ccuaucaauu
gececalcugga
vauguaacag
udtuucuccu
uuccgggaug
cccugugaac
aucacggcgg
uccucaguga
accuaugacg
gagccugagu
gaccuugage
uuaceggeuu
gauuaccaac
ccucecccaa
cagcaacugg
acgggegege
gagacagguu
gagucugauc
ggcucggggu

ucauacuccu

62

CUgEggauccu
gccacguggg
CcCagaggaaa
ugacccaacu
usacugagga

uuugcaccau

ccggeoucce

ucaugaccac

ugaggaucac

geuacacgga

EgBUEECEEC
gacugaccac
EERUgRacgE
aggucueguu
cugageccga
agacugcgge
gccagocuauc
uggacauggu
ccagggugec
ccucaauace
gegcacggee
cgecccaccgu
ggagacgeeg
ccaucaagac
ECECCECCEa
¢cgecuccuc
agguagagclu
CUHUEEUCUAC

gEaccggegsac

gUCUCCEgga
accgggeeag
CCacguUcgee
acuuggeucu
cugccccauc
cuugacagac
cuucaucucu
gegeugeccu
agggccuaaa
gEgCCAguge
CUCggaguac
ugacaaucug
ugugcagauc
Cugcguuggs
cgcagacgua
geggegeuug
agcaccgucg
Ccgaugccaac
cguucuggac
aucggaguge
ugacuacaac
ugcugguugu
gacagugggu
Ccutlitggccag
AUCCEECEEU
uaugecccecce
ucaaceuccce
uugeuccgag

ucuaauvaacu

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
89060
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cccuguagec
uyaccauaaca
acuuuugaca
cuagcggeuu
ccaccccauu
EZEAEEBCCE
ccaauuccca
gguaagaaac
auggcccucu
uuccaguacu
gaccccaugg
aucaggaccg
avacacucge
accugcgguu
aucacaugcu
augcugguau
gagcggaace
cceccecagac
gcguugggcece
geeegggeug
auccaguaug
cucaugguce
uccgugaauc
ucuaugcaca
ggggegecac
ucccguggag
aagcucaaac
gucggegeeg

cucuucggec

ccgaagagga
agguguacug
ggacgcaagu
ccaaggucag
cugcaagauc
uuaaccacau
caaccaucau
cagecucgccu
augacauuac
cceeugeeca
guuuuucgua
aggaguccau
ugacugagag
acagacguug
augugaaagc
gcggcaauga
ugagagccuu
cggaauauga
CECBEBECCE
ccugggaaac
cuccaaccau
aagacacccu
cuuuggaccu
cauacucuca
cccucagggu
ggaaagcgge
ucacuccauu
ECEREBECEA

wacuccuacu
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aaaguugcca
uacaacauca
gcucgacgec
cgcaaggecuc
caaguaugga
caaguccgug
ggccaaaaau
caucguuuac
acaaaagcul
aCBgEuUggag
ugauacccga
avaccaggcc
acuuuacgua
ccgegecage
ccuagcggece
ccuaguaguc
cacggaggec
ccuggagcua
ccgecagauac
aguuagacac
auggguucgc
ggaccagaac
uccagccaua
ccacgaacug
guggaagagu
CEUUUECEEC
geceggaggeg
cauuuuucac

UUUCEUAgEE

aucaacccuu
aagagcgeceu
cauuaugacu
cucaccuugg
uucggggeca
uggaaggacc
gagguguucu
ccugaccucg
CCUCaggcgs
uaucucuuga
ugcuucgacu
UECUCCCUEC
ggagggeceea
ggggugcuaa
ugcaaggcug
aucucagaaa
augaccaggu
auaacauccu
uaccugacca
uccccuauca
augguccuaa
cucaacuuug
auugagaggu
aCECEERUZE
cgggeucegeg
cgauaucucu
cgcecuacugg
agcgugucge

guaggecucu

63

ugaguaacuc
cacagagggec
cagucuuaaa
aggaggegug
aggagguccg
uccuggaaga
gcguggacce
gegucegggu
uaaugggagec
aagcaugggc
caaccgucac
ccgaggaggc
uguucaacag
ccacuagcau
cggggauagu
gccagggeac
acucugeccee
guuccucaaa
gagacccaac
auucauggeu
ugacacacuu
agauguaugsg
uacacgggcu
cuucagcccu
cagucagggc
uCcaauugggc
acuuauccag
gecgececcgace

uccuacucce

gcuguugega
uaaaaaggua
ggacaucaag
ccaguugacu
cagcuugucc
cccacaaaca
cgccaagege
cugcgagaaa
uuccuaugge
ggaaaagaag
ugagagagac
ccgcacugece
caagggucaa
ggguaacacc
ugcgcecaca
ugaggaggac
uccuggugau
ugugucugug
cacuccacuc
gggaaacauc
cuucuccauu
aucaguauac
ugacgccuuu
cagaaaacuu
gucccucauc
ggugaagacc
uugguucacc
ccgcucauua

cgecucgguag

8120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
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agcggeacac
uuuuuuuuu
rauucuacuu

uccgugagece

<210> 25
<211> 11876
<212> ARN

acuagguaca

Hyuuuuuguy

ucuuucuugg

gecaugacuge

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: replicon de ARN derivado del vector de expresion rTFGR-JFH1/SEAP

<400> 25

accugccecu
cuucacgeag
cceccuccecg
aagacuggegu
caagacugcu
cgecuugegag
ucaaagaaaa
EEBBCCUgagg
cuggaaccge
agccgecaag
ugccaggauc
ggacecgecuuce

caguggagece

aalagggecg
ddagegoecua
ggagageceau
CCUUUCUUZE
agccgaguag
ugccceggga
accaaaagaa
cuacagecucu
Eaggcagcecg
aaccucauca
cuaaaagggce
ccauaugugeg

acagecacgg

ES 2 346 326 T3

acacuccgcec
gocauggegy
AgUEEUCUEC
auasacctac
cguuggguug

ggucucguag

acaccaaccg

cecugggeal
aggcccugge
UCURCCUBEE
agaagaagga
cucuguccaa

cecuaccugug

cuccauagcu aacuguuccu

ulucuuuuuuy  guuunuuccce

uggcuccauc uuagcoccuag

agagagugee guaacugguc

augaducacu
uaguaugagu
ggaaccggug
ucuaugcecg

cgaaaggecu

accgugeace

acgeguaaug

caucccagtu
ugecgecaag
cgaugggaug
CaaaCUggEg
gacauacaau

CEE8RUCAAg

64

UunuuyuBuY
ucuuucuuce
ucacggcuag

ucucugecaga

cceceugugag
gucguacage
aguacaccgg
gecauluuggg
ugugguacug
augagcacaa
CUgcugcuge
gaggaggaga
aagcugcage
ggggugUcua
ccugagauac
guagacaaac

ggcaacuiucce

uuuuvuuuuuu 10860
cuucucaucu 10920

cugugaaagg 10980

tcaugu

gaacuacugu
cuccaggecce
aauugccgeg
cgugecececg
CCUgauaggg
auccuaaacc
ugecugeugeu
acceggacuy
cugcacagac
cggugacagce
cccuggeeoau
augugecaga

agaccauugg

11036

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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cuugagugea
cgugaugaau
gcagcacgee
cgecegacgug
cuccaacaug
aaccccagac
gaaucugeug
ugagcucaug
uggagacaug
gacagaggcu
ggguggucge
gaucauguuc
gagccucguc
gagcuccauc
ccuauacgga
gagcgagage
ccacgecagge
cgugcaggag
caccgeeuge
uagagucgegg
ccecuaacgu
uauuuuceac
ucuugacgag
augucgugaa
cccuuugeag
guguauaaga
uuguggaaag
agaagguace

uuuagucgag

gecegeccgeu
cgggecaaga
ucgecagecg
ccugeeouceg
gacauugacg
ccugaguace
caggaaugge
caggcuucce
aaauacgaga
geocugegece
aucgaccaug
gacgacgecea
acugccgace
UUCEEECUEE
aacgguccag
gggageececeg
gaggacgugg
cagaccuuca
Baccuggege
BCBBCCEEBCC
uacuggeega
cavauugecg
cauuccuagg
ggaagcaguu
gcagcggaac
uacaccugea
agucaaaugg
ccauuguaug

guuaaaaaaa

ES 2 346 326 T3

uuaaccagug
aagcagggaa
gcaccuacgce
cccgecagga
ugauccuagg
cagaugacua
uggcgaageg
uggacccguc
uccaccgaga
ugcugageag
gucaucauga
uugagaggge
acucccacgu
ececcuggeaa
gcuaugugcu
aguaucggca
cgguguucge
uagecgeacgu
CCCCCECCEE
gecuucgagea
agccgecuugg
ucuuyuggea
ggucuuucce
ccucuggaag
cCCCcaccug
aaggcggeac
cucuccucaa
ggaucugauc

cgucuaggec

caacacgaca
gUcagugggea
ccacacggug
ggggugecag
UgEAgECCEa
cagccaaggu
ccagggugec
ugugacccau
cuccacacug
gaaccceege
aagcagggcu
gggececageuc
cuucuccuuc
Eg8CCCEgEAacC
caaggacggc
gcagucagea
gcgeggececg
cauggccuue
caccaccgac
gacaugaguu
aauaaggecg
augugaggec
cucucgccaa
cuucuugaag
gcgacaggug
daccccagug
gcguauucaa
uggggeecucg

cecegaacea

65

cgcggeaacg
gugguaacca
aaccgeaacu
gacaucgcua
aaguacaugu
gggaccagge
cgguaugugu
cucauggguc
gaccccucec
ggcuucuucce
uaccgggceac
accagegagg
ggaggeuace
aggaaggccu
gecccgegccer
EUECCCCUEE
caggegeace
gcecgeecugee
geegegeace
uaaacccucu
gugugcgumi
ccggaaaccu
aggaaugcaa
acaaacaacg
CCUCUGCEEC
CCacguugug
caaggggcug
gugcacauge

cggggacgug

aggucaucuc
ccacacgagu
gguacucgga
cgcagcucau
uucgcauggg
uggacgggaa
ggaaccgeac
UCUUUERLCC
ugauggagau
ucuucgugga
ugacugagac
aggacacgcu
cccugegagsg
acacgguccu
auguuaccga
acgaagagac
ugguucacgg
uggageccua
cggguuacuc
cceuceccec
gucuauaugu
ggcccugucu
ggucuguuga
ucuguagcga
camaagccac
aguuggauag
aaggaugccce
uuuacaugug

guuuuccuuu

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
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gaaaaacacg
accaaccguc
uacuuguuge
cggucecage
gCCUggggaa
ggauggeuce
aggucgegea
ggguacauce
gugagagucc
ucuaucuucu
aagaauacca
cagocucgagg
acgucacggu

acgcaggguc

cucuacgugg

ccgeaguace
ggacactgea
gcguacguga
gucauguucg
curcugeugg
uccacﬁaacg
aacaccaacg
accggeuuuc
cgecuguceg
gaggauaaug
cecgugliggeg
ccgguaguag
gagacagaug

acguggauga

augauaccau
gcecagaaga
CECECALEEE
cacgugggag
aacCageucE
Ugucceeeeg
acguggguaa
CCgUCgLagE
UEEagLaceg
ugcuggeccu
guagcagcua
cCugcgguucu
BUUBEBUECC

ugecggacgea

gggaccucug

acugguuugu
UEECAUEEEa
ugcgegucce
geuuggeecua
CCECUgggsu
ugauugcege
gecaguuggea
ucgcggecuu
ccugecgeaa
ucaccaauce
ugaguceeege
ugggeacgac
ucuuccuacu

acuccacugg

ES 2 346 326 T3

gagcacaaau
cguuaaguuc
ccccagguug
acgecagcococe
ccccuggecec
aggcucucgce
agucaucgac
Cgccoccgeuu
gguuaauuau
guuguccuge
cauggugacc
ccacguccee
agucucgecea
caucgauaug
UBECEREEUE
pcaagaaugce
caugaugaug
cgaggucauc
cuttcucuaug
EgacgCcggee
CEUEuUCage

caucaaccgu

guucuacace

caucgaggeu
agaggauaug
gaggucugug
cgacdgacgu
gaacagcacc

uuucaccaag

ccuaaaccuc
CCEEECEECE
ggugugcgea
auccccaaag
cuauauggga
ccecuccugeg
acccuaacgu
AGUEBCBLCE
graacaggga
aucacecguuc
aaugacugcu
EEgugcguce
ascauggeug
guugugaugu
augcucgcgg
aauugcucca
2ACULEUCEC
auagacaucg
cagggagegy
accaccaccg
cauggeecuc
acugecuuga
aaccgcuuya
uuccggauag
aggccguacu
uguggccecag
ggagugccca
cgaccgecge

aCUUBUEBCE

66

aaagaaaaac
gccagaucgu
cgacaaggaa
aucggegeuc
augagggacl
gccecacuga
guggeuuuge
ccagagcugu
accuaceceg
CEgUCUCUgC
ccaaugacag
cgugcgagag
ugeggecagec
ccgeoecaccul
cccagguguu
UCUACCCURE
CCAacggecac
UUABCERELC
EggCcgaaggy

uuggaggege

agcagaacau

auugcaauga

acucgucagg
gguggggceac
geuggecacua
uguacuguuu
ccuacacaug
agggecucaug

cgecaceuug

caaaagaaac
Uggcggagua
aacuucggag
cacuggeaag
Cggcugggca
ceeecggeau
cgaccucaug
CECECACEEC

uuuececeouuy

Ugeecaggug

catcacuugg
aguggggaau
cggugeocclc
cugcucugcu
caucgucucg
caccaucacu
caugauccug
ucacuggggc
cauugucauc
uguugecacgu
ucagcucauu
cuegcuugaac
guguccaggg
ccuacaguac
ccccccaaég
cacecccage
gggagagaau
guucggeuge

ccgeaccaga

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3560
3960
4020
4080
4140
4200
4260
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gcugacuuca
gaugeccacuu
uacccuidaca
auguauguag
cgecugcgact
gaaugggeca
caccuucacc
aaauacgucg
gucugcgeel
uuggucgucu
UUCUUCEUEE
acuggccuau
gacgcaceug
cucaccccgsg
acCCCUgEgEes
gauggcaucg
uggouuuugg
uacuucguca
gguagguaug
gaccacecuca
guggaaccca
gcugcaugug
CUCCUCEZCE
gocuuaugeoe

gacaggacag

‘ggaacaacca

pceggeuuac
uggcoeagece

uaucugguca

acgccageac
avauuaagug
gacucuggceca
EGEEEEUUEA
Uggaggacag
uccugecocug
agaacaucgu
uucgauggga
gcuuguggau
ugcacgeuge
cageuuggea
gegcccuucug
ugecacggaca
gguauaagac
aagecaugau
cgugggccgu
CEUUECUUEE
gageoucacge
nucaggugge
caccuauguc
ucaucuucag
geggacauucu
CagCuUgaugg
agcaaacacg

aacaggreegg

ucucgEegpu.

gggguUCCgRu
cceccugggac

cgegeaacge
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ggacuuguug
Ugguucuggg
uuaccecuge
gecacaggeuc
ggacaggagu
caccuacuca
ggacguacaa
guggguggua
gcucaucuug
gagugcggeu
caucagggeu
ccuacugeuc
gauaggegug
CCUCCUSEERT
ucaggagugg
cacuaugduue
goccugeuuac
ucugauaagg
gouauugges
ggacugggee
uccgauggag
acauggacuu
cuacaccuce
aggccuccug
ggaaguccaa
uuuguggacu
cacgcagaug
caagucuuug

ugalgucauc

ugcccuacgg
cccuggeuca
acagucaauu
acggecgeau
Cagougucuc
gacuuacccg
uvacauguaug
cucuuauuce
uugggccagg
agcugecaug
CEEguggucce
auggcacuge
gEuuuguuga
caguguclgu
guaccaccea
UECCCEEBUE
cUCUUEAZEE
guaugegeun
cuuggeaggu
geuageggee
aagaagguca
cecguguceg
aaggggugga
ggcgecauag
auccugucca
guuuaccacg
vacucgagug
gagececgugea

cecggcucgga

67

avuguuuLag
C3CcCaaagug
uuaccaucuu
geaacuucac
cucuguugca
cuuugucaac
gecucucace
ugcucuuage
CcCRaagrage
geeclccuaua
couugaccac
cCCggeagee
uanugaucac
ZEUERUUEUR
ugcaggugeg
ugguguuuga
ccgouuugac
ugpugaagea
ggacuggeac
ugcgegacuu

ucgucuggge

ceegaclcgg

agcuccuuge
uggugaguan
cagucucuca
gagecuggeaa
Cugaggggga
aguguggagce

BacgCcggega

gaagcatcecu
ccugguccac
caagauaagé
ucguggggau
cucuaccacg

uggucuucuc

ugeuaucaca

ggacgeeaga

auvuggagaag
uypuygecauc
cuauugecuc
uduaugccuau
ccucyucaca
cuaucuccug
cggecggeege
cauuaccaaa
acaugugcecg
BCUCECREER
cuacaucuau
agcggucgece
ageggagacg
ccaggagauc
ucccaucacu
Eacggggcgy
guccuuccue
caagacucua
cuugguagge
cgucgaccua

CaagCcgegga

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
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gcauugcucu
ugeccuageg
aaauccaucg
agugacaaca
ccaacuggea
guacuaguge
gcacauggea
aucacguacu
gacaucauca
acgguccuug
ccecccggeu
ggugagauce
cugavuuucu
ggeuugaaug
gauguggugg
gugaucgacu
acuauvaacca
acagguagag
auguuugaca
acaccagcgg
ugucaagacc
cacuucclcu
gcuacggugu
cuggecegac
auvuaccaaug
gcugaccuug
geecgecauauy
CEBgUCEUCE

ugegecucua

ccccgagacce
gccacgucgu
auuucaucce
gcacgeoeace
guggaaagag
uwuaaccccuc
Ucaalcccaa
ccacauaugg
gaugcgauga
aucaagcaga
cagugacaac
ccuucuaugg
gccacucaaa
ccguggeaua
ucgucgecac
gcaauguage
¢cacagacugu
Eaagacaggs
BUgUagugcu
agaccaccgu
avcutgaatu
cccaaacaaa
gegeocagage
ucaageouac
aggucacccey
aggucaugac
geeuggegace
nugegeepga

gEECEBCuUCU
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cauuucgacc
ugggcucuuc
cguugagaca
EECUgUgCEe
caccaagguc
gguagougece
cayuaggacu
caaauuucuc
augccacgeu
BACAECCERE
cccecaucee
gagEgCgauy
gaaaaagugu
cuauagaggy
cgacgecoud
ggucacccaa
cccacaagac
cacuuauagg
vugugaguge
caggcuuaga
UUgggaggca
ECAAgCELER
caaggeeccu
ECUUgCEEEC
cacacacccu
CAagcacpguge
uggaugeguu
Gaaggaggue

caucgaagag

uugaaggggu
cgagcagecug
cucgacguug
cagaccuauc
CCUgUCECEY
aCCCUgEgERU
ggagucagga
gccgaugggg
guggaugcua
gucagacuaa
gaualagaag
cceecuaucey
gacgageucg
ulggacgucu
augacgggeu
gcugucgacu
gecugicucac
uauguuucea
uaggacgeag
geguanuuca
guuuucaccg
gagaacuucg
cccecegiecu
cceacaccuc
gEBacgaagu
guccuageug
uccaucaucg
cuguaugagg

gggcagegega

68

CCUCEEREER
ugugcucucg
yuacaagguc
aggucgggua
augceccgececa
Uuggggegua
ccgugaugac
geugegeuag
ccuccauucu
Cugugecugge
agguaggecu
gecaucaaggg
CEECEECCCU
ccauaauace
acacuggaga
llcagecugga
gcagucageg
cuggugaacg
gggcugegug
acacgcccgg
gccucacaca
cguaccuagu
gggacgeeau
uccuguaceg
acaucgccac
gaggaguccu
gcecgeuugea
cuuuugauga

uagecgagau

gCCgRUECUC
BEECgUgECe
ucccacuuuc
cuugcaugcu
gEEEvacaaa
ccuauccaag
CEggEggaggce
Cggcgecuau
Cggcatucgga
uacggecaca
CEBBECEERag
agggagacac
ucggggeaug
agcucaggga
cuyuugacuce
ccecacciiic
CCgCcggEcegc
agecucagga
guacgaucuc
ccuacccgug
caunagacgece
agecuaccaa
guggaagupe
Huugggeecu
augcaugcaa
ggecagecgue
cgucaaccag
gauggaggaa

guugaagucc

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
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aagauccaag
caggeouucau
ggcauccaau
auggcauuca
aucaugggag
gucaguggcc
auccuggcag
ggcgagaage
ECCCUBBUEE
gecgcegguce
ccuacucacu
cuuacuauaa
ccaugcuccg
uucaaaaauil
ugucaaaagg
UgCcggcgeca
accugcauga
gegecgaaac
gcggagguga
aaaauuccuul
cauagguuug
cuuaauuccu
uugagguccea
gecacggggau
cugcgggeca
cugcucaugg
uuucucgage
augcucccca

cCgCCgoucg

geuugcugea
ggceceaaagu
ACCUCECAgEE
gugccgeecu
gecugguuage
UgBUgEELLC
gauaugguge
ccucuaugga
UgEEEgUCcau
aaluggaugaa
acgugacgga
ccageceuacu
gauccuggeou
ggcugaccuc
gguacaaggsg
acaucucugg
acaccuggesa
ccoeocacgaa

cgcageaugg

gccaacuacce,

cacccacace
augcugucgg
Hgcuaacaga
caccuccauc
ccugeaccac
AEEECEBURU
caauggecga
gBagegggul

uggaaucgug
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gcaggocucu
ggaacaauuy
atugucasca
caccaguccg
gucccagauc
Ugccguggee
gggeauuucg
agaugucauc
CUgcEcggee
caggeuuauu
EUCEEaUgCE
cagaagacuc
cegegatgug
uzaauuguuc
Ugugugggece
CAAUZUCCEC
ggggacouuy
cudcaagacc
gucguacuce
uucubcagag
aaagccguny
gucccageuu
uccgecccac
ugaggegage
ccacageaac
ggecucagaca
ggaagagage
uccacgggcce

gaggaggcca

aagecaggccee
ugggccagac
cugccaggga
uuguegacca
geaccacceg
agcauaggee
EEEECCCUCE
aaucuacuge
auucugegec
geouuugeouy
ucgcagcgug'
cacaauugga
UREZACUBEE
CCCaagouge
ggcacuggea

cugggoucua

€tuaudcaauu

geceaucugga
vaugugacag
uyuuucuccy
Huccggegaug
cccugugaac
aucacggegg
utcucaguga
accuaugacg
gagccugagu
gaccuugage
ugaccggeuu

gauuaccaac

69

aggacauaca
acauguggaa
aceceegegegu
guaccaccal
cggggecceac
uggguaaggu
ucgcecauvucasa
CUugggauccu
ECCAcEugesg
ceagaggaaa
ugacccaacu
uvaacugagga
utugcaccau
ceggeoucen
ucaugaccac
Ugaggaucac
gouacacgga
£8EUEECEBC

gacugaccac

ggguggacgg

aggucucguu
clgagcccga
agacugcgge
gecagcuaue
uggacauggu
cCagggugce
ccucaavace
gggcacggee

cgeecacegu

acccgeuaug
cuucauuage
ggecuuccaug
ccuucucaac
CEggCuuuguc
gCugguggac
gaucaugucu
gucuccggea
accggggeag
ccaegucgcee
acuuggeucu
cugeccccauc
cuugacagac
cuucauctcu
gegeugecocu
agggecuaaa
gggoecaguge
clteggaguac
ugacaaucug
ugugcagauc
CUgCEBUEEE
cgcagacgua
geggegeuug
ageaccgucg
cgaugecaac
cguucuggac
aucggagugc.
ugacuacaac

ugcugguuguy

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180

9240

9300
9360
9420
9480
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gcuclicceece
cugagcgaga
ccercocucga
ccgacgucce
CUCZagEEESR
CCCCHEERER
gaggacgaua
ceccuguagec
uaccauaaca
acuuuugaca
cuagcggcuu
cecaccccauu
EBEABEECCE
ccaauucecca
gguaagaaac
auggcccucu
uuccaguacu
gaccccaugg
aucaggaccg
auacacucge
accugcgeuy
aucacaugeu
augcugguau
gageggaace
tceeccagac
geguugggee
geoegggeug
auccaguaug

cucaugguce

cceccaagaa
geaccauauc
goggugauge
cuggugagce
ageccuggaga
gggggguage
ccaccgugug

ccgaagagga

agguguacug

ggacgcaagu
ccaaggucag
cugcaagauc
uuaaccacau
caaccaucau
cageucgecu
augacauac
geecugecea
guuyuicgua
aggaguccau
ugacugagag
acagacguug
augugaaage
gcggegauga
ugagagecuy
cggaahauga
cgrggggecy
ceuggpgaaac
cuccaaccau

aagacacoecu
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ggececegacy
agaagccceuc
aggcucgucce
ggeececlca
uccgegaccug
uccegguucg

cugcuccaug

aaaguugeey

Jacaacauca
gcucgacgcee
cgeaaggruc
caaguaugga
caaguccgug
ggecaaazau
caucguuuac
acaaaagcul
aCggEUEEag
ugauacccga
auvaccaggce
acuuuacgua
ccgegeoage
cecuagcggee
ccuaguaguc
cacggaggece
ccuggagcua
cegeagauac
aguuagacac
auggguucge

ggaccagaac

cecucceccecaa
cagcaacugg
acgggeeEces
gagacagguu
gagucugauc
ggcucggggu
ucauacuccu
aucaacccul
aagagcgecu
cauuaugacu
cucaccuugg
uucggggeca
uggaaggace
gagguguucu
gougacoucg
ccucaggegg
uaucucuuga
ugouucgacu
UECUCCCUES
gEagggccca
ggggugcuad
ugcaaggeug
aucucagaaa
augaccaggu
auvaacauccu
uaccugsdacca
uccecuauca
augguccuaa

cucaacuuug

70

ggagacgecy
ccaucaagac
gcgecgecga
ccgecuccuc
agguagagcu
cuuggucuace
EBaCCgEgec
ugaguaacuc
cacagaggge
caguculaaa
AgEaggcgug
aggagguccg
uccuggaaga
geguggaccee
BCBUCCEERU
uaaugggagc
aagcauggge
caaccgucac
ccgaggagge
uguucaacag
¢cacuagceay
Cggggauagu
gecaggggac
acucugcece
guuccucaaa
gagacccaac
aﬁucauggcu
ugacacacuu

agaugLuauge

gacagugggu
cuuuggeeag
auccggeggu
uaugececce
ucaaccucce
uugcuccgag
ucuaauvaacu
gCuguugecga
uaaaaaggua
ggacaucaag
ccaguugacu
cageuuguec
cccacaaaca
cgecaagges
cugcgagaaa
Huccuaugge
ggaaaagaag
ugagagagac
cogeacugec
caagggucaa
ggguascace
ugecgeccaca
ugaggaggac
uccuggugau
UgUgUCUgUg
cacuceacuc
gggaaacauc
cuucuccauu

aucaguauac

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

16020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
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uccgugaauc
ucuaugcaca
ggggegeeac
ucccguggag
aagcucaaac
gucggcgeeg
CUCUUCEECC
agcggeacac
uuuBuuULLY
uauucuacuu

ucecgugagee

<210> 26
<211> 11876
<212> ARN

cyuuggaccy
cauacucuca
CCCUCagERgu
ggaaagegge
ucacuccauu
gCBEgEECEa
uacuccuacy
acuagguaca
(PTG H TN
UCUMUCUUZE

gcaugacuge

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: replicon d ARN derivado del vector de expresion rFGR-JFH1/SEAP/GND

<400> 26

accugecceocu
cuucacgeag
cceceeucecg
aagacugegu
caagacugeu

CgCcuugegag

aauaggggey
aaagcgecua
ggagagecay
CCLUUCUUEE
AgCCEagURE

URCCCCEEgEa
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uccagccaua
ccacgaacug
guggaagagu
CEUUUgCERC
geeggaggeg
cauuuzucac
UUUCZUALRE
cuccauagcu
UUCHUU T
uggeouccauc

Agagagugce

acacuccgcc

goccauggegl

AgUEEUCUEC

aulaaacccac

CEUUgEEUUE

ggucucguag

auugagaggu
acgcgggugey
CZEECUCECE
cgauaucucu
cgccuacugg
ageguUEUCEC
guaggccuct
aacuguuccu
uuuuuuucce
uuagccouag

guaacugguc

augaaucacu
uaguaugagu
ggaaccggug
ucuaugeccg
cgaaaggcecu

accgugeace

71

uacacgggcu
cuucagcceu
cagucaggee
ucaauugggc
acunauccag
gegocegace
uccuacucec
(TEHT{TEISTRUL I}
ucuuucuucce
ucacggeuag

ucucugcaga

cceougigag
gucguacage
aguacaccgg

ECCAULUELE

ugugguacug

augagcacaa

ugacgccuuu
cagaaaacuu
gucccucauc
ggugaagacc
uugguucace
cegcucauua
cgeucgguag
guuuutuuuy
cuucucaucu
cugugaaagg

ucaugu

11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11876

gaacuacugu 60
cuccaggeecc 120
aauugccggg 180
cgugececeey 240
ccugauaggg 300

aucciaaacc 360
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ucaaagaaaa
gggccugagy
cuggaaccge
agccgreaag
ugccaggauce
ggaccgeuue
caguggagec
cuugagugea
cgugaugaau
gcagecacgee
CECCEaCEUg
guccaacaug
aaccccagac
gaaucuggug
ugagecucaug
uggagacaug
gacagaggcu
gggugguecge
gaucauguuc
gagceucguc
gagcuccauce
ccuauvacgga
gagregagage
ccacgeagge
CRUgCaggag
caccgecuge
uagagueggg
ceccuaacgu

uauuuvuccac

accaaaagaa
cuacagcucll
gaggeageeg
aaccucauca
cuaaaaggge
ccauaugugg
acagccacgg
geegeocgeu
CEggccazga
ucgecageeg
ccugccucgg
gacauugacg
ccugaguacce
caggaaugge
caggcouucce
aaauacgaga
ECCCUECECC
aucgaccaug
gacgacgcca
acugccgace
UUCEgECcuUgRg
aacgguccag
gggagecceg
gAaggacgugg
cagaccuuca
gaccuggcege
gCgECCggee
uacuggecga

cauauugecg
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acaccaaccg
cccugggeau
aggececugeg
UCUUCCUEER
agaagaagga
cucuguccaa
ccuaccugug
UUaaCCARUE
aagcagggasa
geaccuacge
cccgecagga
ugauccliagg
cagaugacua
Uggcgaageyg
uggacccguc
Hccaccgaga
ugcugageag
gucaucauga
uugagaggge
acucecacgu
ccecuggeaa
gocuangugcu
aguaucggca
cgguguucge
uagegcacgu
cecececgeegg
geuucgagea
agccgeuugg

uculuuggea

acgcguaaug
caucccaguu
UgCCgeccaag
CEaugggaug
caaacuggeg
gacauacaau
cggggucaag
caacacgaca
gucaguggga
ccacacggug
ggggugecag
uggaggeoga
cageccaaggu
cecagggugec
ugugacceau
cuccacacug
gaacccocge
dagcaggecu
gEECCAgCUC
cuucuccuuc
ggceceggegac
caaggacgge
gcagucagea
gcgeggeeeg
cauggecuuc
caccacegac
gacaugaguul
aauaageccg

augugaggec

72

cugcugeuge
Eaggaggaga
aagcugcage
gEEguUguUCuUa
ccugagauac
guagacaaac
ggeaacuuce
Cgeggcaacg
gugguaacca
aaccgcaacu
gacaucgcua
aaguacaugu
gggaccagge
CEgguaugugu
CUCAUZEEUC
gaccccuccee
ggocuuculuce
vaccgggceac
accagcgagg
ggaggecuace
aggaaggecu
ECCCBECCRE
gugcecocugg
caggegeace
gcegecugel
geegegeace
uaaacccucu
gugugcguuy

CCggaaaccu

ugcugeugeu
acccggacuu
cugcacagac
cggugacage
cceuggecau
augugccaga
agaccauugg
aggucaucuc
ccacacgagu
geguacucgga
cgecagcueau
wucgeauggg
uggacgggaa
ggaaccgeac
ucuuugagec
ugauggagau
ucuucgugga
ugacugagac
aggacacgcu
€CCUgCEALE
acacgguecu
auguuaccga
acgaagagac
UEgEUUCACEE
uggageccua
CEggunacuc
cceuceeces
guctauaugu

gEccougucy

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ucuugacgag
augucgugaa
ccocuuugcag
guguauaaga
Uuguggaaag
agaagguace
uuuagucgag
gaaaaacacg
accaaccgue
uacuuguuge
cggucccage
gccuggggaa
ggauggcuce
aggucgegea
ggguacauce
gugagaguce
neuaucuucu
aagaauacca
cagcucgagg
acgucacggu
acgcaggguc
cucuacgugg
ccgtaguace
ggacaccgea
gCgudcguga
gucauguucg
cuucugecugg
uccacgaacg

aacaccaacg

cauuccuagg
ggaagcaguu
gcagcggaac
uacaccugea
agucaaaugg
ccauuguaug
gullaaaaaaa
augauaccal
gecoccagaaga
CECECABEEE
cacgugggag
aaCCAaggUCE
uguccceceg
acguggguaa
ccgucguagg
Uggaggacge
ugcuggceceu
guagecagcua
CUgCEgUlcU
guugggugec
ugcggacgea
gggaccucug
acugpuuugu
uggcauggga
ugegeguecee
geocuuggecua
CCECUggggu
ugauugceccgg

gcaguugegca

ES 2 346 326 T3

ggucuuucce
ccucuggaag
ccceeaccug
aaggcggcéc
cucuccucaa
ggaucugauc
cgucuaggec
gagcacaaau
cguuaaguuc
ccccagguug
acgeccagccece
CCCCUgECCC
aggcucucge
agucaucgac
cgccecgouu
gguliaauuau
guuguccuge
cauggugace
ccacgucccec
agucucgcceca
caucgauaug
UERCEEEEUE
gcaagaauge
caugaugaug
cgaggucauc
cuucucuaug
EgacCgCEgRC
cguguucage

caucaaccgu

cucucgecaa
cuucuigaag
gcgacaggug
aaccccagug
gcguauucaa
uggggecucy
ccecgaacca
ccuaaaccuc
CCEBECEECE
ggugugecgcea
auccccaaag
cuanauggga
ccouccuggg
acccuaacgu
AgUEECECCE
gCaacaggea
aucaccguuc
aaltigacugcu
BEBUgCgUCe
aacauggeug
guugugaugi
augcucgegg
aauugcucca
aacuggucge
auagacaucg
cagggagcgu
accaccacceg
cauggeceuc

acugecuuga

73

aggaaugcaa
acaaacaacg
CCUCUECRBEC
ccacguugug
Caagggacug
gugcacauge
CggEgacgug
aadgaaasaac
gcecagaucgu
cgacaaggaa
aucggcgeuc
augagggacu
geeoccacuga
guggecuuuge
6Cagageugu
accuaccegg
cggucucuge
cecasugacag
cgugegagag
ugeggeagee
cegeeaceuu
cccagguguu
ucuacccugg
cecacggecac
uuagecggeac
gggcgaaggu
uuggaggege
agcagaacau

auugcaauga

gguctguuga
ucuguagega
caaadagecac
aguuggauag
aaggatgece
uuuacaugug
guutuccuuu
caaaagaaac
Uggcggégua
aacuucggag
cacuggcaag
CgECUgggca
ccCccCcggcau
cgaccucaug
cgegeacgge
uuucceccuuu
ugcccaggug
caucacuugg
aguggggaau
cggugeececuc
cugecucugeu
caucgucucg
caccaucacu
caugauccug
ucacugggge
cauugucaus
uguugcacgu
ucageucauu

cuccuugaac

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
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accggcuuuc
CECCuUguccg
gaggauaalg
CCEuguUggCeE
ccgguaguag
gagacagaug
acguggauga
geugacuuca
gaugccacuu
uacceouvaca
aUgUaAUgUAg
CgCUgCgacy
gaaugggeca
cactuucace
aaauvacgucg
gucugcgecu
uuggucgucu
uucuUucguEg
acuggccuau
gacgcaccug
CUCACCCCEE
acCccuggegs
gauggcaucg
UEECUUUUEE
uacuucguca
gguagguaug
gaccaccuca
BUggaacccea

geugeaugug

ucgcggecuu
ccugecgeaa
ucaccaauce
uaguccecge
ugggeacgac
ucuueccuacu
acuccacugg
acgccageac
avauuaagug
gacucuggea
BEEgggguuga
uggaggacag
uccugeccug
agaacaucgu
uucgauggga
geuuguggau
ugcacgeuge
cagcuuggea
EECLCUUCUE
ugcacggaca
gEUauaagac
aagccaugau
CEUgggCCgU
CgUUECUUEE
gagcucacge
uucaggugge
caccuauguc
ucaucuucag

gggacauucu
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guucuacacc
caucgaggcu
agaggauaug
gaggucugug
cgacagacgu
gaacagcacc
utucaccaag
ggacuuguug
UggUUCUEEE
uuacececuge
gcacaggcuc
ggacaggagu
caccuacuca
ggacguacaa
BUgEgUgguA
gCUCAUCLUE
EAagUECEETY
caucaggggu
ccuacugcue
gauaggcgug
cCuccucgee
Ucaggagugg
cacuadauuc
geougeuuac
ucugauaagg
gouauuggee
ggacugggcece
uccgauggag

acauggacuu

aaccgecuuua
uuccggauag
aggecguacu
uguggcceag
ggagugecca
cgaccgecge
acuugugece
ugcccuacgg
cocuggeouca
acagucaauy
acggccgcaﬁ
cagceugucuc
gacuuacccg
vacauguaug
cucuuatucc
uugggecagg
aacugccaug
CggguggUce
auggeacuge
gguuuguuga
cagugucugu
guaccaccea
ugccecgggug
cucuuasggeg
guaugegeuu
cuuggecaggu
gcuageggec
aagaagguca

CCCEURUCCE

74

acucgucagg
ggugggecac
gcuggcacua
uguacuguuu
ccuacacaug
agggcucaug
CECcaccuug
allugutivuag

caccaaagug

‘uuaccaucuu

gcaacuucac
cucuguugea
cuuldgucaac
gecucucace
ugcucuuagce
ccgaageage
gococuccuyaua
ccuugaceac
CCCRECAgEC
uauugaucac
EEUEEUUEUE
UgCaggugcg
ugguguuuga
cegeuuugac
uggugaagea
ggacuggeac
ugcgegacuu
UCEUCUZEEE

ccGgacucgg

BUgUCCagElR
ccuacaguac
ccececcaaag
cacccecage
gggagagaau
guucggeuge
ccgecaccaga
gaagcauccu
ccuggutcac
caagauaaga
UCgUgERgau
cucuaccacg
uggucuucuc
ugcuaucaca
ggacgecaga
auuggagaag
uuuugecaus
chauugccuc
uuaugeeuau
ccucuucaca
cuaucuccug
CEBCEECCEC
cauuaccaaa
acaugugeceg
GCUCECEEES
cuacaucuau
agcggucgece
agcggagacg

Ccaggagauc

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
2100
5160
5220
5280
5340
5400
5460

5520
5580
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cuccucggec
geuuaugecece
gacaggacag
ggaacaacca
gccggeuuac
uggeccagee
uaucugguca
gcauugecucu
ugcccuagge
aaauccaucg
agugacaaca
ccaacuggca
guacuaguge
gcacauggea
aucacguacu
gacaucauca
acgguccuug
CCCCCCEERU
ggugagauce
cugauuulcu
ggcuugaaug
EaUgUgEUEE
gugaucgacu
acuauaacca
acagguagag
auguuugaca
acaccagcgg
ugucaagacc

cacuuccucu

cagcugaugg
agcaaacacg
aacaggccgg
UCUcgggesu
gggguccggu
CCCCUgggac
cgeggaacge
ccccgagace
goccacgucgu
auuucauccse
geacgeccace
guggaaagag
unaaccccuc
ucaatcceaa
ccacauaugg
vaugcgauga
aucaagcaga
cagugacaac
ccuucuaugg
gccacucaaa
ccguggcaua
ucgucgecac
gcaauguage
cacagacugu
gaagacaggg
guguagugeu
agaccaccgl
aucuugaauu

cccaaacaaa
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cuacaccuce
aggeccuccug
ggaaguccaa
uuuguggacu
cacgcagaug
caagucuuug
ugaugucauc
cauuucgace
ugggecucuuc
cguugagaca
ggcougugece
caccaagguc
EELAagtugee
cauuaggacu
caaauluclc
augccaggeu
BACAgCCgEE
ccéecaucce
gagggogauu
gaaaaagugu
cuavagagegg
cgacgecoouc
ggucaccceaa
cccacaagac
cacuuauagg
Uugugaguge
caggcuuagsa
UUgggaggca

ECaagCgessg

dagggeugga
ggegecauag
auccugucca
gUUUaCCace
uacucgagug
gagccgugca
CCcggcucgea
Uugaaggggu
cgageageoug
CUCZaCEuug
cagaecuauc

ccugucgegy

acccugggeu

ggagucagga
BCCEaUgEEy
BugEgaugcua
gucagacuaa
gauatagaag
cceorouaucou
gacgagcucg
uygggacgucu
augacggggy
gecugucgacu
gcugucucac
uauguuucca
UACEACECAE
gcguauuuca
guuuucaceg

gagaacuucg

75

AgCUCCUUEC
uggugaguau
cagucucuca
gagcuggeaa
CUE3BEERER
aguUEUEEAEC
gacgcgggea
CCUCEEEEBEE
UgUZCUCUCE
uuacaagguc
dggucgggua
augccgecea
uugggegcgua
ccgugaugac
geugegecuag
ccuccauucu
cugugcugge
agguaggecu
grcaucaaggsg
cggcggeeeu
ccataaunacc
acacuggaga
ucagecugga
gecdgucageg
Cuggugaaceg
EEECUECRUE
BCACECCCEE
gecucacaca

cguaccuagu

ucccaucacu
gacggggegu
guccuuccuc
caagacucua
CULgguagge
cgucgaccua
caagoegggea
gCccggugeuc
EEECEUEgCC
ucccacuuuc
cuugcaugeu
gggguacaaa
ccuauccaag
CEEERALECC
cggegecuan
cggcaucgga
uacggecaca
CRBECEEBag
agggagacac
UCEERECAUE
ageucaggga
cuuugacucc
cceecaccuuc
ccégegggege
agccucagga
guacgaucuc
CCUACCCEUE
cauagacgec

agccuaccaa

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200

7260

7320
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gCcuacggugu
CUgECCCEAT
auuaccaaug
gcugaccuug
gocgealauu
cgagucguceg
ugcgeoucua
aagauccasag
caggeoulucau
gEcauccaay
auggcauuca
aucaugggag
gucaguggcec
auccuggceag
ggcgagaage
ECCCUEBURE
ggCcgcgguce
ccuacucacy)
culiacuauaa
CCaugcuccg
uucaaaaauu
ugucaaaagg
ugcggcgoea
accugcauga
gcgregaaac
BCEgagguga
aaaauuccuu
cavagguuug

cuiiaauuccu

gcgecagage
Hcaageccuac
aggucacccu
aggicaugac
gccuggegac
uugcgeegga
EggCBgcucu
geuugecugea
ggcccaaagl
accucgecagg
gugccgeecu
geugguuage
UBBUEEELEC
gaunaugguge
ccucuaugga
UBggggucau
aauggaugaa
acgugacgga
ccagecuacu
gauccuggeu
gEcugaccuc
gguacaaggg
acaucucugg
acaccuggea
cocoecacgaa
cgcageaugg
gccaacuace
cacccacace

augcugucgg
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caaggccccu Cccccguccu gggacgeoceau

gCUUgCggee
cacacacccu
cagcacgugg
Uggaugeguu
uaaggagguc
caucgaagag
geaggeccucu
ggaacaauuu
auugucaaca
caccaguccg
gucccagauc
UBCCEUEEEC
gEECAUULCE
dgaugucauc
CUgCECgEce
caggeulauy
gucggaugeg
cagaagacuc
ccgecgacgug
uaaauugunc
UBURUZEECC
caauguccge
ggggaccuuu
cuacaagacc
gucguacuce
uucuccagag
aaagccoguun

gucccageuu

cccacaccuc
gggacgaagu
guccuagcug
uccaucaucg
cuguaugagg
Eggcagcegga
aagctaggcce
ugggccagac
cugccaggga
vuglcgaccea
gecaccacceg
agcavaggec
BEgECCCUCE
aaucuacuge
auucugecgee
gocuuugeun
ucgtagcgug
cacaauugga
UggEacuggsg
cccaageuge
ggcacuggea
cugggcucua
ccuancaauu
gccaucugga
uauguaacag
uuuyucuced
uuccgggaug

cccugugaac

76

UCCUgUAaccg
acaucgccac
gaggaguccu
geccgeuugea
cullulgauga
uagecgagau
aggacauaca
acauguggaa
acccegcggu
guaccaccau
CEEEEECCAc
Uggguaaggu
ucgcauucaa
CUgggauecu
gCCacguggg
ccagaggaaa
ugacccaacu
uaacugagga
duugcaccau
ccggeecucce
1caugaccac
ugaggaucac
gcuacacgga
EEEUEBCEBC
gacugaccac
ggguggacgg
aggucucguu

cugagcccga

guggaaguge
uuugggeoecu
augcaugeaa
ggcageegue
cgucaaccag
gauggaggaa
guugaagucc
acccgeuaug
cuucauuage
ggcuuccaug
ccuucucaac
CEECUUUgUC
geugguggac
gaucaugucu
gucuceggga
4CCEREEEBAaRg
ccacgucgee
acuuggeucu
cugccccauc
cuugacagac
cuiicauctcu
gcgeugeecu
agggccuaaa
EBECCAgUBC
cucggaguac
ugacaaucug
ugugcagaug
cugeguuggg

cgCagacgua

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
B040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
3060
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uugaggucca
gracggggau
cugcgggeca
cugcucaugg
UUUCUCEAEC
augcucccca
cegecgeucg
goucucecce
cugagegaga
ceccececucga
cecgacguccec
CUCBagggeE
ceccaggegg
gaggacgaua
cccuguagee
vaccauaaca
acuuuugaca
cuagcggeuu
ccaccecauu

g£8g8agggcceyg

ccaauuccea

gguaagaaac
abggececucu
unceaguacu
gaccceaugg
aucaggaccg
auacacucge
accugcgguu

aucacaugcu

ugcuaacaga
caccuccauc
ccugeaccac
agggeggugy
caauggccga
ggageggguu
uggaaucgug
cececcaagaa
geocaccauauc
gcggugauge
cuggugagee
agececuggaga
BggEgguage
Ccaccgugug
ccgaagagga
agguguacug
ggacgeaagu
ccaaggucag
cugcaagauc
uuaaccacau
caaccaucau
cagecucgeeu
augacauuac
ccecugeeca
guuuuucgua
aggaguccau
ugacugagag
acagacguug

augugaaage
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uccgececac
ugaggCcgage
ccacageaac
ggcucagaca
ggaagagagce
uccacgegece
gaggagecca
ggccecgacg
agaagececuc
aggcucguce
ggccecocuca
uccggaccug
UCCCEEUUCE
cugcuccang
aaaguugceca
uacaacauca
goucgacgee

cgcaaggeouc

caaguaugga

casguCccgug
ggecaaaaau
caucguuuac
acaaaagcuu
acggEuggag
ugauaccega
auaccaggec
acuuuvacgua
ccgecgecage

ccuagcggee

aucacggegg
uccucagiuga
accuaugacg
gagccugagu
gaccuugage
uuaccggeuu
gauuaccaac
ccuccceeaa
cagcaacugg
acgggeEgcey
gagacagguu
gagucugauc
ZBCUCEEEBU
ucauacuccu
aucaacccul
aagagcgocu
cauuaugacu
cucaccuugg
uucggggeca
uggaaggacc
gagguguuct
ccugaccucsg
ccucaggegg
uaucucuuga
ugcuucgacu
ugeucccuge
Egagggcccea
ggggugeuaa

ugcaaggcug
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agacugegge
gccagcuauc
uggacauggu
ccagggugec
ccucaauace
ggecacggce
cgcecaccgu
ggagacgeeg
ccaucaagac
gegecgecga
cegoouccuc
agguagageu
cuuggucuac
BEaCCEgEgC
ugaguaacuc
cacagagggce
cagucuuaaa
aggaggegug
aggagguccyg
tuccuggaaga
geguggacee
gcguccgggu
uaaugggage
aageauggge
caaccgucac
CCgaggagsc
uguucaacag
ccacuagcau

cggggauagu

gecggegeuug
agecaccgucg
cgaugccaac
cguucuggac
aucggaguge
ugacuacaac
UgCUgEUUgU
gacagugggu
cutuggeccag
auccgeEcggu
yaungecececece
ucaaccuccc
uugecuccgag
ucuaauaacu
gecuguugega
Uaaaaaggua
ggacaucaag
ccaguugacu
cagecuugucc
ccecacaaaca
cgecaagggs
cugcgagaaa
uuccuaugge
ggaaaagaag
Ugagagagac
ccgeacugee
caagggucas
ggguaacace

ugcgeccaca

9120
9180
9240
9300
3360
9420
8480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
8900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
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augcugguau
gageggaace
ceeeceagac
gCguUUggEce
BCCCREECUE
auccaguaug
cucauggucce
uccgugaauc
ucuatgcaca
ggggegecac
UCCCEUZEag
aagecucasac
gucggegeeg
cucuucggee
agcggcacac
(UL THLIRER R IR
waulcuacuy

uccgugagece

gcggeaauga
Ugagagccuu
cggaanauga
cgegggegceg
ccugggaaac
cuccaaceal
aagacacccu
cunuggaccy
cauacucuca
cecucagggu
ggaaagogge
ucacuccauu
ECEEEEECEA
uacuccuacu
acuagguacsa
uuutuuuLuY
UCUUUCUUEE

gealgacuge

ES 2 346 326 T3

ccuaguaguc
cacggaggcece
ccuggagcua
ccgeagauac
aguuagacac
auggguucge
ggaccagaac
uccagecaua
ccacgaacug
guggaagagu
Cguuugcgegc
Eccggageeg
cauunygucac
unucguageg
cuccauagcl
utcuduuuuu
uggeuccauc

agagapugee

aucucagaaa
augaccaggu
alaacauccu
uaccugacca
ucceccuauca
aligguccuaa
cucaacuuug
auugagaggu
ACZCEERUER
CEEZCUCELE
cgauaucucu
cgocuacugg
agcgugucge
guaggceueu
aacuguuccu
uunuuuece
uuagececuag

guaacugguc

78

gccaggggac
acucugccce
guuccucaaa
gagacccaag
auucauggeu
ugacacacuu
agauguaugg
vacacgggeu
cuucagcecu
cagucaggge
ycaauugggc
acuuauccag
gecgeecgace
uccuacucce
uvuuuuHLuuy
tucuuucuuce
ucacggeouag

ucucugcaga

ugaggaggac
uccuggugau
UgugucugugE
cacuccacuc
gggaaacauc
cuucuccauu
aucaguauac
ugacgecuuu
cagaadacuu
guceccucauc
ggugaagacc
uugguucace
ecgeucauua
cgeucgguag
vuuuuuuuy
cuucucaucu
cugugaaagg

ucaugu

10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11680
11640
11700
11760
11820
11876
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