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DESCRIPCION
Sistema vector de adenovirus aviar 9 (fadv-9) y métodos asociados
Solicitud relacionada

Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad de la solicitud de patente provisional de EE. UU. No. 62/190,913,
presentada el 10 de julio de 2015.

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere al adenovirus aviar 9 (FAdV-9) y, mas particularmente, a un sistema vector de
FAdV-9 de suministro doble y métodos asociados, asi como también al uso del mismo para la prevencién de
enfermedad.

Antecedentes de la invencion
Los adenovirus aviares (FAdV) son patégenos aviares ubicuos y son miembros de la familia Adenoviridae.

Los adenovirus (AdV) del género Mastadenovirus han sido examinados como agentes anticancerosos
(Huebner et al. (1956), Cody y Douglas (2009), Yamamoto y Curiel (2010)) y vectores de vacuna (Lasaro y Ertl
(2009)).

El problema de la inmunidad preexistente contra HAdV-5, ejemplificado en el ensayo STEP de VIH que utilizd
HAdV-5 recombinante (Buchbinder et al. (2008), McElrath et al. (2008)), ha generado interés en el desarrollo
de serotipos de AdV menos comunes y AdV no humanos como vectores oncoliticos ((Cody y Douglas (2009),
Gallo et al. (2005), Shashkova et al. (2005)), y como vectores de vacuna (Barouch (2008), Lasaro y Ertl, (2009),
Sharma et al. (2009)). Se han desarrollado adenovirus aviares (FAdV) del género Aviadenovirus, que incluyen
las especies FAdV-A a FAdV-E (Adair, B. y Fitzgerald, S. (2008), Benké et al. (2005)), como vectores de vacuna.
La primera generaciéon de vectores de vacuna basados en FAdV ha resultado eficaz para provocar una
respuesta de anticuerpo contra un transgen suministrado (Corredor y Nagy (2010b), Ojkic y Nagy (2003)), y en
pollos ha conferido inmunidad protectora contra el virus de la enfermedad infecciosa bursal (IBDV) (Francois et
al. (2004), Sheppard et al. (1998))y el virus de la bronquitis infecciosa (Johnson et al. (2003)). El anélisis de los
genomas completos de FAdV-1, el virus huérfano mortal del embrién de pollo (CELO) (Chiocca et al. (1996)),
y FAdV-9 (Ojkic y Nagy (2000)) (especies FAdV-A y FAdV-D, respectivamente), y las regiones genémicas
terminales de FAdV-2, -4, -10 y -8 (Corredor et al. (2006), Corredor et al. (2008)) han mostrado que los FAdV
comparten una organizacién gendémica comun.

Los vectores de vacuna basados en adenovirus han resultado herramientas prometedoras para el control de
patégenos (Bangari y Mittal (2006), Ferreira et al. (2005)). La primera generacién de vectores de vacuna
basados en adenovirus aviar (FAdV) se han usado eficientemente para inducir una respuesta de anticuerpo
contra un gen ajeno (transgen) insertado (Corredor, y Nagy (2010a), Ojkic y Nagy (2003)), y en pollos han
conferido inmunidad protectora contra el virus de la enfermedad infecciosa bursal (Francois et al. (2004),
Sheppard et al. (1998))y el virus de la bronquitis infecciosa (Johnson et al. (2003)). El documento US 6,296,852
se relaciona con un vector recombinante que comprende un adenovirus aviar recombinante que incorpora al
menos una secuencia de nucleétidos heterdloga, a un método de producciéon de vectores recombinantes, a
métodos de preparacion de vacunas basadas en los vectores, a estrategias de administracién y a métodos
para proteger aves de enfermedades. El documento US 6,841,158 se relaciona con un adenovirus aviar
recombinante CELO con una supresidn en el extremo derecho del genoma viral que permite la insercién de
porciones grandes de ADN exbgeno.

Los vectores adenovirales del estado actual de la técnica, especialmente adenovirus aviares, han sido
obstaculizados por el limite del tamafio del inserto de ADN ajeno en el ADN vector. Consecuentemente, no es
posible clonar en insertos de ADN particularmente grandes que representan partes importantes de proteinas
inmunogénicas en un virus de replicaciéon independiente. Tampoco es posible clonar en méas de un gen. El valor
de tener un vector capaz de expresar antigenos dobles o incluso multivalentes es que sélo se requeriria una
vacuna para proteger contra dos o mas enfermedades. Esto no es posible con los vectores adenovirales
actuales del estado de la técnica debido a la falta de espacio de carga util.

Por lo tanto, persiste la necesidad de vectores adenovirales novedosos y en particular de vectores adenovirales
novedosos de suministro doble y usos de los mismos.

Breve descripcién de la invencién

Los inventores han desarrollado vectores adenovirales novedosos basados en adenovirus aviar 9 (FAdV-9)
recombinante. Los vectores son particularmente Utiles para el suministro o expresién de secuencias exégenas
y como vectores adenovirales de suministro doble. Insertadas en el vector novedoso pueden estar una o mas
secuencias de nucleétidos exégenas. Opcionalmente, las secuencias de nucleétidos exdgenas codifican uno o
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méas sitios antigénicos de una enfermedad de interés.

Por consiguiente, en un primer aspecto se provee un vector viral de adenovirus aviar 9 (FAdV-9) recombinante
como se define en las reivindicaciones 1 a 10. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 recombinante es un
vector viral de suministro doble.

El vector viral FAdV-9 puede tener una supresién en el extremo izquierdo del genoma. En una modalidad, la
supresidén en el extremo izquierdo del genoma comprende una supresiéon de uno o mas de ORF0O, ORF1 y
ORF2. El vector viral FAdV-9 tiene una supresién en el extremo derecho del genoma en donde la supresién en
el extremo derecho del genoma comprende al menos una supresién seleccionada de ORF19 y ORF17. En una
modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene supresiones tanto en el extremo izquierdo como en el extremo derecho
del genoma. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene ademas una supresiéon de ORFO, ORF1, ORF2,
TR2, y ORF11. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresiéon de ORF1, ORF2, TR2, ORF17 y
ORF11. En otra modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresién ORF1, ORF2, y ORF19. En otra
modalidad adicional, el vector viral FAdV9 tiene una supresiéon de ORF1, ORF2, y ORF19, TR2 u ORF11.

En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresién en el extremo izquierdo del genoma de
aproximadamente 2291 pares de bases, opcionalmente entre aproximadamente 1900 y 2500 pares de bases.
En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresiéon en el extremo derecho del genoma de
aproximadamente 3591 pares de bases. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresién en el
extremo derecho del genoma de entre aproximadamente 3000 pares de bases y 4000 pares de bases.

En una modalidad, el vector viral comprende una secuencia de nucleétidos con por lo menos 80%, por lo menos
90%, por lo menos 95%, por lo menos 98% o por lo menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia
que tiene las dos supresiones mostradas en la Figura 10A. En una modalidad, el vector viral comprende o
consiste en la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1, con una o0 més supresiones, opcionalmente
una o0 mas supresiones mostradas en la Figura 10A.

En una modalidad, el vector viral tiene una capacidad de insercién de mas de 4000 bp, mas de 5000 bp, més
de 6000 bp u opcionalmente méas de 7000 bp.

En una modalidad, el vector viral comprende por lo menos una de las siguientes:

(a) una secuencia de nucleétidos con identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en
donde los nucleétidos 38,807 a 42,398 han sido suprimidos,

(b) una secuencia de nucleétidos con identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en
donde los nucleétidos 34,220 a 36,443 han sido suprimidos, y

(e) una secuencia de nucleétidos con al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de
identidad de secuencia con las secuencias de nucledtidos descritas en (a) o (b).

Por ejemplo, en una modalidad, el vector viral comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una
secuencia de nucleétidos con identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde
una parte o todos los nucleétidos 38,807 a 42,398 han sido suprimidos. En una modalidad, el vector viral
comprende, consiste o consiste esencialmente en una secuencia de nucleétidos con una identidad de
secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde una parte o todos los nucleédtidos 575 a 2753
y 38,807 a 42,398 han sido suprimidos. En una modalidad, el vector viral comprende, consiste o consiste
esencialmente en una secuencia de nucleétidos con identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ
ID NO: 1, en donde una parte o todos los nucleébtidos 847 a 2753 y 38,807 a 42,398 han sido suprimidos. En
otra modalidad, el vector viral comprende, consiste o consiste esencialmente en una secuencia de nucleétidos
con identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde una parte o todos los
nucleétidos 847 a 2753 y 34,220 a 36,443 han sido suprimidos. En otra modalidad, el vector viral comprende,
consiste o consiste esencialmente en una secuencia de nucleétidos con identidad de secuencia con la
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde una parte o todos los nucleétidos 847 a 2753, 34,220 a 36,443
y 38,807 a 40,561 0 41,461 a 42398 han sido suprimidos.

En una modalidad el vector viral tiene insertada una o mas secuencias de nucleétidos exégenas. En una
modalidad, el vector viral comprende una o méas secuencias de nucleétidos exdégenas que codifican uno o méas
polipéptidos de interés, opcionalmente uno o més polipéptidos antigénicos o terapéuticos. En un aspecto, el
vector viral es un vector de suministro doble capaz de expresar dos 0 mas secuencias de nucleétidos exégenas.
En una modalidad, el vector viral comprende secuencias de nucledtidos exdgenas que codifican uno o mas
sitios antigénicos de una enfermedad de interés. En una modalidad, el vector viral comprende una secuencia
que corresponde a por lo menos un gen indicado en el Cuadro 1 o0 un homélogo del mismo.

En un segundo aspecto, la presente invencién provee células hospedadoras transformadas con uno o mas
vectores virales que se describen en la presente.
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Un tercer aspecto de la invenciéon es un método para producir un vector viral como se define en las
reivindicaciones, en donde el método comprende las etapas de: (a) proporcionar el vector viral FAdV-9 del
primer aspecto; (b) amplificar opcionalmente la secuencia de nucleétidos exdgena; (c) insertar la secuencia de
nucleétidos exdégena en el vector viral, y (d) introducir el clon infeccioso asi producido en una linea celular
adecuada. La secuencia de nucleétidos exdgena puede ser una secuencia como la que se define en la
reivindicacién 13.

En una modalidad, el vector viral FAdV-9 comprende una o mas secuencias de control recombinantes, tales
como uno o mas promotores. Opcionalmente, el vector viral comprende uno o més sitios de clonacién para
facilitar la insercién recombinante de secuencias de nucleétidos exégenas en el vector viral.

En un cuarto aspecto, se provee una composiciéon inmunogénica que comprende un vector viral FAdV-9 que
se describe en la presente, que tiene insertada en el mismo una secuencia de nucleétidos exégena que codifica
por lo menos un sitio antigénico de una enfermedad de interés. En una modalidad, la composicién
inmunogénica también comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una modalidad, la
composiciébn inmunogénica también comprende un adyuvante. En una modalidad, la composicién
inmunogénica es una vacuna.

En un quinto aspecto se provee una composicién inmunogénica del cuarto aspecto para usarse en un método
para generar una respuesta inmunogénica en un sujeto. En una modalidad, el método comprende administrarle
al sujeto un vector viral o composicién inmunogénica descrita en la presente. En una modalidad, los métodos
y usos descritos en la presente son para generar una respuesta inmunogénica contra un antigeno de
enfermedad, opcionalmente una o més enfermedades indicadas en el Cuadro 1. En una modalidad, los
métodos y usos descritos en la presente son para la prevenciéon de enfermedad o vacunacién de un sujeto
contra una o mas enfermedades.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién se haran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada. Sin embargo, se debe entender que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, aunque
indican modalidades preferidas de la invencién, Unicamente se dan a manera de ilustracién puesto que varios
cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencidn se haran evidentes para los expertos en la materia
a partir de la descripcién detallada.

Breve descripcién de las figuras

Las caracteristicas novedosas de la presente invencién se establecen en las reivindicaciones anexas. Sin
embargo, la propia invencién junto con otros objetos y ventajas de la misma se entenderan mejor en la siguiente
descripcién detallada de una modalidad especifica, al leerse junto con las figuras anexas, en las cuales:

La Figura 1 muestra un sistema vector de FAdV-9 (FAdmid). El FAdmid tiene las siguientes caracteristicas:
cepa no patégena de FAdV-9, regiones prescindibles en el extremo izquierdo y derecho, FAdV recombinantes
crecen como FAdV-9 de tipo silvestre, liberacién de virus disminuida y respuesta de anticuerpo al esqueleto
viral y EGFP (gen reportero) es expresado usando este esqueleto cuando se usa el promotor exégeno (ajeno)
(CMV) (Corredor, J. C. & Nagy, E. (2010b)).

La Figura 2 muestra la secuencia del extremo izquierdo de FAdV-9. Funcién de ORF1y 1C: Modula la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa; funcién de ORFO, 1A, 1B y 2: desconocida. Cuando el ORFO es suprimido, el
promotor temprano nativo no funciona —no hay expresién de gen ajeno (por ejemplo, m-Cherry). Cuando sélo
son suprimidos ORF 1y 2, el promotor nativo funciona.

Las Figura 3 muestra la supresién de los ORF 0, 1y 2. (A) Diagrama de flujo de la generacién de pFAdV9-A0-
1-2-RED: Los ORFO0, ORF1, 1A, 1B, 1C y 2 fueron reemplazados con el casete CAT flanqueado en ambos
lados con sitios Swal para generar pFAdV9-A0-1-2CAT por recombinacién homoéloga. El casete CAT fue
removido por digestion con Swal, seguido por religacién para generar pFAdV9-A0-1-2Swal no marcado. La
secuencia codificante de mCherry fue clonada entonces en el sitio Swal para generar pFAdV9-A0-1-2RED,;
MLP, promotor tardio mayor; ITR, repeticién terminal invertida. (B) y (D) Digestiones con Notl y amplificacién
de ADN por PCR para verificar los FAdimd y los virus correspondientes. Carriles A0-2: pFAdV9-A0-1-2RED o
virus de pase 3; carriles wt: pFAdV9-wt o virus; M: escalera de ADN 1kb. Digestién de ADN de pFAdV9-wt con
Notl: los tamafios de fragmento son 26kb, 11.4 kb, 6kb, 4kb y 1.4 kb; digestion del carril A0-2 con Notl: los
tamafios de fragmento son 26kb; 11.4kb, 5.9k y 4kb; carril A0-2: producto de PCR de 1619 bp y wt: producto
de PCR de 3107 bp. (C) Efecto citopatico (CPE) y expresién de mCherry por RecFAdV.

La Figura 4 muestra la supresién de los ORF 1y 2. (A) Diagrama de flujo de la generacién de pFAdV9-A1-2-
RED: los ORF1, 1A, 1B, 1C y 2 fueron reemplazados con el casete CAT flanqueado en ambos lados con sitios
Swal para generar pFAdV9-A1-2CAT por recombinacién homéloga. El casete CAT fue removido por digestién
con Swal, seguido por religaciéon para generar pFAdV9-A1-2Swal no marcado. La secuencia codificante de
mCherry fue clonada entonces en el sitio Swal para generar pFAdV9-A1-2RED; MLP, promotor tardio mayor,
ITR, repeticién terminal invertida. (B) y (D) Digestiones con Notl y amplificacién de ADN por PCR para verificar
los FAdimd y los virus correspondientes. Carriles A1-2: pFAdV9-A1-2RED o virus de pase 3; carriles wt:
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pFAdVO-wt o virus; M: escalera de ADN 1kb. Digestién de ADN de pFAdV9-wt con Notl: los tamafios de
fragmento son 26kb, 11.4 kb, 6kb, 4kb y 1.4 kb; digestidén del carril A1-2 con Notl: los tamafios de fragmento
son 26kb; 11.4kb, 6.2k y 4kb; carril A1-2 producto de PCR de 1912 bp, y wt: producto de PCR de 3107 bp; (C)
Expresién de mCherry por RecFAdV.

La Figura 5 muestra la secuencia del extremo derecho de FAdV-9. La funcién de TR-2, ORF17 y ORF11 es
desconocida; TR-2: la regidn de repeticion mas larga estd compuesta de 13 repeticiones contiguas de 135 bp
de longitud; ORF17 y 11 son, probablemente, glicoproteinas de membrana.

La Figura 6 muestra la supresién del ORF17. (A) Diagrama de flujo de la generacién de pFAdV9-A17. El ORF17
fue reemplazado con el casete CAT flanqueado en ambos lados con sitios Swal por recombinacién homéloga
para generar pFAdV9-A17. (B) y (C) Digestiones con Notl y amplificacién de ADN por PCR para verificar los
FAdimd y los virus correspondientes. Carriles A17: pFAdV9-A17 o virus de pase 3; carriles wt: pFAdV9-wt o
virus; M: escalera de ADN 1kb. Digestién de ADN de pFAdV9-wt con Notl: los tamafios de fragmento son 26kb,
11.4 kb, 6kb, 4kb y 1.4 kb; digestiéon del carril A17 con Notl; los tamafios de fragmento son 26,381 bp; 11,485
bp, 6056 bp, 4078 bp y 1391 bp; carril A17: producto de PCR de 2822 bp, y wt: PCR sin producto.

La Figura 7 muestra la supresién de TR2, ORF 17 y 11. (A) diagrama de flujo de la generaciéon de pFAdV9-
ATR2-17-11EGFP: TR2, ORF17, ORF11 fueron reemplazados con el casete CAT flanqueado en ambos lados
con sitios Swal para generar pFAdV9-ATR2-17-11CAT por recombinacién homdéloga. El casete CAT fue
removido por digestién con Swal, seguido por religacién para generar pFAdV9-ATR2-17-11Swal no marcado.
Después, el casete EGFP se cloné en el sitio Swal para generar pFAdV9-ATR2-17-11EGFP; MLP, promotor
tardio mayor; ITR, repeticién terminal invertida; casete EGFP, CMV-EGFP. (B) y (D) Digestiones con Notl y
amplificacién de ADN por PCR para verificar los FAdimd y los virus correspondientes. Carriles ATR2: pFAdV9-
ATR2-17-11EGFP o virus de pase 3; carriles wt: pFAdV9-wt o virus; M: escalera de ADN 1kb. Digestién de
ADN de pFAdV9-wt con Notl: los tamafios de fragmento son 26kb, 11.4 kb, 6kb, 4kb y 1.4 kb; digestion del
carril ATR2 con Notl; los tamafios de fragmento son 21kb; 11.4kb, 6kb, 4kb, 3kb y 1.4kb; carril ATR2: producto
de PCR de 3014 bp, y wt: producto de PCR de 4966 bp; (C) Expresién de mCherry por RecFAdV.

La Figura 8 muestra que el vector viral recombinante FAdV-9 es un vector de suministro doble capaz de
expresar secuencias de nucleétidos exdégenas en el extremo izquierdo y el extremo derecho. (A) Diagrama de
flujo de la generacion de pFAdV9-A1-2RED/TR2-17-11EGFP. TR2, ORF17 y ORF11 de pFAdV9-A1-2RED
fueron reemplazados con el casete CAT flanqueado en ambos lados con sitios Swal para generar pFAdV9-A1-
2REDATR2-17-11CAT por recombinaciéon homdéloga. El casete CAT fue reemplazado por el casete EGFP por
digestién con Swal, seguido por ligacién para generar pFAdV9-A1-2RED/TR2-17-11EGFP. MLP, promotor
tardio mayor; ITR, repeticién terminal invertida; casete EGFP, CMV-EGFP; (B) y (D) Digestiones con Notl y
amplificacién de ADN por PCR para verificar los FAdimd y los virus correspondientes. Carriles ADual: pFAdV9-
A1-2RED/TR2-17-11EGFP o virus de pase 3. Carril M: escalera de ADN 1kb. Carriles wt: pFAdV9-wt o virus.
Digestion de ADN de pFAdV9-wt con Notl: los tamafios de fragmento son 26kb; 11.4kb, 6kb, 4kb y 1.4Kb.
Carriles Adual, digestién con Notl: los tamafios de fragmento son 21kb, 11.4kb, 6.2kb 4kb y 3kb; Carril ADual
izquierdo: producto de PCR de 1912 bp y wt: producto de PCR de 3017 bp; carril ADual derecho: producto de
PCR de 3014 bp y wt: producto de PCR de 4966 bp.

La Figura 9 muestra virus recombinantes basados en FAdV-9 con genes reporteros.

La Figura 10(A) muestra la secuencia de nucledtidos de una modalidad de un vector viral FAdV-9 recombinante
descrito en la presente en donde ORF1, ORF2, TR2, ORF17 y ORF11 han sido suprimidos; (B) secuencias de
nucleétidos de genes insertados en virus recombinantes: proteina fluorescente verde potenciada (EGFP, SEQ
ID NO: 2) y mCherry Red (SEQ ID NO: 3); (C) secuencias de nucleétidos de promotores insertados en genes
recombinantes: promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (CMV; SEQ ID NO: 4), potenciador
de CMV /promotor de B-actina de pollo (CAG, SEQ ID NO: §), promotor del factor de alargamiento 1 alfa humano
(EF1a, SEQ ID NO: 6), promotor de L2R (SEQ ID NO: 7) y promotor de B-actina (SEQ ID NO: 8); y (D) secuencia
de nucleétidos del potenciador/regulador usado en los virus recombinantes: elemento regulador
postranscripcién del virus de la hepatitis de marmota (WPER, SEQ ID NO: 9).

La Figura 11 muestra una representacion esquemética de pCl-Neo. El plasmido pCl-Neo (Promega) fue elegido
para crear construcciones de expresién doble debido a sus sitios Unicos de enzima de restriccion en y antes
del sitio de clonacién multiple, y también el gen de resistencia de neomicina.

La Figura 12 muestra la generacion de virus FAdV-9A4 recombinantes. (A) El casete de expresién de EGFP
se amplificé por PCR a partir de una construccién pHMR intermedia, o se extrajo de un gel después de doble
digestién con BamHI y Bglll. (B) El pFAdV-9A4 se linealizé y digirid6 con Swal. (C) Tanto el casete de EGFP
como el pFAdV-9A4 linealizado se transformaron conjuntamente en células E. coli BJ5183 para experimentar
recombinacién homéloga. (D) El plasmido resultante se transformé en células E. coli DH5q, se propag6, se
cribd por digestiéon con Notl y finalmente se linealizé con Pacl para liberar el genoma viral del pldsmido. EI ADN
viral recombinante lineal se usd para transfectar células CH-SAH. (E) El virus recombinante se recogi6 en el
sobrenadante. Este procedimiento se efectué para cada casete de expresiéon de EGFP, dando como resultado
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los virus: FAdV-9A4-CMV-EGFP, FAdV-9A4-CMV-EGFP-WPRE, FAdV-9A4-CAG-EGFP, FAdV-9A4-CAG-
EGFP-WPRE, FAdV-9A4-EF10-EGFP y FAdV-9A4-EF1a-EGFP-WPRE.

La Figura 13A muestra una representacién esquematica de los pldsmidos de expresién doble de
EGFP/luciferasa. (A) EI EGFP se amplificé por PCR a partir de pEGFP-N1 y se cloné en el sitio de clonacién
multiple de pCl-Neo. El gen de resistencia de neomicina (NeoR) de pCl-Neo se removié por digestion con
enzima de restriccién. La luciferasa de luciérnaga se amplificé por PCR a partir de pGL-4.17 y se cloné bajo el
promotor SV40, dando como resultado un plasmido de expresion doble. (B) El plasmido pCMV-EGFP-Luc se
digirié con Spel y EcoRlI para clonarlo en los promotores de interés, dando como resultado cinco vectores que
controlan EGFP bajo diferentes promotores y luciferasa bajo el promotor SV40: pCMV-EGFP-Luc, pCAG-
EGFP-Luc, pEF1a-EGFP-Luc, pp-actin-EGFP-Luc y pL2R-EGFP-Luc. Se hicieron cinco plasmidos adicionales
clonando no direccionalmente el elemento regulador postranscripciéon del virus de la hepatitis de marmota
(WPRE) en cada plasmido de expresién doble en el sitio Notl, dando como resultado las construcciones: pCMV-
EGFP-WPRE-Luc, pCAG-EGFP-WPRE-Luc, pEF1a-EGFP-WPRE-Luc, pp-actin-EGFP-WPRE-Luc y pL2R-
EGFP-WPRE-Luc.

La Figura 14 muestra una comparacion de la expresién de EGFP con microscopia de fluorescencia. Las células

CH-SAH se sembraron en placas de 35 mm (1.8 x 106 células/placa) y se transfectaron con 2 yg de ADN
plasmidico. La fluorescencia de EGFP se midi6é por microscopia 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas después de la
transfeccién. Se us6 una transfeccién en falso como control negativo mientras que pEGFP-N1 fue el control
positivo.

La Figura 15 muestra la expresiéon normalizada de EGFP con el tiempo. Células CH-SAH se sembraron en

placas de 35 mm (1.8 x 106 células/placa) y se transfectaron con 2 pg de ADN plasmidico. En cada punto de
tiempo, las células transfectadas se lavaron, se tripsinizaron y se resuspendieron en PBS. Después de tres
ciclos de congelacién-descongelacién, las muestras se centrifugaron y la concentracién de proteina del
sobrenadante recogido se midié usando una nanogota. La fluorescencia de EGFP se midié en un lector de
microplaca a 480 y 528 nm de longitudes de onda de excitacién y emisién, respectivamente. La luminiscencia
de luciferasa se midié usando un kit Pierce Firefly Luciferase Glow Assay (Thermo). La expresién doble
(fluorescencia/luminiscencia) de cada construccién se normalizé con respecto al grado de expresiéon de pCMV-
EGFP-Luc (normalizado a 1.0) en cada punto de tiempo. La prueba t se usd para determinar la significancia de
la expresién en comparacion con pCMV-EGFP-Luc, indicada por asteriscos (*), en donde P < 0.05.

La Figura 16 muestra una representacién esquematica de construcciones intermedias usadas para generar
recFAdV. (A) ADN de FAdV-9 que flanquea el sitio de supresion A4 (VF1 y VF2) se amplificé por PCR y se
cloné direccionalmente en el plasmido de expresién doble pCMV-EGFP-Luc. La construcciéon resultante,
pHMR-CMV-EGFP, se us6 secuencia abajo para generar el virus recombinante FAdV-9A4-CMV-EGFP. (B) Se
generaron cinco construcciones intermedias adicionales, dando como resultado los plasmidos: pHMR-CAG-
EGFP, pHMR-EF1a-EGFP, pHMR-CMV-EGFP-WPRE, pHMR-CAG-EGFP-WPRE y pHMR-EF1a-EGFP-
WPRE.

La Figura 17 muestra el cribado por electroforesis en gel de agarosa de FAdmid digeridos por Notl. Los FAdmid
derivados de recombinacién homdéloga entre los plasmidos pFAdV-9A4 y pHMR se digirieron con Notl y los
patrones de las bandas resultantes se cribaron sobre gel de agarosa. El pFAdV-9A4 digerido tuvo un patrén de
bandas esperado de 4 kb, 5.1 kb, 13.7 kb y 23.8 kb. Los FAdmid recombinantes con un casete de expresién
de EGFP contienen un sitio Notl adicional para cribado. Las bandas diagnésticas que corresponden a cada
casete son como sigue: CMV-EGFP = 2.2 kb, CMV-EGFP-WPRE = 2.2 kb y 0.55 kb, CAG-EGFP = 2.9 kb,
CAG-EGFP-WPRE = 0.55 kb, EF1a-EGFP = 2.7 kb y EF1a-EGFP-WPRE = 2.7 kb y 0.55 kb. Las flechas
blancas apuntan a las bandas diagnésticas.

La Figura 18 muestra curvas de crecimiento viral. Curvas de crecimiento de un paso para cada adenovirus
aviar recombinante se determinaron en células CH-SAH. Las células se sembraron en placas de 35 mm (1.8 x
108 células/placa) y se infectaron a una MOI de 5. Se recolect6 virus tanto intracelular como extracelular entre
0y 72 h.p.i. Se repitieron curvas de crecimiento de un paso por duplicado para cada muestra y todos los virus
extracelulares se titularon por medio de ensayo en placa.

La Figura 19 muestra que el efecto citopatico de FAdV recombinante coincide con el de FAdV-9A4. Células
CH-SAH se sembraron en placas de 35 mm (1.8 x 10° células/placa) y se infectaron a una MOl de 5. El efecto
citopatico de virus recombinantes se comparé con el control FAdV-9A4 “de tipo silvestre”. Se observé que todos
los virus recombinantes (datos no mostrados) tienen CPE similar a FAdV-9A4, evidenciado por redondeo y
separacién de células usando un microscopio de campo brillante. Sin embargo, se observd fluorescencia de
EGFP por recFAdV, por ejemplo FAdV-9A4-CAG-EGFP-WPRE, usando microscopia de fluorescencia.

La Figura 20 muestra el curso del tiempo en la expresion de EGFP en células CH-SAH. Las células CH-SAH
se sembraron en placas de 35 mm (1.8 x 10° células/placa) y se infectaron con recFAdV-9 a una MOl de 5. En
cada punto de tiempo, las células infectadas se recolectaron, se lavaron y se resuspendieron en PBS. Después
de tres ciclos de congelacién-descongelaciéon, las muestras se centrifugaron y la concentracion de proteina del
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sobrenadante recolectado se midié con una nanogota. La fluorescencia absoluta de EGFP de 50 pg del lisado
celular completo se midié con una lectora de microplaca a longitudes de onda de excitacién y emision de 480
y 528 nm, respectivamente. Las células no infectadas (falso) o infectadas con FAdV-9A4 no mostraron ninguna
fluorescencia de EGFP.

La Figura 21 muestra una inmunotransferencia Western de la produccién de EGFP con el tiempo. La expresién
de EGFP por recFAdV-9 en células CH-SAH se comparé por 48 h.p.i., junto con células CH-SAH transfectadas
con FAdV-9A4 (control negativo), no infectadas falsas (control negativo) y transfectadas con pEGFP-N1 (control
positivo). Las células CH-SAH se sembraron en placas de 35 mm (1.8 x 108 células/placa) y se infectaron con
recFAdV-9 a una MOI de 5. En cada punto de tiempo, los lisados celulares completos se recolectaron y las
concentraciones de proteina se determinaron por medio de un ensayo Bradford. Se cargaron 6 pg de cada
muestra en dos geles, uno para ser sondeado con anticuerpo anti-EGFP (1: 1,000), seguido por un anticuerpo
secundario anti-ratén conjugado con HRP (1: 5,000), el otro gel para ser sondeado con anticuerpo anti-actina
(1: 200), seguido por un anticuerpo secundario anti-cabra conjugado con HRP (1: 20,000). Todas las bandas
aparecieron al tamafio esperado (EGFP = 27 kDa y actina = 42 kDa) determinado a partir de un marcador de
peso molecular (no mostrado).

La Figura 22 muestra FadV-9 polivalente recombinante con H5, H7 y HN.
Descripcidn detallada de la invencién

Los inventores han determinado que el FAdV-9 recombinante con una supresién en el lado derecho del
genoma, es decir, con una supresion seleccionada de ORF19 y ORF17, es (til como vector viral.

En una modalidad de la invencién, el vector viral recombinante FAdV-9 tiene ademas una supresién en el
extremo izquierdo del genoma. En una modalidad, la supresién en el extremo izquierdo del genoma comprende
una supresién de uno o mas de ORFO0, ORF1 y ORF2. En una modalidad, la supresidén en el extremo derecho
del genoma comprende una supresién de ORF19, TR2, ORF17 y ORF11.

En una modalidad adicional, el vector viral recombinante FAdV-9 tiene supresiones tanto en el extremo
izquierdo como en el extremo derecho del genoma. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una
supresién de ORFO0, ORF1, ORF2, TR2, ORF17 y ORF11. En una modalidad, el vector viral recombinante
FAdV-9 tiene una supresién de ORF1, ORF2, TR2, ORF17 y ORF11.

En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresién de ORF1, ORF2 y ORF 19. En una modalidad,
el vector viral recombinante FAdV9 tiene una supresién de ORF1, ORF2 y ORF19, TR2 u ORF11.

Como se muestra en los ejemplos, los vectores virales FAdV-9 recombinantes con supresiones en el lado
izquierdo y lado derecho, que incluyen la supresién de TR2, son estables y se pueden usar para manejar la
expresion de transgen.

Los vectores virales FAdV descritos en la presente proveen varias ventajas. Por ejemplo, en algunas
modalidades, los vectores virales FAdV permiten la produccién de vacunas monovalentes y polivalentes. El
valor de tener un vector capaz de expresar antigenos dobles o incluso multivalentes es que se requeriria sélo
una vacuna para proteger contra mas enfermedades. En una modalidad, los vectores son capaces de
incorporar segmentos grandes de ADN ajeno, opcionalmente hasta 7.7 kb de ADN ajeno. En una modalidad,
los vectores son estables y seguros para usarse en animales tales como pollos. En una modalidad, los vectores
virales son faciles de producir y producen altos titulos virales. En una modalidad, hay una variedad de serotipos
de FAdV. En una modalidad, los vectores virales no tienen inmunidad preexistente en humanos y se pueden
usar en terapia génica humana.

En una modalidad, los vectores virales FAdV-9 descritos en la presente pueden incluir una o més secuencias
de nucleétidos exdgenas (también referidas aqui como transgenes).

En una modalidad de la invencién, la secuencia de nucleétidos exdgena se selecciona de secuencias
antigénicas contra la influenza, laringotraqueitis infecciosa, bronquitis infecciosa, infecciéon de la bolsa de
Fabricio (Gumboro), hepatitis, rinotraqueitis viral, coriza infecciosa, Mycoplasma hyopneumonieae,
pasteurelosis, sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), circovirus, bordetelosis, parainfluenza, o
cualquier otro antigeno cuyo tamafio permita su insercién en el vector viral correspondiente.

En otra modalidad, la secuencia de nucleétidos exégena se selecciona de secuencias antigénicas contra la
influenza aviar, laringotraqueitis (LT), enfermedad de Newcastle (NDV), anemia infecciosa, cuerpos de
inclusién, bronquitis infecciosa (IB), Metapneumovirus (MPV) o Gumboro.

En una modalidad preferida de la invencidn, la secuencia de nucleétidos exégena comprende, consiste o
consiste esencialmente en una secuencia que corresponde a por lo menos un gen indicado en el Cuadro 1 o
un homologo del mismo. Como se usa aqui, el término “homaélogo” de un gen tiene la intencién de denotar un
gen con por lo menos 85%, por lo menos 90%, por o menos 98% o por lo menos 99% de identidad de secuencia
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con el gen, y que tiene una actividad biolégica de la misma naturaleza. En una modalidad, el vector descrito en
la presente comprende 2, 3 0 4 secuencias que corresponden a los genes indicados en el Cuadro 1, o un
homdélogo del mismo. Opcionalmente, las secuencias exégenas se pueden insertar en el vector en un solo sitio
de insercién o en mdltiples sitios de insercién diferentes.

Cuadro 1

ENFERMEDAD

GEN

ACCESO GEN BANK

Influenza aviar

Hemaglutinina de la influenza aviar
mexicana H5N2, cepa 435

FJ864690.1 (SEQ ID NO: 10)

Hemaglutinina de la influenza aviar
H7N3, Jalisco 2012

JX397993.1 (SEQ ID NO: 11)

Hemaglutinina de la influenza aviar
H7N3, Guanajuato 2015

KR821169 (SEQ ID NO: 12)

Laringotraqueitis (LT)

Glicoproteina B de laringotraqueitis,
cepa USDA

EU104965.1 (SEQ ID NO: 13)

Glicoproteina D de laringotraqueitis,
cepa USDA

JIN542534.1|:132317-133621
(SEQ ID NO: 14)

Newcastle (NDV)

Gen HN, cepa LaSota

|KC844235.1|:6412-8145 (SEQ ID
NO: 15)

Gen HN, cepa del aislado del virus de
la enfermedad de Newcastle
Pollo/M08-3313/México/2008

KF910962.1 (SEQ ID NO: 16)

Anemia infecciosa

Gen VP1 de la cepa del aislado del
virus de la anemia del pollo CAV-10

KJ872513.1|:832-2181 (SEQ ID
NO: 17)

Gen VP2 de la cepa del aislado del
virus de la anemia del pollo CAV-10

AlV09094.1 (SEQ ID NO: 18)

Cuerpos de inclusién

Gen de fibra corta de adenovirus
aviar 4

AY340863.1 (SEQ ID NO: 19)

Bronquitis infecciosa
(1B)

Gen de glicoproteina de picos de la
vacuna comercial D derivada del virus
de bronquitis infecciosa cepa ArkDPI

EU3590651.1 (SEQ ID NO: 20)

Metapneumovirus
(MPV)

Gen F de metapneumovirus aviar,
aislado IT/Ty/A/259-01/03

|JF424833.1|:2943-45599
(SEQ ID NO: 21)

Gumboro

VP2 de Gumboro

Los vectores virales FadV-9 descritos en la presente se pueden preparar usando técnicas recombinantes tales
como amplificacién de PCR de una secuencia de nucleétidos de interés, identificando los sitios antigénicos de
un aislado del patégeno de origen, para ser insertado ulteriormente, amplificado en el vector viral. La insercién
se puede hacer usando técnicas estandares de biologia molecular, tales como enzimas de restriccién y ligasas
de ADN, entre otras. El clon infeccioso asi producido se introduce en una linea celular adecuada para la
produccién del virus recombinante. Por ejemplo, en una modalidad, la metodologia requerida para la
construccién de los vectores virales FAdV-9 se describe en los presentes ejemplos y los procedimientos
descritos para la construccién del clon infeccioso FAdV-9 (FAdmid) (Ojkic, D. & Nagy, E. (2001), “The long
repeat region is dispensable for fowl adenovirus replication in vitro”, Virology 283, 197-206). Este procedimiento
utiliza recombinacién homéloga entre el ADN genémico viral y el plasmido linealizado que contiene ambos
extremos del genoma que flanquean un vector de esqueleto (pWE-Amp con sitios Pacl introducidos).
Enseguida, un gen ajeno de interés con un promotor para manejar su expresién se inserta en regiones
gendmicas adecuadas del clon infeccioso que son prescindibles o no esenciales (Corredor y Nagy, 2010a y
2010b) y se introduce en una linea celular adecuada.

El vector viral de la presente invencién se puede usar, por ejemplo, para la preparacién y administracién de
composiciones inmunogénicas que comprenden por lo menos el vector viral descrito en la presente y una
secuencia de nucleétidos exégena que codifica por lo menos un sitio antigénico de una enfermedad de interés
insertado en la misma. Opcionalmente, el vector viral de la presente invencién es un vector de suministro doble
que se puede usar para manejar la expresiéon de dos o mas secuencias de nucleétidos exdégenas. En una
modalidad, las dos 0 més secuencias de nucleétidos exégenas estan bajo el control de diferentes promotores.
En una modalidad, los promotores se seleccionan del grupo que consiste en CMV, CAG, EF1q, -actina y L2R.
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En una modalidad, el adenovirus aviar descrito en la presente comprende una secuencia de nucleétidos con
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde ORF0, ORF1, ORF2, TR2,
ORF17 y ORF11 han sido suprimidos. SEQ ID NO: 1 corresponde a la secuencia gendémica completa del
adenovirus aviar D (No. Acceso Genbank AC_000013.1). En una modalidad, el vector viral FAdV-9 descrito en
la presente comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1,
en donde todos o parte de ORFO0, ORF1, ORF2, TR2, ORF17 y ORF11 han sido suprimidos. En una modalidad
preferida, el adenovirus aviar descrito en la presente comprende una secuencia de nucledtidos con identidad
de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde todos o parte de ORF1, ORF2, TR2,
ORF17 y ORF11 han sido suprimidos. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 descrito en la presente
comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde
ORF1, ORF2, TR2, ORF17 y ORF11 han sido suprimidos.

En otra modalidad, el adenovirus aviar descrito en la presente comprende una secuencia de nucleétidos con
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde todos o parte de ORF1, ORF2
y ORF19 han sido suprimidos. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 descrito en la presente comprende o
consiste en una secuencia de nucleétidos con al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde todos o parte
de ORF1, ORF2 y ORF19 han sido suprimidos.

En otra modalidad, el adenovirus aviar descrito en la presente comprende una secuencia de nucleétidos con
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde todos o parte de ORF1, ORF2
y ORF19, TR2 u ORF11 han sido suprimidos. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 descrito en la presente
comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde
todos o parte de ORF1, ORF2 y ORF19, TR2 u ORF11 han sido suprimidos.

En otra modalidad, el adenovirus aviar descrito en la presente comprende una secuencia de nucleétidos con
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde todos o parte de los nucleétidos
38,807 a 42,398 han sido suprimidos. Esta secuencia de nucleétidos (nucleétidos 38,807 a 42,398) incluye TR-
2, ORF17 y ORF11. En otra modalidad, el vector viral FAdV-9 descrito en la presente comprende o consiste en
una secuencia de nucleétidos con al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
de identidad de secuencia con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1, en donde todos o parte de los
nucleétidos 38,807 a 42,398 han sido suprimidos.

En una modalidad, el vector viral comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con identidad de
secuencia con una secuencia que comprende o consiste en SEQ ID NO: 1, en donde por lo menos 500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 o 5000 nucleétidos que corresponden a todos o parte de los
nucleétidos 575 a 2753 y 38,807 a 42,398 de SEQ ID NO: 1, han sido suprimidos.

En una modalidad, el vector viral comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con identidad de
secuencia con una secuencia que comprende o consiste en SEQ ID NO: 1, en donde por lo menos 500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 o 5000 nucleétidos que corresponden a todos o parte de los
nucleétidos 847 a 2753 y 38,807 a 42,398 de SEQ ID NO: 1, han sido suprimidos.

En otra modalidad, el vector viral comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con identidad de
secuencia con una secuencia que comprende o consiste en SEQ ID NO: 1, en donde por lo menos 500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 o 5000 nucleétidos que corresponden a todos o parte de los
nucleétidos 847 a 2753 y 34,220 a 36,443, han sido suprimidos.

En otra modalidad, el vector viral comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos con identidad de
secuencia con una secuencia que comprende o consiste en SEQ ID NO: 1, en donde por lo menos 500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 o 5000 nucleétidos que corresponden a todos o parte de los
nucleétidos 847 a 2753, 34,220 a 36,443, y 38,807 a 40,561 o0 41,461 a 42,398, han sido suprimidos.

Por lo menos una secuencia de nucledtidos exdgena se inserta opcionalmente en el vector viral FAdV-9 descrito
en la presente. Por consiguiente, en una modalidad, la secuencia de nucleétidos de FAdV-9 con las supresiones
aqui descritas no esta presente en el vector como una secuencia contigua, sino que mas bien incluye secciones
de secuencias contiguas interrumpidas por al menos una, opcionalmente por lo menos dos, tres o cuatro
secuencias de nucleétidos exégenas. Por lo tanto, en una modalidad, el adenovirus aviar descrito en la presente
comprende una o0 mas secuencias de nucledtidos con identidad de secuencia con una o mas secuencias
mostradas en SEQ ID NO: 1, en donde por lo menos ORF17 ha sido suprimido y la secuencia de nucleétidos
comprende por lo menos dos, tres, cuatro o cinco secuencias contiguas.

El niumero de nucleétidos suprimidos del FAdV-9 varia. En una modalidad, se suprimen de 1000 a 7000
nucledétidos, divididos opcionalmente entre el extremo izquierdo y derecho del genoma. En otras modalidades,
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se suprimen de 1500 a 6000 nucleétidos. En una modalidad, se suprimen por lo menos 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 5000 o 6000 nucledtidos.

El tamafio de las secuencias de nucleétidos exégenas insertadas en el vector viral descrito en la presente
también varia. En una modalidad, basandose en la regla de estabilidad de adenovirus de 105%, la capacidad
del vector es de hasta 7751 bp. En otras modalidades, se insertan de 1000 a 7000 nucleétidos, divididos
opcionalmente entre el extremo izquierdo y derecho del genoma. Por ejemplo, un gen ajeno se puede insertar
en el extremo izquierdo y un segundo gen ajeno se puede insertar en el otro extremo. En otras modalidades,
se insertan de 1500 a 6000 nucleétidos. En una modalidad se insertan por lo menos 1000, 2000, 3000, 4000,
5000 o0 6000 nucleétidos exdgenos.

En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene ademas una supresién en el extremo izquierdo del genoma de
aproximadamente 2291 pares de bases, opcionalmente entre aproximadamente 1900 y 2500 pares de bases.
En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresiéon en el extremo derecho del genoma de
aproximadamente 3591 pares de bases. En una modalidad, el vector viral FAdV-9 tiene una supresién en el
extremo derecho del genoma de entre aproximadamente 3000 pares de bases y 4000 pares de bases.

Tipicamente, la identidad de secuencia se evalla por medio del programa de busqueda avanzada BLAST,
versién 2.1 (pardmetros normales por omisién; Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. y Lipman, D.J.
(1990) “Basic local alignment search tool”, J. Mol. Biol. 215: 403_410). BLAST es una serie de programas que
estan disponibles en linea a través del U.S. National Center for Biotechnology Information (National Library of
Medicine Building 382 Bethesda, MD 20894). La busqueda Blast avanzada se establece con parametros por
omisién. Las referencias para los programas Blast incluyen: Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, EW. y
Lipman, D.J. (1990) “Basic local alignment search tool’, J. Mol. Biol. 215: 403-410; Gish, W. y States, D.J.
(1993) “ldentification of protein coding regions by database similarity search”, Nature Genet. 3. 266-272.;
Madden, T.L., Tatusov, R.L. y Zhang, J. (1996) “Applications of network BLAST server’, Meth. Enzymol. 266:
131-141; Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. y Lipman, D.J. (1997),
“‘Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res.
25: 3389-3402); Zhang, J. y Madden, T.L. (1997) “PowerBLAST: A new network BLAST application for
interactive or automated sequence analysis and annotation”, Genome Res. 7. 649-656).

Como se usa aqui, “vector viral” se refiere a un adenovirus recombinante que es capaz de suministrar una
secuencia de nucledtidos exdgena a una célula hospedadora. Por ejemplo, en una modalidad, el vector viral
comprende sitios de restricciéon que son adecuados para insertar una secuencia de nucleétidos exégena en el
vector. En una modalidad, una o mas secuencias de nucleétidos que no son requeridas para la replicacién o
transmisidén del FAdV-9 descrito en la presente son suprimidas de la secuencia de nucleétidos del vector viral.
Por ejemplo, en una modalidad, secuencias de nucleétidos del extremo izquierdo o derecho del genoma de
FAdV-9 son suprimidas en el vector viral FAdV-9 recombinante. En una modalidad, ademas de la secuencia
de nucledtidos de ORF17 y/o ORF19, las secuencias de nucleétidos que corresponden a uno o mas de los
ORF 0-2, TR2, y ORF11 son suprimidas en el vector viral FAdV-9 recombinante. En una modalidad, el vector
viral incluye una o mas secuencias de control exégenas, tales como promotores o sitios de clonacién utiles
para manejar la expresién de transgenes. En una modalidad, los promotores se seleccionan del grupo que
consiste en CMV (SEQ ID NO: 4), CAG (SEQ ID NO: 5), EF1a (SEQ ID NO: 6), B-actina (SEQ ID NO: 8) y L2R
(SEQ ID NO: 7).

En una modalidad, el vector viral comprende una secuencia de nucleétidos exdgena que codifica un polipéptido
de interés. En una modalidad, el polipéptido de interés es un antigeno de una enfermedad de interés. Por
ejemplo, en una modalidad, el vector viral comprende una secuencia de nucleétidos exégena que codifica por
lo menos un sitio antigénico de una enfermedad de interés. Las secuencias de nucleétidos exbgenas que
codifican un polipéptido de interés pueden ser obtenidas facilmente mediante los métodos conocidos en la
técnica, tales como sintesis quimica, cribado de colecciones apropiadas o recuperacién de una secuencia de
genes por reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

Con respecto a la presente divulgacion, las enfermedades de interés incluyen, sin limitacién, influenza,
laringotraqueitis infecciosa (ILT), bronquitis infecciosa (IB), enfermedad infecciosa bursal (Gumboro), hepatitis,
rinotraqueitis viral, coriza infecciosa, Mycoplasma hyopneumonieae, pasteurelosis, sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRS), circovirus, bordetelosis, parainfluenza, influenza aviar, enfermedad de Newcastle
(NDV), anemia infecciosa, hepatitis de cuerpos de inclusién (IBH) y Metapneumovirus (MPV).

En una modalidad, el vector viral se adapta para expresar una secuencia de nucleétidos exdégena en una célula
hospedadora. Por ejemplo, en una modalidad, el vector viral comprende secuencias de control capaces de
afectar la expresién de una secuencia de nucledtidos exdégena en un hospedador. Por ejemplo, los vectores
virales descritos en la presente pueden incluir una o mas secuencias de control, tales como un promotor de
transcripcidn, un potenciador, una secuencia operadora opcional para controlar la transcripcién, una secuencia
que codifica sitios de unién adecuados de ARNm ribosomal, sitios de empalme alternativo, secuencias de
traduccién o secuencias que controlan la terminacién de transcripcién y traduccién. Opcionalmente, el vector
viral comprende diferentes secuencias de control en el extremo izquierdo y extremo derecho de los vectores.
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En una modalidad, los promotores se seleccionan del grupo que consiste en CMV (SEQ ID NO: 4), CAG (SEQ
ID NO: 5), EF1a (SEQ ID NO: 6), f-actina (SEQ ID NO: 8) y L2R (SEQ ID NO: 7) y el potenciador puede ser
WPRE (SEQ ID NO: 9).

En una modalidad, el vector viral comprende una o mas secuencias de nucledtidos exdégenas enlazadas
operativamente a una o mas secuencias de control. En una modalidad, el vector viral comprende un sitio de
insercion adyacente a una o mas secuencias de control, de tal manera que cuando se inserta en el vector una
secuencia de nuclebtidos exbdgena, la secuencia de nuclebtidos exdgena se enlaza operativamente a las
secuencias de control. Como se usa aqui, las secuencias de nucledtidos se “enlazan operativamente” cuando
estan funcionalmente relacionadas entre si. Por ejemplo, un promotor se enlaza operativamente a una
secuencia codificante si controla la transcripcién de la secuencia; un sitio de unién de ribosoma se enlaza
operativamente a una secuencia codificante si esta colocado a fin de permitir la traduccidén. Opcionalmente, las
secuencias que se enlazan operativamente son secuencias contiguas en el vector viral.

En una modalidad, el vector viral descrito en la presente incluye una secuencia adecuada para la seleccién
biol6gica de hospedadores que contienen el vector viral, tal como un gen de seleccién positiva o negativa.

Para preparar las secuencias de nucleétidos y vectores virales descritos en la presente también son adecuados
otros métodos conocidos en la técnica, como las técnicas recombinantes que incluyen sin limitacion las que
son divulgadas por Sambrook et al (Sambrook J., et al. 2000, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (tercera
edicién), Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Opcionalmente, los vectores virales y métodos descritos en la presente se pueden usar para terapia génica en
sujetos animales que lo requieran. Por ejemplo, en una modalidad, los vectores virales aqui descritos se pueden
usar para el suministro y expresién de una secuencia de nucleétidos terapéutica o nucledtido que codifica una
proteina terapéutica. En una modalidad se provee un vector viral o composicién como se describe en la
presente para usarse en un método de terapia génica que comprende administrarle a un sujeto que lo requiera
el vector viral o composicién, en donde el vector viral comprende una secuencia de nucleétidos exégena que
codifica una secuencia de nucleétidos o proteina terapéutica.

Otro aspecto de la presente divulgacion incluye una composicién inmunogénica que comprende un vector viral
FAdV-9 recombinante descrito en la presente. En una modalidad, las composiciones inmunogénicas se pueden
preparar mediante métodos conocidos para la preparacién de composiciones para su administraciéon a
animales, que incluyen sin limitacion humanos, ganado, aves o peces. En una modalidad, una cantidad eficaz
del vector viral descrito en la presente se combina en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos adecuados se describen por ejemplo en “Remington's Pharmaceutical Sciences”
(“Remington's Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Company, Easton, P., USA) o “Handbook of
Pharmaceutical Additives” (recopilado por Michael e Irene Ash, Gower Publishing Limited, Aldershot, Inglaterra
(1995)). Sobre esta base, las composiciones incluyen, aunque no exclusivamente, soluciones de los vectores
virales descritos en la presente, en asociacién con uno o mas vehiculos o diluentes farmacéuticamente
aceptables, y pueden estar contenidas en soluciones amortiguadoras con el pH adecuado o pueden ser
isoosmoticas con los fluidos fisiolégicos. En una modalidad, la composicién inmunogénica comprende un
adyuvante.

Los vectores virales FAdV-9 novedosos y los métodos y usos asociados se ilustraran més claramente por medio
de la siguiente descripcidén de ejemplos especificos.

Ejemplo 1
Materiales y métodos
1.1 Cultivos celulares y virus

Células de hepatoma de pollos (linea celular CH-SAH) se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco
/mezcla de nutrientes F-12 de Ham (DMEM-F12) (Sigma) méas L-glutamina 200 mM y 100 U/ml de penicilina-
estreptomicina (PenStrep, Sigma) con suero bovino fetal al 10% no desactivado por calor (FBS), como se
describe (Alexander, H.S., Huber, P., Cao, J., Krell, P.J., Nagy, E. 1998, “Growth Characteristics of Fowl
Adenovirus Type 8 in a Chicken Hepatoma Cell Line”, J. Virol. Methods. 74, 9-14.). Los FAdV recombinantes
se generaron usando como base el virus con la supresién FAdV-9A4 descrita por Corredor y Nagy (2010b). La
propagacion de todos los virus se efectué en las células CH-SAH como lo describen Alexander et al. (1998).

1.2 Manipulacién general del ADN
1.2.1 Cultivos bacterianos y aislamiento del plasmido

Las células Escherichia coli DH5a fueron el hospedador bacteriano para todos los plasmidos descritos, mientras
que las células E. coli BJ5183 se usaron para recombinacién homéloga, para generar FAdmid recombinantes.
Los cultivos bacterianos se desarrollaron a 37 °C sobre medio de crecimiento Luria-Bertani (LB) selectivo,
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liquido o agar (16 mg/ml), que contenia ampicilina (100 pg/ml). Se escogieron colonias de E. coli solas, se
inocularon en 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina al 0.1% para seleccionar el crecimiento de
bacterias que contienen un plasmido transformado resistente a la ampicilina. La incubacién y el crecimiento fue
durante aproximadamente 16 horas. Se prepararon E. coli DH5a quimicamente competentes (CaCl) y se
transformaron con 10 pl del producto de ligacién o con 1 pl de ADN plasmidico purificado (Sambrook, J., Russel,
D.W., 2001, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual’, volumen 1, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring, Nueva York, EE. UU.). Todos los plasmidos se aislaron usando el kit EZ-10 Spin Column Plasmid
DNA Mini-prep (Bio Basic), o el kit PureLink HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen) (para los plasmidos de tamafio
mayor de 40 kb, o cuando se requeria una concentracién alta de ADN), de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

1.2.2 PCR y digestién con enzima de restriccion

El ADN se amplificd por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) durante la clonacién de todas las
construcciones de expresion doble y los virus recombinantes. Para toda clonacién, la amplificacién de PCR se
realizé usando un kit Kod Hot Start Polymerase (Novagen). Sin embargo, se usé polimerasa Taq cuando se
crib6 algun plasmido por PCR. A menos que se indique de otra manera, las condiciones de PCR para ambas
polimerasas, Kod y Taq, se resumen en el Cuadro 2. Todas las reacciones de PCR se efectuaron con un
Mastercycler Pro (Eppendorf).

Las digestiones con enzima de restriccién (RE) se efectuaron con enzimas Fast Digest (Fermentas) y con
enzimas de New England BioLabs (NEB). Todas las reacciones fueron realizadas de acuerdo con el protocolo
del fabricante (por enzima). Las reacciones de digestion siempre se hicieron a 37°C y las muestras se
inactivaron con calor en un termociclador Mastercycler Pro (Eppendorf).

A menos que se indique de otra manera, todas las muestras de ADN se sometieron a electroforesis a 100V en
geles de agarosa al 0.8% que contenian RedSafe™ 1x (iNtRON Biotechnology). Para la electroforesis de las
muestras de ADN se usd amortiguador de carga de ADN 6X [azul de bromofenol al 0.25% (p/v), sacarosa al
40% (p/v) en agua] y amortiguador tris-acetato-EDTA (TAE) 1X.

1.2.3 Construccién del plasmido y transformacién

Después de digestién con RE y purificaciéon en gel, el ADN amplificado por PCR y el plasmido se ligaron con
ADN-ligasa T4 (Invitrogen). A menos que se indique de otra manera, las ligaciones se hicieron durante la noche
a 16 °C a una relacién molar de 1:1 de inserto a vector. Se mezclaron 50 pl de E. coli DH5a CaCly- competentes
con 10 pl de producto de ligacién o 1 pl de ADN plasmidico purificado. Las células competentes y el ADN se
incubaron sobre hielo por 30 min y luego se sometieron a choque de calor a 42 °C por 1 min. Las células se
recuperaron durante 3 min sobre hielo y a cada tubo de microcentrifuga se le agregaron 500 ul de caldo Super
Optimal con medio de represion de catabolito (SOC). Las células se incubaron a 37 °C por 1 h con agitacién y
luego se centrifugaron y resuspendieron en 100 pl de caldo LB. Todo el volumen se extendi6 sobre una placa
de agar LB que contenia ampicilina.

Ocurrié recombinacién homdéloga en las células de E. coli BJ5183. Se mezclaron 2 ug tanto de casetes de
promotor como de ADN FAdV-9A4 lineal en 100 pl de células BJ5183 quimicamente competentes. Las mezclas
se dejaron sobre hielo por 15 min, seguido por un choque de calor a 42 °C por 1 min. Las células se recuperaron
durante 20 min sobre hielo y a cada tubo de microcentrifuga se le agregd 1 ml de medio SOC vy se transfirieron
a un tubo de cultivo de vidrio de 5 ml. Las células se incubaron por 2 h a 37 °C con agitacién y luego se
centrifugaron y resuspendieron en 100 pl de caldo LB. Todo el volumen de las células se extendi6 sobre una
placa de agar LB que contenia ampicilina.

1.2.4 Secuenciaciéon

Todos los productos de PCR y plasmidos se purificaron y se secuenciaron con el secuenciador de ADN ABI
3730 (Laboratory Services Division, Guelph, ON). Los datos de secuencia se analizaron usando SnapGene
Viewer (GSL Biotech).

1.3 Analisis de la expresién del promotor
1.3.1 Generacién de construcciones de plasmido de expresidén doble

La actividad de cinco promotores (CMV, CAG, EF1q, B-actina y L2R) y un elemento potenciador (WPRE) se
compararon midiendo la expresién de EGFP en comparacién con luciferasa de luciérnaga, bajo el promotor
SV40, en células CH-SAH transfectadas. Los plasmidos, pCl-Neo (Promega), pCAG-Puro y pEF1a-Puro,
fueron provistos por la Dra. Sarah Wootton (University of Guelph). Se generaron pladsmidos de expresién doble
usando el plasmido pCl-neo como esqueleto (Figura 11), que contenia el promotor CMV junto con muchos
sitios Unicos de RE. Tanto el promotor CAG como EF1a fueron subclonados en pCl-Neo a partir de pCAG-Puro
y pEF1a-Puro, respectivamente, usando Spel y EcoRIl. La presencia de cada promotor se confirmé por
secuenciacion usando el cebador pCl-Neo-F (Cuadro 3). EI EGFP se amplificé por PCR a partir de pEGFP-N1

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2996 307 T3

(Clontech Laboratories, Inc) con los cebadores EGFP-F y EGFP-R (Cuadro 3), a una temperatura de
apareamiento de 60 °C. El producto de PCR resultante se extrajo del gel usando el kit de purificacién de ADN
Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega). Tanto el producto de PCR de EGFP como los plasmidos
basados en pCl-Neo (que contenian el promotor CMV, CAG o EF1a) se sometieron a digestién doble con EcoRl
y Notl durante 1 h a 37 °C. Tanto el plasmido digerido como el producto de PCR se separaron entonces en un
gel y se extrajeron usando el kit de purificacién de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega),
y se ligaron durante la noche a 4 °C. Después de transformacién en células de E. coli DH5a y crecimiento sobre
placas LB-amp, las colonias se cribaron por PCR con los cebadores EGFP-F y EGFP-R para la presencia del
fragmento EGFP. Todas las colonias positivas se confirmaron secuenciando con el cebador EGFP-I-F (Cuadro
3), dando como resultado los plasmidos pCMV-EGFP, pCAG-EGFP y pEF1a-EGFP.

El promotor de B-actina se amplificé por PCR a partir de pCAG-Puro usando los cebadores Bactin-F y Bactin-
R (Cuadro 3) con una temperatura de apareamiento de 60°C. El producto de PCR resultante se extrajo del gel
con el kit de purificacién de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega). Tanto el producto de
PCR de B-actina como pCAG-EGFP se sometieron a digestiéon doble con EcoRIy Notl durante 1 h a 37 °C. El
plasmido digerido y el producto de PCR se separaron entonces en un gel y se extrajeron usando el kit de
purificacién de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega), y se ligaron durante la noche a 4°C.
Después de transformaciéon en células de E. coli DH5a y crecimiento sobre placas LB-amp, las colonias se
cribaron con RE para la presencia de B-actina. Todas las colonias positivas se confirmaron por secuenciacién
usando los dos cebadores, pCl-Neo-F y EGFP-I-F (Cuadro 3), dando como resultado el plasmido ppactin-
EGFP.

El promotor L2R del virus de la viruela aviar se amplificé por PCR a partir de pE68 (Zantinge, J.L., Krell, P.J.,
Derbyshire, J.B., Nagy, E., 1996, “Partial transcriptional mapping of the fowlpox virus genome and analysis of
the EcoRI L fragment’, J. Gen. Virol. 77(4), 603-614) con los cebadores L2R-F y L2R-R (Cuadro 3), a una
temperatura de apareamiento de 60 °C. El producto de PCR resultante se extrajo del gel usando el kit de
purificacién de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega). Tanto el producto de PCR de L2R
como pCMV-EGFP se sometieron a digestiéon doble con EcoRI y Notl durante 1 h a 37 °C. Tanto el pldsmido
digerido como el producto de PCR se separaron entonces en un gel y se extrajeron usando el kit de purificacién
de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega), y se ligaron durante la noche a 4 °C. Después
de transformacién en células de E. coli DH5a y crecimiento sobre placas LB-amp, las colonias se cribaron con
RE para la presencia de L2R. Todas las colonias positivas se confirmaron por secuenciacién con los dos
cebadores, pCl-Neo-F y EGFP-I-F (Cuadro 3), dando como resultado la recuperacién del plasmido pL2R-
EGFP.

La luciferasa de luciérnaga se amplificé por PCR a partir de pGL4.17 (Promega) con los cebadores Luc-F y
Luc-R (Cuadro 3), a una temperatura de apareamiento de 55 °C. El producto de PCR resultante (1.6 kb) se
extrajo del gel usando el kit de purificacién de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega). Tanto
el producto de PCR de luciferasa como los plasmidos promotores se sometieron a digestién doble con Avrll y
BstBI durante 1 h a 37 °C. El plasmido digerido y el producto de PCR se separaron entonces en un gel, quitando
el casete de resistencia de neomicina (NeoR) de cada plasmido, y se extrajeron usando el kit de purificacién
de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega), y se ligaron durante la noche a 4 °C. Después
de transformacién en células de E. coli DH5a y crecimiento sobre placas LB-amp, las colonias se cribaron por
PCR para la presencia de luciferasa. Todas las colonias positivas se confirmaron por secuenciacién usando el
cebador SV40-F (Cuadro 3).

Se generaron cinco plasmidos de expresion doble adicionales para incluir el elemento potenciador WPRE. El
elemento WPRE se amplificé por PCR a partir de pWWPRE (Dra. Sarah Wootton, University of Guelph) usando
los cebadores WPRE-F y WPRE-R (Cuadro 2.2) con una temperatura de apareamiento de 55 °C. El producto
de PCR se extrajo del gel usando el kit de purificacién de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification
(Promega). Tanto el producto de PCR de WPRE como el promotor se sometieron a digestién con Notl durante
1 h a 37 °C. Después de la digestion, los plasmidos se trataron con fosfatasa alcalina (intestinal de becerro,
New England BioLabs) de acuerdo con el protocolo del fabricante para impedir la religacién. Tanto el plasmido
digerido/desfosforilado como el producto de PCR se separaron entonces en un gel y el ADN se extrajo usando
el kit de purificacion de ADN Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification (Promega), y se ligaron durante la
noche a 4 °C. Después de transformacién en células de E. coli DH5a y crecimiento sobre placas LB-amp, las
colonias se cribaron por PCR para la presencia de WPRE. Todas las colonias positivas se confirmaron por
secuenciacidén usando EGFP-I-F (Cuadro 3). En el Cuadro 4 se da una lista de todos los pladsmidos generados
en este estudio y su propésito.

1.3.2 Transfeccion de células de hepatoma de pollo

La expresién de EGFP se midi6 transfectando células CH-SAH con los plasmidos de expresién doble. Las
células se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1.2x108 células/placa y se incubaron a 37 °C con
5% de CO,. Se usé Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con la recomendacién del fabricante para
transfectar todas las construcciones. Brevemente, se incubaron 2 pg de plasmido de expresion doble y 5 pl de
Lipofectamine en alicuotas separadas de 50 pl de medio Opti-Mem (Gibco) por 5 minutos, luego se mezclaron
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y se incubaron juntos por 20 minutos. Durante este periodo el medio se removié de cada placa y las monocapas
de células se lavaron dos veces con solucién salina amortiguadora de fosfato (PBS). A cada placa se le
agregaron 2 ml de DMEM-F12 (FBS 5%) sin antibiéticos. Después de 20 minutos, las mezclas plasmido-
lipofectamina se agregaron a las placas de 35 mm y se incubaron por 6 h a 37 °C en presencia de 5% de CO..
Esto se repiti6 para los diez plasmidos de expresidén doble. Después de 6 h, el medio se removié y se agregd
DMEM-F12 (FBS 5%) nuevo. Cada 12 horas después de la transfeccién (‘h.p.t’, horas postransfeccién), la
expresion de EGFP se confirmé por microscopia de fluorescencia y todo el lisado celular se recolecté. Las
monocapas se lavaron con PBS, se les agregé tripsina y las células se resuspendieron en DMEM-F12 (FBS
5%). Después, las células se centrifugaron en tubos cénicos de 15 ml (Nunc®), el sobrenadante se removi6 y
la pella celular se resuspendid en 500 pyl de PBS y se congel6 a -80 °C. Muestras de células transfectadas
congeladas a -80 °C se congelaron-descongelaron tres veces. Los desechos celulares se centrifugaron a
12,000 rpm en una microcentrifuga durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo de
microcentrifuga nuevo y la concentracién de proteina se determiné a 280 nm usando un Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Todas las muestras se ajustaron a una concentracidén de proteina de 1 pg/pL.

1.3.3 Microscopia de fluorescencia

Las células CH-SAH tanto transfectadas como infectadas se monitorearon por microscopia de fluorescencia
con un microscopio de fluorescencia Zeiss (Carl Zeiss) con 6ptica FITC.

1.3.4 Medicién de la expresion del gen reportero

La expresién de EGFP se cuantificé por espectrofluorometria usando una lectora de microplaca GloMax®-Multi
(Promega). Brevemente, se agregaron 50 pg de lisado de proteina a una placa negra de fondo plano de 96
pocillos (Corning) por triplicado. La fluorescencia de EGFP se mididé en una lectora de microplaca GloMax®-
Multi (Promega) a longitudes de onda de 480 nm de excitacién y 528 nm de emisién. Las tres lecturas se
promediaron para dar un valor de fluorescencia por muestra.

La expresion de luciferasa se determind usando un kit Pierce Firefly Luciferase Glow Assay (Thermo Fisher
Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, se agregaron 25 ug de lisado de proteina a
una placa negra de fondo plano de 96 pocillos (Corning) por triplicado. A cada réplica se le agregaron
manualmente 50 ul de sustrato del ensayo Luciferase, se mezclaron bien y se incubaron por 15 minutos
protegidos de la luz antes de medir la luminiscencia en una lectora de microplaca GloMax®-Multi (Promega).
Las lecturas se promediaron para dar un valor de luminiscencia por muestra.

1.3.5 Normalizacién de la expresién del promotor

Las construcciones de expresién doble se normalizaron para eliminar la variabilidad de la eficiencia de
transfeccién de muestra a muestra (Schagat, T., Paguio, A, Kopish, K., 2007, “Normalizing Genetic Reporter
Assays: Approaches and Considerations for Increasing Consistency and Statistical Significance”, Cell Notes,
17, 9-12). Se determinaron las veces de cambio de actividad entre las construcciones de promotor y pCMV-
EGFP-Luc. Para empezar, para cada punto de tiempo especifico y repeticién se determiné la fluorescencia
promedio y el valor de luminiscencia de cada construccién de plasmido, en donde se calculé la relacién de
fluorescencia sobre luminiscencia (F/R). El cantidad de actividad se comparé con el promotor CMV, usado
actualmente en recFAdV; por lo tanto, a la relacién F/R de CMV se le asign6 un valor de 1.0 (dividido entre su
propia relacién F/R). Cada valor F/R de las construcciones restantes también se dividié entre el valor F/R de
CMV, dando como resultado un valor que representa las veces de cambio de actividad (Aveces) normalizadas.
Las veces de cambio promedio entre las repeticiones se compararon entre todas las construcciones en cada
punto de tiempo.

1.4 Generacién y caracterizacién de virus recombinantes
1.4.1 Construccién de construcciones intermedias

Se hizo un analisis adicional de la expresiéon de EGFP in vitro con recFAdV que contenian los casetes de
expresion basados en CMV, CAG y Ef1a. En estudios previos, los recFAdV se recuperaron por recombinacién
homdéloga entre pFAdV-9A4 y el casete de expresién amplificado por PCR, que contenia regiones de flanqueo
virales, aislado de una construccién intermedia. El plasmido pleftA491-2,782 (pLA2.4) contiene el sitio de
supresién A4 del extremo izquierdo (A491-2,782 nt) de FAdV-9 con un sitio de RE Swal para clonacién de
extremo rasurado de un transgen (Corredor y Nagy, 2010b). En este estudio, se desarrollé un sistema nuevo
de construccidn intermedia clonando regiones de flanqueo virales directamente en los plasmidos de expresién
doble, creando asi plasmidos listos para recombinacién (pHMR). Regiones genémicas virales que flanquean el
sitio de supresién A4 de FadV-9 se amplificaron por PCR a partir de la construccién intermedia pLA2.4. La
regién izquierda del sitio de supresién (VF1) se amplificé por PCR usando 100 ng de pLA2.4 y los cebadores
VF1-F y VF1-R (Cuadro 3), a una temperatura de apareamiento de 52 °C. El producto de PCR resultante se
extrajo del gel usando el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Mini-prep (Bio Basic). Tanto el producto de PCR
de VF1 como todos los vectores de expresién doble se digirieron con Spel durante 1 h, seguido por digestién
con Bglll. Tanto el plasmido digerido como el producto de PCR se separaron entonces en un gel y se extrajeron
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usando el kit QIAEX Il Gel Extraction (Qiagen), y se ligaron durante la noche a 16 °C. Después de
transformacién en células de E. coli DH5a y crecimiento sobre placas LB-amp, las colonias se cribaron por
PCR para la presencia del fragmento VF1 con los cebadores VF1-F y VF1-R. Todas las colonias positivas se
confirmaron por secuenciacién. Después, la region derecha del sitio de supresiéon (VF2) se amplificé por PCR
usando 100 ng de pLA2.4 y los cebadores VF2-F y VF2-R (Cuadro 3), a una temperatura de apareamiento de
52 °C. El producto de PCR resultante se extrajo del gel con el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Mini-prep
(Bio Basic). Tanto el producto de PCR de VF2 como todos los vectores de expresién doble positivos para el
fragmento VF1 se digirieron con Kpnl durante 1 h, seguido por digestién con Mfel. Tanto el plasmido digerido
como el producto de PCR se separaron entonces en un gel y se extrajeron usando el kit QIAEX || Gel Extraction
(Qiagen), y se ligaron durante la noche a 16 °C. Después de transformaciéon en células de E. coli DH5a y
crecimiento sobre placas LB-amp, las colonias se cribaron por PCR para la presencia del fragmento VF2
usando los cebadores VF1-F y VF2-R (Cuadro 3), a una temperatura de apareamiento de 52°C, con un tamafio
esperado de 2 kb més el tamafio de cada casete de expresion de EGFP. En el Cuadro 4 se da una lista de los
seis plasmidos intermedios de pHMR.

1.4.2 Generacién de adenovirus aviares recombinantes

Se generaron FAdV recombinantes para incluir los casetes de expresién de CMV, CMV-WPRE, CAG, CAG-
WPRE, EF1a y EF1a-WPRE usando un método modificado de Corredor y Nagy (2010b) (Figura 12). Los
casetes de expresién flanqueados por ADN viral en los plasmidos pHMR se recombinaron con pFAdV-9A4 para
crear FAdmid recombinantes nuevos que contienen un promotor de interés y EGFP. Para obtener casetes e
EGFP promotores flanqueados por secuencias de ADN virales, construcciones de pHMR intermedias se
sometieron a PCR o digestién de RE con Bglll/BamHI. Los casetes que contenian el promotor CMV (pHMR-
CMV-EGFP y pHMR-CMV-EGFP-WPRE) y el promotor EF1a (pHMR- EF1a-EGFP y pHMR- EF1a-EGFP-
WPRE) se amplificaron por PCR. La PCR se efectué con 200 ng del plasmido y los cebadores E1-F y E1-R
(Cuadro 3) a una temperatura de apareamiento de 52 °C, y el producto de PCR resultante se extrajo de un gel
usando el kit QIAEX |l Gel Extraction (Qiagen). Los casetes que contenian el promotor CAG (pHMR-CAG-
EGFP y pHMR-CAG-EGFP-WPRE) se digirieron doblemente usando Bglll/BamHI|. Brevemente, 5 ug del
plasmido se digirieron con las dos enzimas por 1 h a 37 °C. Las muestras se separaron por electroforesis en
gel y las bandas que corresponden al casete CAG (4.5 kb) o el casete CAG-WPRE (5 kb) se extrajeron del gel
usando el kit de extraccién EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction (Bio Basic). Después, 5 ug de pFAdV-9A4
se linealizaron con Swal y se precipitaron con etanol. La concentracion de todo el ADN obtenido por PCR y el
producto de digestién de RE se midié con un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Para cada construccién, 2 ug
del casete de promotor de EGFP y 2 ug de pFAdV-9A4 digerido con Swal fueron transformados conjuntamente
en células de E. coli BJ5183. Todas las construcciones resultantes se cribaron para recombinacién por medio
de digestién con Notl, seguida por transformacién en E. coli DH5a. Estas construcciones se desarrollaron en
medio LB, se aislaron usando el kit PureLink HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen), se digirieron con Pacl y se
extrajeron por precipitacion con etanol. Células CH-SAH se sembraron en matraces de 25 cm a una densidad
de 4.3x10° células/matraz. Las células CH-SAH se transfectaron con 5 ug del ADN digerido con Pacl usando
25 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Después de 6 h, la mezcla de transfeccién se separé y se le agregé
DMEM-F12 (FBS 5%) nuevo, las células se incubaron a 37 °C con 5% de CO». Durante la siguiente semana
se monitorizé la aparicion del efecto citopético (CPE) en las células. En este punto los cultivos celulares se
congelaron y se descongelaron, tres veces, luego se centrifugaron y el sobrenadante clarificado que contenia
el FadV-9A4 recombinante se guardé como la solucién de reserva PO a -80 °C. Subsiguientemente el virus se
pasd tres veces para obtener una solucién de reserva P4 de titulo alto. En el Cuadro 4 se da una lista de los
recFAdV.

1.4.3 Curvas de crecimiento viral

Se obtuvieron curvas de crecimiento de un paso para todos los virus como lo describen Alexander et al. (1998).
Brevemente, un total de 1.8x10° células CH-SAH se sembraron en placas de 35 mm y se incubaron a 37 °C
con 5% de COa. Las células se infectaron con recFAdV a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 5. Después
de adsorcién por 1 hora a temperatura ambiente, las células se lavaron tres veces con PBS y se les agregdé
DMEM-F12 (FBS 5%) nuevo. El medio del cultivo celular y las células se cosecharon 0, 12, 18, 24, 30, 36, 48,
60 y 72 horas después de la infeccién (‘h.p.i.’, horas postinfeccion). El medio se separé y se congelé a -80 °C
como virus extracelular, mientras que las células se lavaron tres veces con PBS, se puso en la monocapa 1 ml
de medio y la placa se congelé a -80 °C como virus intracelular. El virus extracelular se titulé en cada punto de
tiempo. Las células CH-SAH se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 1.8x108 células/pocillo y
se incubaron durante la noche. El virus extracelular de cada punto de tiempo se diluyé en serie (10-107), y
100 pl de cada alicuota se inocularon por duplicado y se dejaron adsorber durante 1 h a temperatura ambiente.
El in6culo se removié y la monocapa se lavé en PBS. A cada pocillo se le agregaron 3 ml de capa de agar que
consiste en agarosa SeaKem LE al 0.6% (Lonza), DMEM-F12 (FBS 5%, L-glutamina y PenStrep), y las placas
se incubaron a 37°C con 5% de CO.. Después de cinco dias, a cada pocillo se le agregaron 1.5 ml de rojo
neutro (0.015%) y después de 24 h se hizo el conteo en las placas.

1.4.4 Deteccién de la expresién de EGFP
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Un total de 1.8x10° células CH-SAH se sembraron en placas de 35 mm y se incubaron a 37 °C con 5% de CO..
Las células se infectaron con recFAdV a una MOI de 5. Células no infectadas y células infectadas con FAdV-
9A4 fueron los controles negativos, mientras que células transfectadas con 6 pg de pEGFP-N1 fueron el control
positivo. Las células se recolectaron 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 y 48 h.p.i. y se centrifugaron a 5,000 rpm por 5
minutos. Cada muestra se resuspendié en 500 pl de PBS y se dividié en dos alicuotas de 250 pl. La primera
alicuota se guardé congelada a -80 °C para ser leida después por espectrofluorometria. La segunda alicuota
se centrifugd de nuevo para quitar el FBS. El sobrenadante se removié y la pella celular se resuspendié en 200
Ml de amortiguador de lisis RIPA (Tris HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, SDS al 0.1%,
EDTA 10 mM y desoxicolato de sodio al 1%). Las muestras se incubaron sobre hielo por 20 minutos y se
volvieron a centrifugar a 12,000 rpm a 4 °C por 20 minutos. El sobrenadante se recogié y se guardé a -80 °C.

La expresion de EGFP se midié por espectrofluorometria en cada punto de tiempo. Muestras de células
infectadas congeladas a -80 °C se congelaron - descongelaron tres veces. Los desechos celulares se
centrifugaron a 12,000 rpm por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo de microcentrifuga
nuevo y la concentracién de proteina se determind a 280 nm usando un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).
Todas las muestras se ajustaron a una concentracioén de proteina de 1 ug/uL. Para cada muestra, se agregaron
50 g del extracto de proteina a una placa negra de fondo plano de 96 pocillos (Corning) por triplicado, y se
analizé usando una lectora de microplaca GloMax®-Multi (Promega) para detectar la fluorescencia de EGFP
usando longitudes de onda de 480 nm y 528 nm de excitacién y emisién, respectivamente.

1.4.5 Ensayo de Bradford y SDS-PAGE

La concentracién de proteina se determin6 con el kit BioRad Protein Assay de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Brevemente, se hizo una dilucién 1:5 en H>O del reactivo colorante concentrado. Se pipetearon 10
ML de los estandares de proteina BSA, variando las concentraciones de 100 pg/ml a 1 mg/ml, junto con
muestras de lisado celular completo (diluido 1:10), a una placa de 96 pocillos, por triplicado. A cada muestra
se le agregaron 200 pL del reactivo colorante diluido y se mezclaron. Después de una incubacién de 5 minutos,
la absorbancia se midié a 595 nm en una lectora de microplaca (BioTek Powerwave XS2). Se generd una curva
patrén usando los valores de absorbancia de los estdndares de BSA, y se usé la ecuacion de regresién lineal
para extrapolar las concentraciones de los lisados celulares desconocidos. Los valores de cada muestra se
promediaron para generar una concentracion promedio del total de proteina y el factor de dilucién fue
contabilizado. Todas las muestras se diluyeron hasta una concentracién final de 0.67 pg/ gL en H-O destilada.

Las proteinas se separaron por medio de electroforesis en gel de policarilamida —SDS (SDS-PAGE). Se
prepararon geles de acrilamida al 10% de acuerdo con las recetas obtenidas de “Roche Lab FAQs Handbook”
(42 ed). Para todos los experimentos se mezclaron 15 UL de cada lisado celular (0.67 pg/uL) con 4 L de
amortiguador de carga SDS-PAGE 4x (suplementado con 2-mercaptoetanol). Las muestras se incubaron a 95
°C por 10 minutos antes de ser cargadas en los geles. Se cargaron un total de 10 pg por muestra en carriles
individuales, y también 5 pL de escalera de proteinas (Precision Plus Protein Dual Colour, BioRad). Una vez
cargadas todas las muestras, los geles se corrieron a 100 V durante aproximadamente 1.5 horas en
amortiguador de corrida (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS al 0.1%, pH 8.3).

1.4.6 Inmunotransferencia Western

Después de la SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF)
en un Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las
muestras se corrieron a 100 V por 1 hora en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM,
metanol al 20%, pH 8.3). Después de la transferencia, las membranas se enjuagaron con solucidén salina
amortiguadora de Tris suplementada con Tween 20 al 0.1% (TBS-T) y se bloquearon con leche descremada al
5% (en TBS-T) durante 1 h a temperatura ambiente, con agitacién. A la solucién bloqueadora se le agregé
anticuerpo primario y las membranas se incubaron durante la noche a 4 °C. Para sondear la EGFP se usé
anticuerpo monoclonal primario anti-GFP de ratén (Molecular Probes) a una dilucién 1:1,000. Para sondear la
actina se us6 anticuerpo policlonal primario anti-actina de cabra (Santa Cruz Biotechnology) a una dilucién de
1:1,000. Al dia siguiente todos los blots se lavaron tres veces con TBS-T por 10 minutos cada vez con agitacién.
Después, los blots se incubaron por 1 hora con agitacién en anticuerpo secundario diluido en solucién
bloqueadora. Se usaron los siguientes anticuerpos policlonales secundarios conjugados con peroxidasa de
rabano (HRP): anti-ratén de cabra (Invitrogen, a una dilucién 1:5,000) y anti-cabra de asno (Jackson, a una
dilucidén 1:20,000). Después, los blots se lavaron tres veces mas en TBS-T y se incubaron en reactivo Western
Lightning Plus-ECL (Perkin Elmer Inc) durante cinco minutos, antes de ser revelados usando ChemiDoc XRS
(BioRad).

Cuadro 2

Condiciones de pcr usando polimerasa Kod o Taq de acuerdo con el protocolo del fabricante
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Polimerasa Kod

Paso Tamafio objetivo
<500 bp 500-1000 bp 1000-3000 bp >3000 bp

Activacion 95 °C durante 2 min

Desnaturalizacién 95 °C durante 20 s

Apareamiento Tm°C més baja del cebador durante 10 s

Extensién 70 °C durante 70 °C durante 70 °C durante 70 °C durante
10s/kb 15s/kb 20s/kb 25s/kb

2R_(Zpetlmon de los pasos 25 ciclos

Polimerasa Taq

Paso

Activacion 95 °C durante 5 min

Desnaturalizacién 95 °C durante 1 min

Apareamiento Tm°C més baja del cebador durante 30 s

Extensién 70 °C durante 1 min/kb

2R_(Zpetlmon de los pasos 25 ciclos

Cuadro 3

Cebadores disefiados para la generaciéon de construcciones de expresion doble y refadv. Las enzimas de
restriccidn incorporadas en cada cebador estan subrayadas

Cebador Secuencia (5’ a 3') Tm E”Z'r.“a.‘,’e
restriccion

pCl-Neo-F 61
GGCTCATGTCCAATATGACCGCCAT (SEQ ID NO: 22) oc -

EGFP-F  AAAAAAGAATTCACCATGGTGAGCAAGGGCGAG (SEQ ID NO: 58 E
23) E— oc coRlI

EGFP-R  AAAAAAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC (SEQ 59

VOO Oy Notl

ID NO: 24) °C

EGFP-I-F 58
GAGAAGCGCGATCACATGGT (SEQ ID NO: 25) oo -

Pactin-F  AAAAAAACTAGTTGGTCGAGGTGAGCCCCACGTT (SEQ ID NO: 65 Spel
26) °C

Pactin-R  AAAAAAGAATTCGCCCGCCGCGCGCTTCGCTT (SEQ ID NO: 71 EcoR|
27) oC co

L2R-F AAAAAAACTAGTCATAGTAAATATGGGTAACTTCTTAATAGCCA 55 Soel
(SEQ ID NO: 28) oC P

L2R-R AAAAAAGAATTCATGGTTTGTTATTGGCAAATTTAAATTAATGTT 55 EcoR|
(SEQ ID NO: 29) °C

Luc-F AAAAAACCTAGGTTGGCAATCCGGTACTGTTGGT (SEQ ID NO: 59 Avill
30) °C

Luc-R 58
AAAAAATTCGAAGCCGCCCCGACTCTAG (SEQ ID NO: 31) o BstBI

SV40-F 56
GGCCTCTGAGCTATTCCAGA (SEQ ID NO: 32) 9N -

WPRE-F  AAAAAAGCGGCCGCTCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAA 56 Nol
(SEQ ID NO: 33) °C
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WPRE-R  AAAAAAGCGGCCGCGCCCAAAGGGAGATCCGAC (SEQ ID NO: 58

34) oo Notl

VF1-F _ 53
AAAAAAAGATCTTACATGAATGACGCTGCTG (SEQ ID NO: 35) o2 Bglll

VF1-R AAAAAAACTAGTAAATACACCGAGAAATACCACG (SEQ ID 53 s

] —_— o pel

NO:36) c

VF2-F AAAAAACAATTGAAATAAAGACTCAGAACGCATTTTCC (SEQ ID 54 Mfel
NO: 37) °C

VF2-R 53
AAAAAAGGTACCCCCCCGCAGAGAATTAAAA (SEQ ID NO: 38) 55 Kpnl

E1-F 53
ACATGAATGACGCTGCTG (SEQ ID NO: 39) oo -

E1-R 52
CCCCCGCAGAGAATTAAAA (SEQ ID NO: 40) o0 -

Cuadro 4

Vectores y virus de este estudio y sus caracteristicas clave

Tamafo o
Nombre Descripcién
(bp) P

pHMR-CAG-EGFP-WPRE 9,484 Construccién intermedia para recombinacién homdloga con

pFAdV-9A4

Construccién intermedia para recombinacién homdloga con
pHMR- EF1a-EGFP 8,766 PFAdV-9A4

Construccién intermedia para recombinacién homdloga con
pHMR- EF1a-EGFP-WPRE 9,29 PFAdV-9A4
pFAdV-9A4 44,971 Esqueleto de FAdmid A491-2,782
pFAdV-9A4-CMV-EGFP 46,826 FAdmid que contiene CMV-EGFP en el sitio A4

pFAdV-9A4-CMV-EGFP-
WPRE

47,35 FAdmid que contiene CMV-EGFP-WPRE en el sitio A4
pFAdV-9A4-CAG-EGFP 47,583 FAdmid que contiene CAG-EGFP en el sitio A4

pFAdV-9A4-CAG-EGFP-
WPRE

48,107 FAdmid que contiene CAG-EGFP-WPRE en el sitio A4
pFAdV-9A4-EF1a-EGFP 47,389 FAdmid que contiene EF1a -EGFP en el sitio A4

pPAdV-9A4-EF 1a-EGFP- 47,913 FAdmid que contiene EF1a -EGFP-WPRE en el sitio A4

WPRE
Virus
Tamafo o
Nombre Descripcién
(bp) P
FAdV-9A4 42,772 Virus de supresién FAdV-9 (A491-2,782)
FAdV-9A4-CMV-EGFP 44,627 Virus CMV-EGFP recombinante
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FAdV-9A4-CMV-EGFP-

WPRE 45151 Virus CMV-EGFP-WPRE recombinante

FAdV-9A4-CAG-EGFP 45,384 Virus CAG-EGFP recombinante

FAdV-9A4-CAG-EGFP-

WPRE 45 908 Virus CAG-EGFP-WPRE recombinante

FAdV-9A4-EF10-EGFP 45,19 Virus EF1a-EGFP recombinante

FAdV-9A4-EF1a-EGFP-

WPRE 45,714 Virus EF1a-EGFP-WPRE recombinante

Ejemplo 2
Generacién y caracterizacion de vectores virales fadv-9

Como se muestra en las Figuras 1 a 8D, los inventores hicieron experimentos para generar y caracterizar
vectores virales FAdV-9 que incluyen virus de ORFO-ORF1-ORF2 suprimido con una secuencia codificante de
mCherry y usando el promotor temprano nativo, virus de TR2-ORF17-ORF11 suprimido con un casete de EGFP
insertado y un virus de expresidén doble Gtil como un vector polivalente.

En el extremo izquierdo del genoma: del nucleétido 847 al 2753, se suprimieron 1906 nucleétidos. Esta
supresién incluye ORF1A, ORF1B, ORF1C y ORF2. En el extremo derecho del genoma: del nucledtido 38,807
al 42,398, se suprimieron 3591 nucleétidos. Esta supresion incluye TR-2, ORF17 y ORF11. La supresién total
es de 5497 bp; el tamafio del vector de supresiéon doble es de 39,567 bp. El gen ajeno insertado en el extremo
izquierdo fue mCherry (SEQ ID NO: 3, 711 bp). El gen ajeno insertado en el extremo derecho fue EGFP (SEQ
ID NO: 2, 1602 bp). Basandose en la regla de estabilidad de adenovirus de 105%, la capacidad del vector doble
es de hasta 7751 bp, este podria estar en diferentes configuraciones, por ejemplo, en el extremo izquierdo es
hasta 4160 bp y en el extremo derecho es hasta 5844 bp.

Como se muestra en las Figuras 2 y 3A, en el extremo izquierdo del genoma: del nucleétido 847 al 2753, se
suprimieron 1906 nucleétidos. Esta supresién incluye ORF1A, ORF1B, ORF1C y ORF2. En el extremo derecho
del genoma: del nucledtido 38,807 al 42,398, se suprimieron 3591 nucleétidos. Esta supresién incluye TR-2,
ORF17 y ORF11. La supresién total es de 5497 bp; el tamafio del vector de supresién doble es de 39,567 bp.
El gen ajeno insertado en el extremo izquierdo fue mCherry (SEQ ID NO: 3, 711 bp). El gen ajeno insertado en
el extremo derecho fue EGFP (SEQ ID NO: 2, 1602 bp). Se realizé la verificacién del FAdmid y los virus
correspondientes (Figuras 3B y 3D) lo que mostré que la construccién era correcta. Por otra parte, se observé
CPE de los virus recombinantes en las células CH-SAH; sin embargo, las células infectadas no muestran
ninguna fluorescencia de mCherry lo que indica que el gen ajeno, en este caso mCherry, no esta siendo
expresado (Figura 3C).

Como se muestra en las Figuras 2 y 4A, en el extremo izquierdo del genoma: del nucleétido 847 al 2753, se
suprimieron 1906 nucledtidos. Esta supresion incluye ORF1A, ORF1B, ORF1C y ORF2. El gen ajeno insertado
en el extremo izquierdo fue mCherry (SEQ ID NO: 3, 711 bp). Se realizd la verificacion del FAdmid y los virus
correspondientes (Figuras 4B y 4D) lo que mostr6 que la construccién era correcta. Las células CH-SAH
infectadas con los virus recombinantes mostraron fluorescencia de mCherry lo que indica que el gen ajeno, en
este caso mCherry, esta siendo expresado (Figura 4C).

Como se muestra en las Figuras 5y 7A, en el extremo derecho del genoma: del nucleétido 38,807 al 42,398,
se suprimieron 3591 nucleétidos. Esta supresién incluye TR-2, ORF17 y ORF11. El gen ajeno insertado en el
extremo izquierdo fue EGFP (SEQ ID NO: 2, 1602 bp). Se realizé la verificacion del FAdmid y los virus
correspondientes (Figuras 7B y 7D) lo que mostré que la construccién era correcta. Las células CH-SAH
infectadas con los virus recombinantes mostraron fluorescencia de EGFP lo que indica que el gen ajeno, en
este caso EGFP, esta siendo expresado (Figura 7C).

Como se muestra en la Figura 8A, en el extremo izquierdo del genoma: del nucledtido 847 al 2753, se
suprimieron 1906 nucleétidos. Esta supresién incluye ORF1A, ORF1B, ORF1C y ORF2. En el extremo derecho
del genoma: del nucledtido 38,807 al 42,398, se suprimieron 3591 nucleétidos. Esta supresién incluye TR-2,
ORF17 y ORF11. El gen ajeno insertado en el extremo izquierdo fue mCherry (SEQ ID NO: 3, 711 bp). El gen
ajeno insertado en el extremo derecho fue EGFP (SEQ ID NO: 2, 1602 bp). Se realizé la verificacién del FAdmid
y los virus correspondientes (Figuras 8B y 8D) lo que mostré que la construccion era correcta. Las células CH-

19



10

15

20

ES 2996 307 T3

SAH infectadas con los virus recombinantes mostraron fluorescencia de mCherry y EGFP, lo que indica que
los genes ajenos son expresados (Figura 8C).

La Figura 6A muestra un vector adicional basado en la supresién de ORF17 localizado en el extremo derecho
del genoma de FAdV-9, como parte del desarrollo I6gico y sistematico del sistema vector.

De lo anterior se puede observar que cuando es suprimido ORFO, el promotor temprano nativo no funciona
puesto que no se observa la expresion del gen ajeno (por ejemplo, m-Cherry). Sin embargo, la expresién de
genes reporteros ocurre cuando se usa un promotor exégeno (ajeno) (CMV) (Corredor y Nagy, 2010b). Cuando
solo son suprimidos ORF1 y ORF2, el promotor nativo funciona y se observa la expresiéon del gen reportero
ajeno.

La Figura 9 muestra los virus recombinantes basados en FAdV-9 con genes reporteros. Especificamente, esta
figura es un resumen y representacién lineal de las Figuras 4A, 6A, 7Ay 8A, en donde la linea pFAdV-9RED
representa la Figura 4A, la linea pFAdV-9-A17 representa la Figura 6A, la linea pFAdV-9-EGFP representa la
Figura 7A, la linea pFAdV-9-Dual representa la Figura 8A.

Por consiguiente, los inventores han reemplazado exitosamente los ORF 0-2, ORF 1-2 y TR2-ORF 17-11 de
FAdV-9 con genes reporteros. Se observd que el promotor nativo temprano del extremo izquierdo de FAdV
puede manejar la expresién del gen ajeno. Ademas, se demostré que una supresién grande en el extremo
derecho de TR2 es estable, contrario a los estudios previos. Por lo tanto, el FAdV-9 con supresiones en el
extremo izquierdo y el extremo derecho de FAdV-9 se puede usar como virus FAdV-9 recombinante polivalente,
y puede tener aplicaciones para crear virus de expresién doble adecuados como vectores de vacuna.

Los cebadores usados en este estudio se indican en el Cuadro 5.

(SEQ ID NO: 67)
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Cuadro 5

Nombre Secuencia (5-3) Localizacién Propésito

ORF1-2Ver-F gcacagtcccaatggcett (SEQ ID NO: 42) Pei et al.,2015

ORF1-2Ver-R aaattctggtcegttaccga (SEQ ID NO: 43) Pei et al.,2015

TR2-17-11VerF GCCTACTCCTCAGCCTATCAC (SEQ ID NO: 44)  38163-38184 verificacién

TR2-17-11VerR CAGTCCTCTAACGAGCACGC (SEQ ID NO: 45) 43113-43133 Verificacion

CAT-F GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC (SEQ ID NO: 46) verificacién

ORF1CATSwal-  ggacgtgctttaggtaatttcctccg (SEQ ID NO: 47) 796-846 suprimidos

F Ttctttttecegtttaggtgaggag(SEQ ID NO: 48) ORF1, 1A,
ATTTAAATgtgtaggctggagctgcttc 1B, 1C,
(SEQ ID NO: 49) RF20,

introd. Swal

ORF2CATSwal-  gcgttctgagtctitattggtaa- (SEQ ID NO: 50) Pei et al.,2015

R actcgaaacacgcgtcacacgege- (SEQ ID NO: 51)

ATTTAAAT catatgaatatcctecttagttc
(SEQ ID NO: 52)

TR2-17-11CAT-F  ccccetggeggecgttggecgecactg (SEQ ID NO: 53) 38757-38806 suprimidos
Cacccgegecggacttagtctet (SEQ ID NO: 54) TR2,
TTTAAATgtgtaggctggagcetgcttc ORF17,
(SEQ ID NO: 55) ORF11

introd. Swal

TR2-17-11CAT-  agtagagattataggaagcggggatta (SEQ ID NO: 56) 42399-42448

R Tagtggtttttatttaaacgaga (SEQ ID NO: 57)

ATTTAAAT catatgaatatcctccttagtic
(SEQ ID NO: 58)

ORF17CATSwal tcccectggeggecgagggecgeca (SEQ ID NO: 59) 40511-40561 suprimido

-F Ctgcacccgegecggacttagtctet (SEQ ID NO: 60) ORF17
ATTTAAATgtgtaggctggagctgcttc (SEQ ID NO:

61)

ORF17CATSwal gatacgaagaaggataggagcagaat (SEQ ID NO: 62) 41461-41502

-R Cgaggatacggtagttgactcec (SEQ ID NO: 63)
ATATTTAAATcatatgaatatcctccttagttc
(SEQ ID NO: 64)

EGFPcaSwal-F agctgcATTTAAATgtattaccgccatgceattag (SEQ ID Pei et al., 2015
NO: 65)

EGFPcaSwal-R agctgcATTTAAAT ccacaactagaatgcagtg (SEQ ID Pei et al., 2015
NO: 66)

mCherry-F agctgcATTTAAATATGGTGAGCAAGGGCGAGGA ?77? amplificar
GG mCherry
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mCherry-R agctgcATTTAAATCTACTTGTACAGCTCGTCCAT  ?27? secuencia
GCCG codificante
(SEQ ID NO: 68)

Los sitios Swal estdn en mayulscula

Las secuencias en negrita son especificas del casete de cloranfenicol

Las secuencias subrayadas son especificas de pN1-EGFP, la localizacién se basa en pEGFP-N1
Las secuencias en cursiva son nucleétidos extra para digestién con Swal

Ejemplo 3

Resultados

3.1 Expresién de EGFP en células CH-SAH transfectadas

3.1.1 Clonacién de construcciones de expresién doble

Se cred un sistema de expresién doble usando EGFP y luciferasa de luciérnaga (expresada bajo el promotor
SV40) para comparar la fuerza de diferentes elementos promotores y potenciadores sobre la expresién de
EGFP in vitro. El plasmido comercial pCl-Neo (Promega), que contiene el promotor CMV, fue el esqueleto para
el sistema de expresion doble. Subsiguientemente se removid el promotor CMV (944 bp) usando digestién de
RE con Spel y EcoRI. Después de purificacién del gel, fueron subclonados direccionalmente tanto el promotor
CAG (1,701 bp) como EF1a (1,507 bp) en el esqueleto pCl-Neo usando Spel y EcoRI. El producto ligado se
transformé en células bacterianas competentes y las colonias se seleccionaron y se cribaron por digestiéon de
RE (resultados no mostrados) y se confirmaron por secuenciacién. Este proceso se repitié con los promotores
B-actina (285 bp) y L2R (120 bp). Los sitios RE para Spel y EcoRI se insertaron en los cebadores y ambos
promotores se amplificaron por PCR a partir del ADN plasmidico.

Una banda de 730 bp que corresponde a EGFP se amplificé por PCR con cebadores que contienen sitios
EcoRI y Notl. El producto de PCR se clond direccionalmente en cada plasmido promotor, se transformé en
células bacterianas competentes y se confirmé por PCR (datos no mostrados) y por secuenciacién. Finalmente,
la luciferasa de luciérnaga (1,712 bp) se amplificé por PCR con cebadores que contienen los sitios de RE Avrll
y BstBI. EI ADN plasmidico, que contiene EGFP bajo el control de cada promotor, se digirié entonces con Avrll
y BstBIl para remover el gen de resistencia de neomicina, y la luciferasa se cloné direccionalmente en este
lugar. La presencia de luciferasa en cada plasmido se confirmé por PCR (resultados no mostrados) y por
secuenciacion. Esto resulté en los plasmidos de expresion doble: pPCMV-EGFP-Luc, pCAG-EGFP-Luc, pEF1a-
EGFP-Luc, ppactin-EGFP-Luc y pL2R-EGFP-Luc (Figura 11). Se generaron cinco plasmidos adicionales para
incluir el elemento potenciador WPRE. Una banda de 543 bp que corresponde a WPRE se amplificé por PCR
con cebadores que contienen un sitio Notl. Cada plasmido de expresién doble se linealizé con Notl y el
elemento WPRE se cloné no direccionalmente en cada uno. La orientacidén apropiada se crib6é por PCR (datos
no mostrados) y los plasmidos se confirmaron por secuenciaciéon, dando como resultado los plasmidos de
expresiéon doble: pCMV-EGFP-WPRE-Luc, pCAG-EGFP-WPRE-Luc, pEF1a-EGFP-WPRE-Luc, ppactin-
EGFP-WPRE-Luc y pL2R-EGFP-WPRE-Luc (Figura 13).

3.1.2 Patrones de expresién de promotores, observados por microscopia de fluorescencia

Células CH-SAH se transfectaron con las construcciones de expresién doble para seguir los patrones de
expresién de EGFP por 72 h.p.t. por microscopia de fluorescencia (Figura 14). La expresién temprana de EGFP
se observd 12 h.p.t. con los plasmidos de CMV, CMV-WPRE, CAG y CAG-WPRE, aumentando con el tiempo
los grados de expresién. Tanto la construccién EF1a como EF1a-WPRE empezaron la expresién de EGFP
entre 24 y 36 h.p.t. y la expresién permaneci6é estable con el tiempo. Las construcciones que contenian los
promotores de B-actina o L2R expresaron EGFP més débilmente en las células CH-SAH, empezando la
expresion 36 y 60 h.p.t., respectivamente. Todas las construcciones se compararon con células transfectadas
en falso (control negativo) y un control positivo de células transfectadas con pEGFP-N1 (datos no mostrados).

3.1.3 Expresién normalizada de construcciones de promotor

Células CH-SAH se transfectaron con construcciones de expresién doble y la expresidon del transgen se midi6é
durante 72 h.p.t. La fluorescencia de EGFP se midié por fluorometria en cada punto de tiempo, mientras que
la luminiscencia de la luciferasa se midié usando un kit Pierce Firefly Luciferase Glow Assay (Thermo Fisher
Scientific). Para analizar mejor la expresién de EGFP manejada por cada elemento promotor / potenciador y
para minimizar la variacién de muestra a muestra, se usé la expresién de luciferasa de cada muestra para
normalizar los resultados (Schagat et al., 2007). Los datos se analizaron calculando las veces de cambio de
cada construccién, en cada tiempo especifico después de la transfeccion, con respecto al promotor CMV
(Cuadro 6). En la Figura 15 se muestra la expresién normalizada de cada construcciéon de 12 a 72 h.p.t. Doce
horas después de la transfecciébn se observé una disminucién significativa de la expresién con las
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construcciones EF1a, EF1a-WPRE, B-actin-WPRE y L2R-WPRE, en comparacién con CMV. Las
construcciones CMV-WPRE y CAG tuvieron una expresién méas alta 12 h.p.t., sih embargo esto no fue
significativo. Se observaron diferencias mayores en los patrones de expresion entre 24y 72 h.p.t. En general,
todas las construcciones mostraron disminucién de la actividad con el tiempo en comparacién con el control de
CMV. Tanto 12 como 24 h.p.t, la construccibn CMV-WPRE mostré un aumento de 1.047 en las veces de
cambio sobre CMV solamente, aunque las diferencias no fueron significativas. Entre 36 y 60 h.p.t., el CMV-
WPRE mostré veces de cambio ligeramente reducidas que varian de 0.851 a 0.922. Se detectd una disminucién
significativa de la expresién 72 h.p.t., cuando el CMV-WPRE mostré una cantidad de actividad de 64%, menor
en comparacién con el control de CMV, y esta diferencia fue significativa. Para cada construccion restante, la
expresion fue significativamente menor que la de CMV en todos los puntos de tiempo, en donde P<0.05. Las
construcciones que contenian los casetes CAG y CAG-WPRE se expresaron consistentemente a una escala
de aproximadamente 50% y 40%, respectivamente, en comparacién con CMV, desde 24 h.p.t. Similarmente,
se encontré que las construcciones que contenian los casetes EF1ay EF1a-WPRE tienen una menor cantidad
de actividad en comparacién con CMV, con una expresién en una escala de aproximadamente 20%. Las
construcciones restantes, que contenian los promotores de B-actina y L2R, tuvieron una actividad menor de
10% la de CMV.

3.2 Generacion de FAdV-9A4s recombinante
3.2.1 Clonacién de construcciones de pHMR

Para analizar mas la actividad de promotor y la actividad de WPRE en el contexto de la replicaciéon de FAdV,
se generaron FAdV recombinantes que contenian los casetes de expresién de EGFP més eficientes, siguiendo
un método modificado de Corredor y Nagy (2010b). Un fragmento de 477 bp (VF1) a la izquierda del sitio de
supresion FAdV-9A4 se amplificé por PCR y se clond direccionalmente en pCMV-EGFP-Luc, pCMV-EGFP-
WPRE-Luc, pCAG-EGFP-Luc, pCAG-EGFP-WPRE-Luc, pEF1a-EGFP-Luc y pEF1a-EGFP-WPRE-Luc.
Subsiguientemente, un fragmento de 1609 bp (VF2) a la derecha del sitio de supresiéon FAdV-9A4 se amplificé
por PCR y se clond en cada plasmido, dando como resultado los plasmidos intermedios: pHMR-CMV-EGFP,
pHMR-CMV-EGFP-WPRE, pHMR-CAG-EGFP, pHMR-CAG-EGFP-WPRE, pHMR-EF1a-EGFP y pHMR-EF 1a-
EGFP-WPRE (Figuras 16A y 16B). Por cribado de PCR y secuenciacidén se determiné que la clonacién fue
exitosa.

Las construcciones intermedias se sometieron a PCR o digestién de RE con Bglll/BamHI para aislar los casetes
de EGFP promotores flanqueados por fragmentos de ADN viral para usarse en recombinaciéon homéloga con
pFAdV-9A4 (FAdmid). Los FAdmid resultantes se generaron tras la recombinacion homéloga: pFAdV-9A4-
CMV-EGFP, pFAdV-9A4-CMV-EGFP-WPRE, pFAdV-9A4-CAG-EGFP, pFAdV-9A4-CAG-EGFP-WPRE,
pFAdV-9A4-EF1a-EGFP y pFAdV-9A4-EF1a-EGFP-WPRE. Por secuenciacién y cribado por digestién con Notl
se determin6 que la recombinacién fue exitosa (Figura 17). El pFAdV-9A4 digerido resulté en una banda de 4
kb, 5.1 kb, 13.7 kb y 23.8 kb. Los FAdmid que contenian los casetes de CMV se identificaron por una banda
diagnéstica de 2.2 kb que corresponde al promotor CMV mas el gen EGFP y la cola poli-A de SV40. Los FAdmid
que contenian los casetes de CAG se identificaron por una banda diagnéstica de 2.9 kb, y EF1a por una banda
diagnéstica de 2.7 kb. Estuvieron presentes bandas adicionales de 550 bp en FAdmid que contenian el
elemento WPRE. Células CH-SAH fueron transfectadas con estos FAdmid para generar los virus
correspondientes.

3.2.2 Cinética del crecimiento viral

Se compard la cinética del crecimiento viral entre los seis virus recombinantes y la referencia FAdV-9A4 para
determinar si la adicién de algun casete de EGFP promotor afecta la replicacién y crecimiento del virus. El titulo
y crecimiento del virus de todos los recFAdV parecieron seguir un patrén similar a FAdV-9A4, excepto que
FAdV-9A4-CAG-EGFP y FAdV-9A4-EF1a-EGFP crecieron hasta un titulo medio logaritmo méas bajo que la
referencia, empezando 24 h.p.i. (Figura 18). Los virus crecieron hasta los siguientes titulos: FAdV-9A4 =
2.4x108 pfu/ml, FAAV-9A4-CMV-EGFP = 4.8x108 pfu/ml, FAdV-9A4-CAG-EGFP = 8.3x107 pfu/ml, FAdV-9A4-
EF10-EGFP = 8.2x107 pfu/ml, FAdV-9A4-CMV-EGFP-WPRE = 3.1x108 pfu/ml, FAdV-9A4-CAG-EGFP-WPRE
= 3.0x108 pfu/ml, y FAAV-9A4-EF1a-EGFP = 3.7x102 pfu/ml. La aparicion de CPE (Figura 19) y la morfologia
de la placa (no mostrada) de los recFAdV fueron similares a FAdV-9A4, ya que las células se redondearon y
se separaron 5 a 7 d.p.i. Todos los recFAdV expresaron EGFP, como se observa por microscopia de
fluorescencia.

3.3 Actividad de promotor durante la infeccién
3.3.1 Medicién de EGFP por espectroflucrometria

La expresién de EGFP por recFAdV se midi6é entre 0 y 48 h.p.i. en células CH-SAH. Basandose tanto en
espectrofluorometria como en microscopia de fluorescencia, la expresion de EGFP de todos los virus
recombinantes fue baja hasta 12 h.p.i. Se observé expresion fuerte de EGFP entre 12 y 30 h.p.i. pero declind
después de 36-48 h.p.i. Las lecturas méximas de fluorescencia se midieron 30 h.p.i. para todos los recFAdV
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(Figura 20). Las células infectadas con FAdV-9A4-CAG-EGFP mostraron el mayor aumento en la expresion de
EGFP en comparacién con FAdV-9A4-CMV-EGFP en todos los puntos de tiempo, variando de 12 veces (48
h.p.i.) a 29 veces (24 h.p.i) de aumento de expresién. Las células infectadas con FAdV-9A4-EF1a-EGFP
también tuvieron una mayor expresién en comparacién con FAdV-9A4-CMV-EGFP en todos los puntos de
tiempo, con una escala ligeramente menor de aumento de expresion de 2 veces (12 h.p.i) a 20 veces (24 h.p.i).
Los virus que contenian un elemento WPRE expresaron EGFP en una cantidad mas baja en comparacién con
sus contrapartes de promotor. FAdV-9A4-CMV-EGFP-WPRE fue el virus “de peor rendimiento”, con una
disminucién de 2.4 veces (48 h.p.i.) a 17 veces (36 h.p.i.) de expresién en comparaciéon con FAdV-9A4-CMV-
EGFP. Aunque tanto FAdV-9A4-CAG-EGFP-WPRE como FAdV-9A4-EF1a-EGFP-WPRE tuvieron un
rendimiento peor que sus contrapartes de promotor, en promedio ambos virus expresaron EGFP en una
cantidad mas alta que FAdV-9A4-CMV-EGFP. FAdV-9A4-CAG-EGFP-WPRE mostrd un aumento de expresién
que varia de 1.3 veces (48 h.p.i) a 4.3 veces (24 h.p.i.), mientras que la expresién de FAdV-9A4-EF1a-EGFP-
WPRE vari6 de una disminucién de 2.5 veces (12 h.p.i.) a un aumento de 3.6 veces (24 h.p.i.).

3.3.2 Expresiéon de EGFP medida por transferencia Western

Ademas de la espectrofluorometria, la expresién de EGFP viral también se examind por inmunotransferencia
Western. Se recolect6 lisado celular completo de células infectadas 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 y 48 h.p.i. En cada
punto de tiempo se separaron 10 ug de proteina total de cada lisado por medio de SDS-PAGE, se transfirieron
al blot y el blot se sonde6 usando el anticuerpo anti-EGFP (Figura 21). Se esperaba que la masa molecular de
EGFP fuera de 27 kDa (Takebe, N., Xu, L., MacKenzie, K. L., Bertino, J. R., Moore, M. A. S., 2002,
“Methotrexate selection of long-term culture initiating cells following transduction of CD34+ cells with a retrovirus
containing a mutated human dihydrofolate reductase gene”, Cancer Gene Ther. 9(3):308-320). En puntos de
tiempo tempranos de 0y 6 h.p.i., no se detectd sefial de EGFP de ninguno de los recFAdV. Doce horas después
de la infeccidén se detect6é una banda que corresponde a EGFP en el lisado recolectado de células infectadas
con FAdV-9A4-CAG-EGFP, que se detect6 hasta 48 h.p.i. Los lisados celulares recolectados de FAdV-9A4-
EF1a-EGFP, FAdV-9A4-CAG-EGFP-WPRE y FAdV-9A4-EF1a-EGFP-WPRE también produjeron una banda
detectable de EGFP 18-36 h.p.i. En contraste, no se observaron bandas de EGFP en los lisados infectados
con FAdV-9A4-CMV-EGFP y FAdV-9A4-CMV-EGFP-WPRE en ningln punto de tiempo. Los controles
negativos, el lisado infectado con FAdV-9A4 y el lisado infectado en falso no mostraron sefial de EGFP durante
todo eltiempo. Células CH-SAH transfectadas que contenian el plasmido EGFP positivo bajo el promotor CMV,
pEGFP-N1, dieron una sefial positiva de 12 h.p.t. en adelante. En cada punto de tiempo los blots se sondearon
con un anticuerpo anti-actina para mostrar las cantidades relativas de cargas iguales de todas las muestras.
La cantidad de actina parecid similar en cada punto de tiempo, sugiriendo cargas iguales; sin embargo, 48 h.p.i.
no fue detectada actina en lisados infectados con virus.

Cuadro 6

Veces de cambio de la actividad de promotor en células ch-sah transfectadas, varias horas después de la
transfeccién, con respecto al promotor cmv. Se determiné actividad significativa con un valor p<0.05

Punto de
tiempo Promotor Aveces SD valor P
(h.p.t)
CMV 1.0 - -
CMV-
WPRE 1.047 0.245 0.7526
CAG 1.483 1.735 0.5506
CAG-WPRE 0.479 0.370 0.0717
EF1a 0.610 0.184 0.0015
12 EF1a-

WPRE 0.313 0.117 0.0005
B-actin 0.772 0.418 0.2587
B-actin-
WPRE 0.357 0.097 0.0003
L2R 0.566 0.528 0.1654
L2R-WPRE 0.134 0.095 0.0001
CMV 1.0 - -
CMV-
WPRE 1.047 0.116 0.5177

23



ES 2996 307 T3

Punto de
tiempo Promotor Aveces SD valor P
(h.p.t)
CAG 0.409 0.116 0.0001
CAG-WPRE 0.294 0.039 0.0001
EF1a 0.156 0.076 0.0001
24 EF1o-
WPRE 0.087 0.018 0.0001
B-actin 0.074 0.042 0.0001
B-actin-
WPRE 0.042 0.043 0.0001
L2R 0.028 0.016 0.0001
L2R-WPRE 0.010 0.002 0.0001
CMV 1.0 - -
CMV-
WPRE 0.894 0.156 0.3078
CAG 0.560 0.331 0.0180
CAG-WPRE 0.387 0.139 0.0016
EF1a 0.196 0.057 0.0001
36 EF1a-
WPRE 0.124 0.063 0.0001
B-actin 0.056 0.037 0.0001
B-actin-
WPRE 0.015 0.007 0.0001
L2R 0.014 0.013 0.0001
L2R-WPRE 0.002 0.001 0.0001
CMV 1.0 - -
CMV-
WPRE 0.922 0.135 0.3758
CAG 0.431 0.036 0.0001
CAG-WPRE 0.303 0.050 0.0001
EF1a 0.187 0.063 0.0001
48 EF1a-
WPRE 0.085 0.022 0.0001
B-actin 0.032 0.017 0.0001
B-actin-
WPRE 0.013 0.005 0.0001
L2R 0.015 0.014 0.0001
L2R-WPRE 0.001 0.001 0.0001
CMV 1.0 - -
CMV-
WPRE 0.851 0.123 0.1039
CAG 0.572 0.257 0.1423
CAG-WPRE 0.392 0.191 0.0053
EF1a 0.254 0.054 0.0026
60 EF1a-
WPRE 0.124 0.021 0.0001
B-actin 0.033 0.007 0.0001
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Punto de
tiempo Promotor Aveces SD valor P
(h.p.t)
B-actin- 0.015 0.004 0.0001
WPRE ’ ’ ’
L2R 0.002 0.001 0.0001
L2R-WPRE 0.001 0.001 0.0001
CMV 1.0 - -
CMV-
WPRE 0.643 0.056 0.0004
CAG 0.591 0.137 0.0521
CAG-WPRE 0.434 0.164 0.0040
EF1a 0.296 0.082 0.0087
72 EF1a-
WPRE 0.234 0.119 0.0004
B-actin 0.030 0.002 0.0001
B-actin-
WPRE 0.028 0.018 0.0001
L2R 0.002 0.001 0.0001
L2R-WPRE 0.003 0.003 0.0001
Ejemplo 4

Otras modalidades de FAdV-9 recombinante

La Figura 22 muestra otras modalidades de FAdV-9 recombinante en donde los ORF1 y 2 estan suprimidos en
el extremo izquierdo del genoma y son reemplazados con HA de secuencias codificantes de H7, y en donde
ORF19, ORF11 o TR2 estan suprimidos en el extremo derecho del genoma y son reemplazados con un casete
de HN, HN-IRES-HA del casete H5 o HA del casete H5, en donde un IRES (sitio de entrada de ribosoma
interno) permite el inicio de la traduccién a la mitad de una secuencia de ARN mensajero (ARNm) como parte
del proceso mayor de sintesis de proteina. El IRES usado (SEQ ID NO: 41) es de un aislado canadiense de
virus de encefalomielitis aviar (AEV-IRES).

Aunque la presente divulgacién se ha descrito haciendo referencia a lo que actualmente se consideran los
ejemplos preferidos, se entiende que la divulgacién no est4 limitada a los ejemplos divulgados. Por el contrario,
se considera que la divulgacién cubre varias modificaciones y disposiciones equivalentes incluidas dentro del
espiritu y alcance de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector viral de adenovirus aviar 9 (FAdV-9) recombinante que comprende una supresion de una region
no esencial seleccionada de ORF19 y ORF17.

2. El vector FAdV-9 de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el vector comprende una
supresiéon de ORF17.

3. El vector FAdV-9 de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el vector comprende una
supresion de ORF19.

4. El vector viral FAdV-9 de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el
vector comprende ademas una supresién de uno o mas de las siguientes regiones no esenciales: ORF0, ORF1
y ORF2.

5. El vector FAdV-9 de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizado porque el vector comprende:

i) una secuencia de nucleétidos con al menos 70% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada en
SEQ ID NO: 1, en donde los nucleétidos 575 a 2753 y 38,807 a 42,398 han sido suprimidos,

i) una secuencia de nucleétidos con por lo menos 70% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada
en SEQ ID NO: 1, en donde los nucleétidos 847 a 2753 y 38,807 a 42,398 han sido suprimidos,

ii) una secuencia de nucleétidos con por lo menos 70% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada
en SEQ ID NO: 1, en donde los nucleétidos 847 a 2753 y 34,220 a 36,443 han sido suprimidos, o

iv) una secuencia de nucleétidos con por lo menos 70% de identidad de secuencia con la secuencia mostrada
en SEQ ID NO: 1, en donde los nucleétidos 847 a 2753, 34,220 a 36,443, y 38,807 a 40,561, han sido
suprimidos, o en donde los nucleétidos 847 a 2753, 34,220 a 36,443, y 41,461 a 42,398 han sido suprimidos.

6. El vector viral FAdV-9 de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado ademas
porque comprende una 0 mas secuencias de nucleétidos exégenas que codifican uno o mas polipéptidos de
interés, en donde la una 0 mas secuencias de nuclebtidos exdégenas se insertan dentro de una regién no
esencial del vector viral FAdV-9.

7. El vector viral FAdV-9 de conformidad con la reivindicacién 6, caracterizado ademas porque el vector es un
vector doble que comprende dos secuencias de nucleétidos exégenas que codifican dos polipéptidos de
interés.

8. El vector viral FAdV-9 de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado ademas
porque comprende una secuencia de nucleétidos exdégena que codifica por lo menos un sitio antigénico de una
enfermedad de interés, en donde la secuencia de nuclebtidos exdgena se inserta dentro de una regién no
esencial del vector viral FAdV-9.

9. El vector viral FAdV-9 de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizado ademés porque la secuencia de
nucleétidos exdgena:

i) se selecciona de secuencias antigénicas contra influenza, laringotraqueitis infecciosa, bronquitis infecciosa,
enfermedad infecciosa bursal (Gumboro), hepatitis, rinotraqueitis viral, coriza infecciosa, Mycoplasma
hyopneumonieae, pasteurelosis, sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), circovirus, bordetelosis,
parainfluenza y cualquier otro antigeno cuyo tamafio permita su insercién en el vector viral correspondiente,

ii) se selecciona de secuencias antigénicas contra influenza aviar, laringotraqueitis (LT), enfermedad de
Newcastle (NDV), anemia infecciosa, hepatitis de cuerpos de inclusién, bronquitis infecciosa (IB),
Metapneumovirus (MPV) y Gumboro, o

iif) comprende por lo menos una secuencia seleccionada de SEQ ID NOs: 10 a 21 o un homdlogo de las mismas
que tiene por lo menos 85% de identidad de secuencia a las mismas.

10. El vector viral de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, caracterizado ademas porque
la secuencia de nucleétidos exdgena esta enlazada operativamente a una secuencia de control, opcionalmente
a una secuencia de promotor.

11. Una célula hospedadora que comprende el vector viral de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Un método para producir el vector viral de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, que comprende los
pasos de:

a) proporcionar el vector viral FAdV-9 de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;
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b) amplificar opcionalmente la secuencia de nucleétidos exégena;
¢) insertar la secuencia de nucleétidos exégena en el vector viral; y
d) introducir el clon infeccioso asi producido en una linea celular adecuada.

13. El método de conformidad con la reivindicaciéon 12, caracterizado ademés porque la secuencia de
nucleétidos exdgena:

i) se selecciona de secuencias de sitios antigénicos contra la influenza, laringotraqueitis infecciosa, bronquitis
infecciosa, infeccion de la bolsa de Fabricio (Gumboro), hepatitis, rinotraqueitis viral, coriza infecciosa,
Mycoplasma hyopneumonieae, pasteurelosis, sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), circovirus,
bordetelosis, parainfluenza y cualquier otro antigeno cuyo tamafio permita su insercién en el vector viral
correspondiente, opcionalmente donde la secuencia de nucleétidos exégena se selecciona de secuencias de
sitios antigénicos contra la influenza aviar, laringotraqueitis (LT), enfermedad de Newcastle (NDV), anemia
infecciosa, cuerpos de inclusién, bronquitis infecciosa (1B), Metapneumovirus (MPV) y Gumboro, o

ii) comprende una secuencia que corresponde a por lo menos una secuencia seleccionada de SEQ ID NOs:
10 a 21, o un homdlogo de las mismas.

14. Una composicién inmunogénica que comprende por lo menos el vector viral FAdV-9 de la reivindicacion 8
0 9 con una secuencia de nucledtidos exdgena que codifica por lo menos un sitio antigénico de una enfermedad
de interés insertado en la misma, que opcionalmente comprende de manera adicional un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y/o un adyuvante.

15. Una composicién inmunogénica de conformidad con la reivindicacidén 14, para usarse en la generacién de
una respuesta inmunogénica en un sujeto.
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FIG. 4C
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FIG. 7C

RESCATAR FADV-YTR2IT-11EGFP
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FIG. 10A

FAdY-9 Genbank #: AC_000013.1

CATCATCTATATATACCTACATGAATGACGCTGCTGTCACCTCGCACTACCGCTICCGECCGCTAGAT GG
CAARATTGCTOCACCARAGTATTTCCGTCATACAAAGTCCGGACTGEECGCEGCEAATACGTGCCGGEGEEG
AGGCACGEAGLCGACTTICTGGCACCGATAGCAATARATGGECET TCCCTTEUGTGCGRAATTGCGCLGE
CACAGTCCCAATGGCTTGGEAGLGGTCCAGAAAGCGATTAGTTTTTGCGTACGCACGLGAAAGCTATTTT
TGCAGCACTTACTICCTYATTTET T TACAACCGCUTCCGUCTGYG TS TAATT TARAAT TIGTACATACCG
TTCCGAT CGCCCTACTYGEEC I GGAACGUGGACTTCGAGTCCCTAAA TYIGAT T TATGGYGTCTTTAATC
GCGCTTIITETGCCACGYYETCCEGYICYCCETTGACCT T IGAAMAGGCGLGI GG TAT I TCYCEETETEYIT
TTTCGGECGGATTACGCGTTACGTGATCOTTTTATGLCGEGEC TCCGGGLCEGTATAACAGTGGAGRGECTGA
TCGTCAGAGCACGGATCGAGCGAGCAGCCGGACTCACCCCCEGAGCTCTATCCGTCTCTCCTRETCCTGLG
GGTGAACCCGGTTCCCCGTACTCCGTTCGTTTTGGACATCAGCCGTTTGCCCGTGGTGCCGGAGCGCATT
TTGCTGCACGACTTTCCGAACGGACL CIGETCGGARACGRT T PGETACGGGAAGATCACTCAGCGEGALT
TGAACCAGGCGCTAGAGTCTATCGTGGACSTGUTTTAGCTAATTTCCTCCGTTCTTTITCCOGTTTAGST

TTTATTGTTAAATTTCAACGGGAAAGCTTGCAAAACGGATAGCATATG
ACGACTAGCCTAA&GuFGAAGGTTTCGAGGTTGTPCTGGACGCGACGACAACACCGCATTAAGCTGTTGT
TACCGTAGGAGGGAGTGATGAATATCTCGTARACCGCCTCGTATGCGGGATAAGGCGTART AT TGCGGAL
GEUGLGETGGETCAGCAAGTCETGCAGAGE GGCCAGAGEG T I CAGGATSTAGTCGAGTCETICCCGTATCG
TOGTCCGEEECEETGCAGATGAG TAAGAGG T TGARAY T GCECGATG T TAACCGAGAGGATAGGGETTGTICG
CECGCTCTTCTTCARAGTACTCGTACACTTTATCCAACCAGTATGTGCACACEACTTTGCTCGUTGCT TG
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ACACATGAGGCTGTAGGGATTGGTGCAGGTGUAATCGTATCGGATTTGAGGCAAGGGEEATTGCTGLTCG
AGCGTCTTCGETARCGCACCAGPATTTAT TGTACAGACGACAGCGCGUCCTCCATTTGESCATCCTEGTATT
CEGGCAGTATTTCTTCGAAGGTCGACGGTGTCCTTCCTGEGGARCGGAAACATCCGFTCTCCGTGAAGAAR
CTCTAAGRAAANGATCTCAAGAGCGAGGIGAGCEGETGC I TCCAGCTGGGCT TCTPTCCATTCTAGCGTS
AGAGAGTGECACGCTGTCCTGCOGARAGAGAGAARATTACAGGAACACGETGATGALGECETACGGGAMLT
TPTGCATCAGTCPCACGAAGCACGETATCAGTGTGTARTCCCTGTGUEGACCACGETANGCCGATGCGART
GTGETCCGTCGACCACTPCTATCTTGGCGAAGGETTTGGAGGAATACACGAATAGGTTCATGACGCCOTCS
ATCATTTCGAT GLGACGTC TGCCCTGACATCEEAAGCAGTCCETGCAACGTTTTCCCACGTATTGETCGA
ALTGGATGGEAAACGEGT T TTCCEUGATGGECTACGCGE TEAGT TTCGCETSCCALTCCATRGTCAGTST
GGCGGCTAGGGACTGACAAAAGACCGAGAGCEECTCCTCOCAC TCGCATACGTAGCTCSCGACCCATTCT
CCCATCCATTTCCGACCTCCETCLTCTACGTCGGCTARTAGETTGCTARTT T TARAAGGAGGACTGGANCG
GCCTCAGCCTGAACGECAGGEATTCEGSCETAAAGT AGGEECTCTGACCGATAGEGATACATGGATCTTLC
GCATAGGAAACGCAGTAGATCCGEATCGARARGGECCAAGGCLGACACGACCCGLAGGSGLGABGEGAAT
TTTACGGAGTAGACGTGTTCGCAGGTGTCACCEAGGTTGTLGLTGTCOCATCTTATETCAARRGTGEACE
AATANCGAGAGGGAGACGAGATCTGEARAGARARAGAMGTTTTATTCEGEEATAALTTTTTCAGTATTCG
GGAGAGTAGCCCGCGTRACTCTGACAAASCCTCT T T T CGCECTTGCAGTECATGRCCGCTGCGUARGETA
CEETTCTGEAGGTCGACGLGACARAGTCTTTTAR T TCTCNGLEGEGE T TETGGCRCGACSGEEGETEAGCTC
TPGEGEACCCOTGAGERACAGGATEETCCAGT T TOTGCACAGEAACGAACAGGCCGATAGAGACGTGETE
CAATECATGAGCATTTGEGGCEETCTSACGARGRACGEEECGALCGELGATGTAGCAGGTGRLCGAATTEC
COCTCCATRAAGTGTACCGLGAGCGTELALGGGEL TCTGTCEALGAAGGEIACGCAGTRAGAGCCGAL G TGTG
PPCOCOCGACGPTGECTATCCOCTCPATGT CET TEAGATCGC TATCTCAGATCGUCATTSGCARGIAGGAG
GCGAGGACGTTGTACAGCAGCTTGGLGTTEGCEAGHCETCLTCCGCACAGHATGAGU G TAT TGATL TCTC
CETTGAGCTACCGT T TGATGETGAGGGIGCACAGAGCCGCETCETACCCCTC T TTTTCGAGCAGCTEATG
GRACCAGRTTCTCTTCGGGATTGTAGAAAGCGAGTCTGAGGEATCGEETTRCTCGTAGGGCAGTTSGGCG
TAGAGAGATCTGGAGTITCCGARTCTTTCTCGGASGECCOUTAGGACETAT TCCCACTCEGTCCGETOTGA
GOETGTACTGEETCGTAGCCGGEGEATCTGETCCCATTCGAGATCEGTGAGCGATGUCGTCTCEGAABRAGLCG
TTCCATGAGCGCETCCATC TECGACEUCEACCTO T TGETCTCITGAGAGTAGCGEEAASCAGTCTTTTTG
TTCGGATCGEETETGEHCECAGT TTCTEEEACGTAAGGAAAGCCEGAGAABTCGTCTTCCTCGTLCTCCE
TECECCTCTTCTGCEALBGECECGELOAGCGAGGLAGAGEGACTACGATGT TCCGCTTICCGCTTATTCTG
CAAGAGAGAGGATAT CATCARRCTTCTGL TTGCAGBAGTARCACGGELGATCEATCCAGGCEETGGAGCA
GAGCACTCCOARATCETTTT TGO AGTCARAATCGCGTTCCCCTTCOGTGUTCGCETATCTGCCTCAGETAT
TECAUGAGCTCGUTGETCAGGAAGGAGATTCCGTCATCGT TRECECT T TCGAACTGOATGAT GAGETEET
ACTTTGGEETTGETGEGTAGTIGETCTGRECGCGOCAGCTTOT TGAGT COGCACGACGTACTTCACTTCTTC
GATTTCGRCGACTTCCCCCTCATCOSAGRCOGT TGARAGCOCTECCCCTAGCATTTCSTTGACGAG GGG
TTTTTARAGGGCTACTCOTGATCCAGOGECGEEARGTAGATGAGTTTAGTGACGTCTCECAC GGLRACGT
ACTGGTCCARATCCRAGTTGTTCACGTGCGCEETCACGACGCAGTGERAACATGCGCAAGATACACTTCLT
RAAGCTCTCTGCECAGGTEEAGCAGTCECCCACAATETAGAGAACET TCAGAGTGTCETCCAAGCGCEAR
AGCGTGTAGTCCUTGAGCCAGCGACCCACCATGTAGCTTAGGSTCACGAGATTGAACCITTCCCTTTCCG
CRARTCTTGCGAGATCCCTGCTEGETTTCTATGGTGARGGGGCCGCTAGGEUTATT GAGTAGGLTTTECTA
CAGGCTARAGTTICGCACTACATTTTCCIGCETTCOTGGRAGARGCACTT TTCCCTGCAGACCTACTCCGTAT
COAGCGARTTGUTCCGGATCCC TGAGACGTCATTCTCCPICGGTGARAAAT GAGCCTCT T TTEGGAGC TGET
AGGCCRETTCGCCCECATTTTCCGGGECETTCGACCECTTAT FECAACCCETTICOCTCGAC CTECGALT
CTGGAGGCEAAGALAGGEGTTCGAAGACGET TAGTTTAGGGCGCTTGGCGAGCATGTTTTTGLGAGUCTC
TGCGAATCGTATGATCAGCTTGEAGGCTCTGARGAATTT TTCCTCCACGT TCGATG T TARGGECCAGEATG
GRGTACCGCTGATCGAGCACGCACCAGCGGAALCGAGTCGEAGACGGEETCGEEGEEAGTARGT GAGCUAGE
TGAACTTTITGGTTCTCCTCEACARARCCGARCTAGCCTT TCACTAACACGACCAGTTCTIPGCTGATETT
CTGGECETAAGAGTAGAGAARGUGCGAGRACTGAAATTSGEGEATOT GECARGAGAGEATET STAT POTE:
GCOGTTGACCTTAACCGLTCCGCALGTTICCTATGGCGETGCGCGECECAAGATTICT SCAGARCCACGAARA
CHTAGAAAGCGGETACAGTTAGCGGARCGRGCGAAGAGCT TAGAGGGEAGAGLGTGARAGRGCACGGRAGAC
GCTAGACCCGGAGCAGRST TTATCCATGCACTCATCCAT GACCATGGCCAGCGCTCCCTCLOGGGRIGCE
TTGACGTATACGTTGTCCEGETGTTCGATST TGAGGTTT TCGCELGAGGTTECTTCCTLGTACGTCATTT
CTACGRACT CCGGTCHGAAGETGCAGETTCTEGGCECEAAGGTTCCSTCCTCCTTGCAGTCOTAGTTGEA
PICCAGAAGTTGYAGHTTCCAAGCCRTTIGT TCCACCEECGEEATCATATTCT PO TCCEGCETCACARAL
RTARCCCTTTCCGGGATCGGTTGCAGCATATCGCAGGAGATCAACGCTCTGAGCAGRTGELTCTIGLOCCG
ETCCCETCGEECCETAGAT GACGCCGATGRCOGGUPETCGRCCCATSTTEAGCGACGETAGTTRTCCGTC
GACGAGCTACCGACTGTCTTCCTCITCT TG COTTCCACGGCTAGC T GTAT T TCTAGEAACTTGTCETCD
ACTCCCCCGAGACTGTARAAGTCCTCGARGE TGGGAAATTTCTGTTCGCGAAAGAGATETGGEGETAGET
COGCCECTCCTTCOTACCAGLLCGTTACCLETTTGTAGRACTECULTGOCCETAGATALTCTTCCTOTCG

FIG. 10A (CONTINUACION)
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GTAGCGCCATGTTTTCCTCTTTTTATTAGUGACGGCCCCGRCCTCCGLTCCGUTCATEGGTCTCCGAGGA
GATCCAARATTTCCTCACAGTCCTCGATAGAGAGCCGACCGGTCTCECACGTCGARCTCLTCCGRGTCCTE
TCCETCOTCCTCGECAGCGATCCOTGCEECCEGCCGCCECCGCEACCAGCCTCAGGCOGGCTAGAGSTTUT
TLCETGECC CACCEEGEETACTCTCOGGACTTCCTCEGCGETTCTCGEGTTSGCATETTCCGTCTCGTAGE
GGTAARGARAGTCCCCGTGECGATACTGCETGAGGTCCTTCCAGGETCTTAGGACTCTGETGAGCTGT TS
GTTGICCATGGTGAACGGATCGTATCGOUTCACCTTGT TG AGGAGCCTGETTT TGAAGATGETCCTGCGT
GTGTGAAGCTCCEGARTEGCECTGRCCECGLCOTACGACTGETCTTCGTGCCTCTGCCACCAGCGTTCCA
GCGTETCCTATATAAGCTCCGCCTGTCTGTIGTOCCTTGGAGCETATT T TTCCGCTTCCCACGTGACTECA
CTCOGEETCGAGACACACGGCETCTTTGAGTC CATAGRGC TTGGGEECGAGGAABATGGCTICGGAGETS
TACGTETCGCCECCECACCGLTTGCACT IEATGTCCGCAGTCGCAGELCCAGTRGAGCGCCGEETTCTCCG
GGTCGAACGTGAGCOGIGTGTSCGEECCCTTCATGCGETGCSCECOCCTCTCC TTCATGCGLUSATACCE
CGRACTUGGTGACGAAGAGGCTGTCGGTGTCCCCGTAGAGGGTCTGEAGETCCCTTTGGAGTAGGT GTGTC
CCCOTATCGEGTCCETGCAGGATTICECACCACTCCCT CAAGRAGGCGCGCEALCATCCCAACACGRAGT
AAGCEATTTECETGCATATCTCTPATT T TCCACCAT T TGTCYAAAT TTTCTAGATGTAGAALGGTCAA
CECTTCBCEGEEEAGCETCCAGTAACCGCATRAETTTGAAAACCETUTCAGT TG ORCETGHECGTAATGGGCG
TEGETCATCCTCGGCTATATAAGGCAGCGCGTCGAGCGLTTCCTGCAGTTGETGATCGACT TCCGCCAGES
ACGCTTCECGAGCGETAAGTGLCTTTICGAGCTTACTGETACTCTCOCCTTCGCTCTCTYCCGT TTCCTS
CTCCTCCTGCTCTTCETTTTCTTICTTCTGCTETCCCCOTCEECGETTTCCECT CAAACTACTGACGCAGT
TEATGATETCTEAAGGOGTUGGGGETGCTITOSGEECAGACGACCGTECLCGCTAGCGAGTCETGRTI TG
GCAATGTCACGTGACCGCACGATTTGACT GCOTTCGTAGATGCCCCGCCTGTCOTCCTCCCTOASGTCCTS
TTCGEABGAGGATGCGCETEETETCCATGTTGETEGGCGAAGGCGCCLTAGAGGGCGTTGCT TAGCATTTTC
CAGATGGACCCCATAACTICGTTTIPTCTCTCCATCCGE TTPCTCTTTCCCCCL CATGTTTTTGCTCACST
ATTCAGCECAGRACGETTTICCAAGCGGEGAACACCATS TTCAT GICCTCETGGAGCECCOTBACCECCCA
TCCRCGETTETECARCET CAGGATGTCTATGACGGTGATGACCTCETCETACAGCECTTCGTTGETCCAL
ACGAGGCECCCLCOTCECCTOGACCARATAGEACCCAGCETETCTAAGTETTC COCEECCGGAGRATAASG
CCTCGACT TTTAGGATGCACGGTTTGATTCGE TCLTCGRAGTAGCTGATCGETCETTCSCAACTCATGAG
CTCGTTGAGC TG TCCACGTGTTTECCAGTGAATTTGGGEPCCARGEGLATGCCETEEHEGCATECEGTEG
CTGAGGGCEGAGGCETACATACCECATATGTCGRANACGTATACGECATETCT GTACGGGCCTAGCATGT
TGGGATARCACCGCCCOCCTCGCARCGC TTGCCETATGTATTT GRACATCEGACGETGCEGEGCCTATAT
TTCGECGACCTACTCEGEEEAGGEARGCCTCTTTTETCTTTT T TGRTETITTTET T TG GCTTGLCGCGR
TCEACGTCGTETACGTCGECGTCRTEAGEETTCCCCTTGATSTCATTTITCTT GAGCGCOACTTRTCETT
TGTACTTGERAGGEGEEE SCTCGACCGT GCTCEUGUGT TCCTECTCTTOGACGTACGC GG TGARGGTARG
TECTTCCAARAGCCGTGEETGT TGCTEGEAATOE TGEGTCGCAGGAAAATCT TARASTCACCGTECATE
COBAGTTCHTCTT TEAACTACTTGTOGTAACTCTCG TACARGH TCACGAGE TAA TTTCTCCOTGACOETTA
COTCTTECATECAGTACTCCAGECACGCCTGCACCATGTCGTACCEACGACCCEEETGLTCCTGTLGCCA
TaECECCTTOTETTCGEEGATGACAGAAGGATCCTCCCAGTATCTCGUGACGGEGRARCCCETCGGEAGTCT
TGTTCGTAACCGCCGATSBAGACCTETTCGTTGACGGCOTCGTAGGGECASTGECCTTTGGAGAGTTCTA
GGGCATACGCGEEEGCGGETT TEGAGAGTTTCECTCCGUTGETEAACTGEAACGTGTCOCGTACCATERA
TCSCACGAAGACGETCOGECAGTCGETECECGCGACGACTCETCEGCECCOACC TETYGARGCCEOGTGEEE
TCCTTTTTATCCTAGTTGEGETTEGECAGGTGERAGAGGACSTCETTARAGAGGAGGCBGCCTALGUGCE
GCATGAAGAAGCGETCECACCGACACEOCTGCGEARAGACGTCGLGCCOTTCCACCASTTCEGETGECGAG
CAAGAGCTCGTCGRAACTTGCAGATGTTGTGTCCCAGCACGALCATGTGAACGTTGITARAGTCGTLGGGE
AGTTTGAGAGGTTCGGTAGGTTTGTCGAACAGTTCETAGGHBATETCGTAGCGGGALAGETATT TSCCTT
COCPCATCAGCTTGCYGACCTACTCTCCEITCGC FCGACAGTACCTGT CCACCGAGATCCCYGCOGRAGTC
TTETFTIGCARAACCGCACCGETAGGCGUGEAACCGCCEEECRACGARGCCGEGCCHECOTBTCTAGCCAGTAG
AAGCCCTCTTGTAARCTTTTTACTTCCOGETCAACCACCOOCACGTICCATERC CCCGCECACCACETCEE
GATCGCCCGTGAGCATGARACACARCAT ARAGGGGTGCATACGTTITCCTTTATT TTCGARGALGETATA
CGTCTCEATATCETAGGTGAGARAGACTTGCTTACAGTEEEATTECTEAGCCCEECATGCCARACGCACG
TGTTGCCACAGETCGCASCCEGARTTTTT GGACCCTCTGETAGARARAGSCGGALCEGCCTTTCGTTGCACS
TGTEATTSCGCACCCAGTCECCTCCGCACCLEGGACACGTPTGCALGGCCETEOGGUTGAGTATCCARAD
CCAGTCECCGTTCTSGTCTIGEETGACT AGEATGGEGEEAAGAACCGGATCTCCGCETTCCECGACECET
TTGACCTGOGCEAGACGCUCTOOGAACCGEACGACCCCCACGTARSCGGGTTY CAAGACCEEOAGTCTTT
CCEGEGEECTTTTCTTGGTAGTACCCGTAGTLTATTCTATCGTATCCGCGGCACCTSCGCETECL PGCOGT
AGEAACTTGTGTACT COCARGAATTTTT TCATGCCT T IO TGEAACACGECCEETTGCAGACCGRACGETA
CGCCGTCCATGTAGSTAGACGT TGECGUGEATGECATUTCCCTTIGGCCGCCTTGAACTCGETCTTGGCATC
CTTITESCTGAGCETCTTAACCAACGECETETCTTCCEETCOGAGCAGAGTGT TTTCTACGGEARGECEES
GAGTACBCGGCACGEGAAGAGGAGGAGEC AGACGACGAGAGGCTCATCGCATGCBAGGAGELBIGTGECE
AGCGACGAGGAGTTCCTGTTCTCEETCT CTCAGGACCEGACGCAGSTTGTCCECTGATGRCCTE GT TGETS
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CTGATGGCCACGATGCCCCSEAATTTGATSCGAAARCTGATGTCGATGGAGT CRATGRACTCT TCGCTGA
GATTGAGTTGTITGAGGACCTCTTCGATGTCACCGGAACGGTCTCTGTATTGAATATCSGAGAGARATAA
GTGTTGGTCTGCTTCGTCCATGCCTTCGAACTGCCCOGTGCGCTCTATCATCATEAGARRATCGLGCAGS
ATGCGETTCCACAGGETTTCGAMAATGGTCGCGASCTTAGATTGTTCGCTCCRGATGCGTTTGARAARTAG
GUTCTGCGT TGACGTCCCACCCCACGATCAGTACCTECAGGETGCTGACGTCTACGTACCGCUGGRAALTC
GUEETTCOCEACCGAACTECGAGTARAGATAGTACGAGLOTGGAGCCSACGTGITCCGCCAGEARAMAGTAG
AGCACCCACTTTCTAAGAAACGATTUGGTGACGAGOGCCACGTCGECETC TCGCET TTSTAGGAGCAGTC
GETAAMAGCTATCCGTGAATCHGARCAGCTCCTETCTECEGLELGCCCCERAGAGTTOGT TTTGCAGGGC
GTCAATGGCTTCCAGCACGGTGCGRATGACTTCGTCGAGCAGCGTTTCTTCTTCCTCTICTTCGGGGEGE
ATTTCTTCCTCCTCTTCTTCTGGGAAGGCTTCTTC T TCCEEALEECCLEECRGTCCARICACCCCTITCC
GICTEATCETTCGCGCARGACGATCGACGAAT TCGOGTACGECTCTCCECCTGATGCGCCTGACT TGUGA
GGUGCTGATGGCTCGLCCTTGTCTGICCLTGEETCETAGCOCOLGTCTGILGGEEACLIGTCTETTLCGE
RAGGACGATGECGCCGCCOCAGAAGGEATCGCCTLCATCCCCGICACCEGLCGGCGLGCCCCGCGTACCCTC
TGCCCGAGGCCAGAGTGCTAM GAAACATCTCGCCATGCTCTCOGCAGGTTCCTCEGCSTTCACTCTCGG
ATCGAGTGCCGCTTGTCGGATCAAACTCTECGTGTCTAGAT CGECEAACGCCECTTCGARGAGCGTGAGT
CAGTTTICTTCOOCGAACACATCGEATCCAGETAAGAACCTATACCTETTTTCCETATTAAAATCTTCGC
GCGCGTAACAGRATAAATAGTGECACAGAGCGACTCGCAAACGCCGTATCGCTTCCARTAAGGTCGCGTC
GTCTCTCGACGCLGCACGCATGATAATGTCGTTTTGCARACCTCCCGLGICGCTRCCCSAGAGGTGGCTT
CGCGCAGCRAGCOAGCGLGGCETCCCCETCCTTCCCGACGCCCACGACCTLCCOGEAGCSCGCCGRIGTCGA
ACCCTCTGCCTCOCAGATGAACGTGCOCCATCICGGAGGCGATTCTEGPCOATARGCANSRCGTTGTRCAT
CTCCTGAAAGCTSTCGTCARAGT T TTCCAGGTCCAGGAACCTCATCTACCCOCCTACGTTGACCCAGTAC
GAGCAGTCEETEAGGCACGTCCAGRARAGCCTCCTGGETCGCTGCGCGEGLGGACTTTCGTAGCCGAGTT
GCATGAAGACGCGATT Y TCGAAAARGTAATCET TG AGUCCELGRTGCAT G TACT GG TAGCCGAGLAGGAG
GTGCOGCGEAGGTAGTCGGTCATACGGGTATCCCGOGACGTTGRGTCCOTTCGEGECTBAGGTCCCTRAGT
TGCATCAATCOCTAGTUGCTAGAGTCOGCTCACCASAAACACGCTGTTGOOATGTACCASCGCCGGCTGAT
TCCTHACCATGSCAAAGY COGACGCGATAACGEETTGACAABRATCGAACGETGT TTAAGCTITGACCGET
GAGCTCCGUGAAGACTCTGTAAGCCTEAAAT TGAGCCCTGACGTTITYAGAGGAGELCCTGTTCCCARCC
GAGABACGCCATGCACCOGRTACTCCAARACETTCGEAACGCCAGCELGEELGLCGACEEGEARGGACCA
CACCOTCACCAGCATCAGCAGCAACACGTGCAACGCCACCACCAGCARCAGCAACGGCACCGACAGCAGC
TTCCGCAAGCGOCGCCHEALSCEAAALCGCETCCORCCTCOIACCCCTLCSCAGTACCUSGCECAGCACEL
GOTECCCTCETCOGCTTOCECEEACEGUTTCGCGTCCEACERGCCECHAGSACCTAGETOCTCCCGTT TGS
GEGCTGELGECEEGAGCEGACGTAGACGAGAT TCGAATGCEBAAGCEEEAAAGCEETCECCGUGGAGLGA
TTCCCGAGACGAATTTGT T TAAGGCOAGC AGAGAGGCGETCCCEGCARBACCGATTACCATAGEGABGLGAT
GTACCGETCOOOGCAGGUGATCAGESTTAACCGOGETCCGCHTRCTEACCECCHEACGACTTCECETACEAT
GAGGSACAGGACCCUTUOTTCACGCCOGETGCCARTCACTTRCECGCEECCEAGCTTBAAACGCCCEGECT
GAGCAGACCGCGTTCCGGAACGAGCTEUECAACAGCTECCACCAARCGCOTTTGUGTACSECGITGACCCG
TCCCEAGCTGCCCEOGEGREEATCTACTACCTGTACEACTICETGCAGRCOTACGTCGATCATCUCCACGGEE
CGAGTTAAGTTARACCCGCAGUTGGTTTTAGTGOCACAGCACGCGGECARTACCAT SCTCGCCCAATGET
TGETGETCGATACCGGAGEATAAGAACGCETGEITGCGTGACTTGATCEAGATGEGCGTACATGATCCTGAL
CGATCCTTACTTGAGCACCGAGCAGCBATTGRCGGCGATATCCACGRCCEGTGGTGGEAGTTGAGTATGARS
TACGCTAAGATCGCGECGACGARCGETTATCCGTCGATGECGCAGATGECTAAGGLGCAAGAATTCTTTT
ACCGUGTGATGERAGCCGTE T TAGACTTEGGAGT TCAGGTTGEGETETACAACAACCGTCCGGETECEETT
COGTCAGAAGCGCATCGECGAGAT CCCTCAGATOTCTGACGCGGAC TACATGT TCGETTTGACCCAGGES
CTCGAGRACAGGCUCTCCTCAGGGCGARCTTTTCCCETCGGACGAGGHAGAATCCAGLEECEGLEALGECGE
AGGAGGACGECTACGATGACGACTACTGAGTCGTTTATGCTT TTGGCCCCTCTGEETCGCGAGGARGTGE
CRGACGCCT TARGCTCOTGCCGEACSEELCGACGEUGCGTTCGUTTTCSCCATGCTCCETACTCGARCCG
TTTGCTTAAGTTGCAAACGECCATGETTCCGCCGARGATAGACGGTACT TCCEAACGUSTELECCLARGTS
GTTAGGEGT TTGGCCCGAGCAGGGCGCCATTTATCCGGACCAGATGEGGGCCATACATTCCCGATCTGCTAR
ACCGCGCETACACGTEGARC TCGATEGCGAGT GCARGAGAGTATCCAGEGLCTTGETGAACCACGT GATTCA
CCGGCAGAACAAGGCSCTCCAAGACSAGLTTTICCCGTACCCGCGAGATCSCEAACGCETCECTCTTERALC
CAATTTETTCOATAGCATTTACARAACGGTGEGACAGEGGECCAGTGTRACTTTGAGGGATTTAMAAGCTGC
TGCGSCTTTTCGTTAACAACCTOCCTAACGE GLAGGTGTACGECTCGEGEGETTCGTTCAGCATGCAGAT
CAACCTCGGAGGCACGAGCCAGAACATCAATTTGACTARCGCCTTCGARRACT TARRGGACATATGGGEA
GOGUGTTGEOACECGGTABACAAT CLCUEGATAGGAGCCCTHCTCACGUCCAACACCCSECCETTACTGT
TTTTCGTGAGCECCTTCTACGATTACGEEOCTATGGAGCCCOECACGTTACCTGGATAACATTCTCAGATT
GTACARAGAGGCCATTAGGECEEACATAGACGCGGAGGGAGACGCCGTGATEEAGT TEGEEUGAABEGREEAR
GCCAACCTAAATCTGCAGTTCAACGAGTACAAGGATACCCTGAACTACCTGCTTCAGAACAGACAGTCGG
TGCCAGATACGECECCGUTCGARTTCAGCGAACAGUAGGARATGLTTTTCCECTATCTEATCCGTCAACT
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AAGGORARGCGLTGAAGGACAGGATTCCTTCGEACGT TTCOGT GAGCACGATGGCCCAATACGTGGALCCE
COCCTTTATCAGACCAATAACGTGT T TATCCAARACCTTCAARACTACC TGP TGGCCECCCACRCOCGCA
ATCCCCATTACTTTAGATCCATCGTGATGGATCCAGACTGLCEYCCTCLCGLCGGGUTCTACACGGET AN
CTACGTCATACCECAACGCCTGCCOTTCCATTATTACGACGECGACAGCETAGTCGGREGCCCETCGUGA
GACGAGTACTTCSAGGAGTATCCCTACGLGAGCAAACCETACAAAARGATGAGCEGTCEGHAGAGGEGLCG
ACTACCAGCAGCACCTCGATAACTTAACCACCCAGATAGATCAGCCTTTEGCCOTGCARTCCGAGELLGE
ATGGTTAGCCGATCACCGCTTGCCCCAAGCGTTCGATGETECTTTCAGTCTAGCGGATCTGGCGGECEGATC
CCCTTACCCGCCAGTCOCTCCEATCAATCGATGGCT TCGAGCCGECEGTACCT COCTCTCGAGLGTAGGLS
ACATGATETCGCGCCTGAACTTATCGGEECGAGGAEEAGCEGEATTTITTGCGAGCCTCAGACLGACCTT
ACGAAGCCCTAGACCTTCTAGCAGLGCCAGACCTACCEGGATTACGCETTGEGCCTGAGEEELACGEETCLT
GOGCGUGLCTTACAGRAACGCLTCGLGTCEGLUGELATGTCAGGUCTCCEGATTGGLCTAGRAGGGCTTTEGGEUGA
COCOGTCTATGCCCCACGRCAANAGGCTEGCBCTTTTACTAGCCTAGATECGT AGRAACCGAAGACGAAGA
AGGAAGAATGCGCEAGO TG TARCGAGGEARCT TACCECCATTICTYAGAGCCATGCTTEEY CACCACGACT

TTGGTTTICCGUGAAGLEECETTGAACCEGOGTTCCTCTTCCTCCTTCECGACHTCCGATOCCOGCCGLT
TCCTCCTTCGLCTETETCOEGLGTGUCCCCTECGATEGCTCCTCAACGLTACCCGGUEACGOTGTALGRA:
TACCCTCCGRTGATTCCGCCACTAGACTCCGC COCCEACGACACC T COARC PTCTTCETTCCGGTGCAGH
GLGTGATGGCGCCTACGGGTGCAAGGAACAGCATARAGTRCCCCCGATTACGCGCCCTCTCARRACACTAL
CARAATTETTCTACETCCACAATARACTGACCCACATCGACACGT TCAACCCCOAGGCGARTCACAGCART
TTCCGAACCACCSTGATCCATARTCAGGATCT TGATCCGECTACGGCGGUGACCCAGACCATCCAGLRTGS
ACAATCCATCOTGCTCGOGCECGCAATTCAARACCECCGTEAAAACCARTTCCCCGAACGT CAGTTLGTT
TITCCARAGCAATACUCTGULAGTAAAGT TGATGAGTTACCGUGATCCGETCCOTCCABGCACGGECAGCT
CCCACGAGCCCCGAGCCCTACGCTCCAGCCEGTGCTCAGTACAAGTCGTACGACCTARCCATTCCCCGARG
GCAATTACGCOCTTACACGAGATCATCGACCTGCTGARCGAGGGAGTCGTCCAAATTTATTTARAAGAGGS
ACGGCARRACAACCTGCTGCGCTCCGACATCCACOTARARTTCGATACGCGTTACTTTAACCTEETTCAG
GACCCGETGACEEETCTGGTCACGLOGEGCACGTACGTGTATAAGGGCTACCATCCGGAEGTGGTACTGE
TCECCCGCATGCCCCGTAGARC TTTACT TACAGTCCACTAAGTTTAATCTTAGCCATAGCCAMACGCGRACC
GTATTCGARAGGGTTTICTCATTACTTACGRAGATCTCGAGGGEEETAACCTECCCGCALTGCTAGALETS
GARTCUGCGCAGATGACCGGCETCEATIAAGACGTEATCGAGCTGECGGACGCHAAGLCCTTGTT ARAGTE
ACTCGAAGGRLGTETCCTATARCGTCATT TACGACTCTRACAACCETCCEETGACEGETTATCGGTCT TS
GCTTATCGCGTACRACCAATCGGATT CTACGGCAAACGARACCGACCTTAT TGACCGTTCCUGACGTEGET
GGAGGCATAGGAGCTATGTACRCATCTATGCCGGATACGTTTCTGECACCTACCGGGTICARGGAAGATA
BACACGACGRACCTTGCCCCGETEGTGEECATGAACCTGTTCCCCELCCTCARTAAAGTITATTAC CRGEE
COCGTCCACT TACETECAACARCTEGAAAATTCCTGTCAGTCCECCACEGLCOCCTTTARCCGGTITCCA
GAGRACGARATTCTTAAGCAAGCTCCCCCTAT TAACGTGTCAGCCETRTETECATAACCARC CCGECETLE
TTCAGCAGGGGGTEGCTCCCEITGAAGART TCTTTGECCEGCTTGCAACGTGTGCTCATTACGGATGACCA
ACGTCGACCTATACCC TACGTATATAAGTCCC TGGC TACGGT TCARCCTCGCETGTIGAGCAGCTCCACT
TTACAATARAACACTCAMAAATCCAAARTCGTCGCCGATCGCTGAAMAACCATGTCCATTCTGATC TCTCC
CAACGACARCAGAGEGTTGGECLATECETCECCHCTCETCTATGCETGGGETCGEEATTCETCGTCGRACGT
TTGACGUTGCHTACCCTGCTCGGGITGEETACCAGCAGCCCACGGAGAAGLGELEGTCGETCCAGLRGAL
CCCOTTCCCGOCCCOGCTTCTACCACTACT CGCATAATCC TGETACGTACCACGCCCCARCAAGGAGREGTT
BACGCECGAGGTCUACTGGAAMACSCAGATOCAAGEAGCAGGARTGAAAART TRAAGEALGAGGAGGALT
BAGGACCCGCCETTCATTTTTCTTGACTGT TET TTTAACACTCCEAATCGECTGTTACSCGAGAGECTTET
BAATAAATGGAGAGAARATT TGCGCAACGEAATGAGABBAGACTACTGARAT TTGCCTEGTACCGTCGCTETA
CTACGCAGGAAGCETCGCCAACATCATGCCGECAGTAGTOC TTACGGRCEGECEAACACCTAGAGUTAAT
COGAGGGCGTCAACCECTTCCCGCCGAAG BCTCCCTECT TCCARAGL TACGGGCTACCCOTLGAACELGLT
GCTCAGTCAACGGTACTAAGARAARGCGT TCEOCGAACGTCGCTETGGICCTACCGTCGCCCACTACGGET
CPCOGCTGCCGAGEGAGCCGCGETGCAGRAC TTAGUTACGCEET TACAGC GAGGGCAGTTTACGGLTTGS
COTTCGECEAACTACCCCGCCCCTECEGCCTCCGACGGCCECCCTERCCECTGOTCARAGLEGCGCACCCE
CTACGGCCAGGEACATHACGACCAGAACGRCCGCTACGECGETTCCCATITCAGGTECCGGEATCGEE TS
TTCAACCAGGAGRRGCAGRARCGGTGTTACCGGCGETAGAACGCETCOICCGOOAARACAGCTGAARGGEC
GEAATTTTACCCGUTCTCATACCCATCATCBCGGCCGCTATCEEEECGAT TCCCGGARTCGCCRGLALGE
CCGTCEECAT TGCCACTTTGARAGAACAACRGAGACAGT TCARATAAGATGTACAATCAGAAGTAAGAGAG
BOAAAAGABAAARBCCGCGEETBCCGETGCTC TCTAARAGGCCEN T TTCARY ARAAAT TT T TATAGEA LT

CTGTCGCCGCCGTCGTTTGCCGTITGTCGTCGTICETOGTCGTGAGCAGT TG TIATGGATTACGCCGLGT
PTTCTCCGCACCTCOETOETTEEGCCCTECGARACEGRTACCTCGCAGACTC TAGCUTCLGAGGEGETGT
TATCAATTGGTCEAACGTGEECTCTICETC TCTCEAGCGCTCTCOGCACEGECCOBGCEATEEATGT TTAAC
CAGGGAAATCGCTTTL TCAATTCCAACACETTCGGCCAGATCARAGTAGGECT TTAAGGACAGCGGAGTGA
TCCGTRACGTCGCRAARCUTEGLCOGGEAAACCUTAGGLGUTCT TACCGACATAGGTCGETTGAAAATACA
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ACAAGATCTAGAGAAGCTTUGCCETAAAGCCCTOLGAGRGBACCGACCCECCACTCAAGCCGAGTTACAS
GCATTGATCCAGGCGTTGCARGCCCAAGTCGCCOLGGEEGAATCCGTTCCCACTACCGCTCCTACGGTAG
GGCCTITCGGECTCCCGCCEGAAGTGCCTCGACCGACAACACGCCCCATCCCCCGAGATGETCACGEAGGTEAG
GLCTCCOGTGACGTCCTCGECTCCCGUGGTGCUCGARACGEGALCGGUCGACGACCCTCGARATGIGTCCT
COCGCCCOCOAAGAGGAGGACAAAGAGGCCAGCCCCOGCATCOTGECETACTCECCTARACAGCCT TICEE
GARAACGOGGTCEGCAGTTAGCCGCCETCOUATCTOT TATTGACCTCTCGATAARARAGCGCTGGAGATGARA
BAGGCATTARATCETATCTATCGGAT TACCARRRATTTAGCATGTCGCCGTTTITTTTAGGTCGATCCGLC
CTCEECTECCGUTATGGCCGCRTTTACACCCCACCTGACCACTCCGACCOCGCCEOCTCCACTACTTTCAL
ATCEUCGETCCUAGCACCCCGGAATACCTRTCCCAGRACCTTCAGCAGTTTATCOCOECEACTGRAALCT
ACTTTGAACTGAARAACARGTTCACGCAGACCGTAGTCGCGLCCACTCRCAATCTCACCACCGARAAGCGT
TCAGAGGCTTCAGATCAGGTTTTACCCGACCCAGAC CCACGACACGCCCAACAGTTACCGUHT GCGETAC
AGTTIABRACGTCEGCHACAGTTGGETTCTGGACATGEEAGCCACCTACTTCGACATCARGGECGTTCTAG
ACAGAGGACCTTCTTTTARACCATACCGAGGAACCGCATACAATCCCCTCOCECCCCOCEAAGCCTTTIT
CARCAATTGECTTGAGTCAGRECCCGAACAAGACCGTCATTACGGGGTTARTGACCACCCCCTACCGRARAC
CGACCAGGCGAACAAGACCAATACTECTGACGTAGT TAATAGCOTGTCGGGAGTTTATCCGARCCCCARTC
TCGGACCCTCCATCAGUGAGATGGCAGC AL TCCATCATCCAACTGUTCACCTTETCEGCTTTGCEGCACS
GUTTCCGRAAGTTACARACGAGAAT ACGCETTTECCATACGGAGCCTATGTGARACCGTTGAARAACGAT
GGTTCECAGTCATTARACCCCACTCCTTACTGGE TAATGCACARAGACTGACGCCAAGTATCTGLGCETSR
TGGCUGTEGARGAAT TCAGCACCAGTCTCACCTATCCGGACAGCTTGT TARTCCCTCCGCCUTCGGAUTA
CTCARCCETTAACACGEGCGCAATGAAAGCARACCGTCCTRACTACATCGOTTTCAGAGATAACT TCATT
ARTTTGCTATATCATGATACGGGUGTGTGCTCAGGTACTCTCARTTCCCARCGCTCCGGAATGAATGTTG
TCOTAGARCTTCAGGACAGARATACCGAGC TAAGCTATCAATACATGTTAGCTGACATGATGTCGCSGCA
TCACTACTACGUTCTGTGCAACCAGECGGTAGATCAGTACGACCACGACGTTAGGCTGTTCAATAALCGAT
GGCTACGABGAAGGAGTACCRAACETACGCETTCTCTCCCGAGEETACGEGATATGGCGCTAATCCTAATT
CTAACCTETCOTTIGCIGACGIGAAAGTGCATCARAACEEEGLGEECEACRARGEANACTAGATTAACAL
GGEAGGTECAACT TACTCTACATACTTAACCGTGGEAAGTGTGCCATCTTATGAARATCGATCTTGCTGCT
TCTCAGCGLUGAAACTTCATAGT B TCCAATATTGCCHEATTACCTOCCCCATARCGTACAASTACAATATTG
ATGETTTIARTCCCGRASACGGETARCGTAGACCCTACTACATACGRATACATGARCCECAGGGTYCCACT
TACCARATGTACTAGATCTATTTACAACTATCOGCGCCABATCETCTATAGACCAGATECACAACGTGAAC
CCATTCAATIACCATAGAAACTGRGETCTGAAGTATAGETCGCRATTGCTCGGTRAACAGTAGATATTGCA
GATTCCACATTCAGGTTCCACAGAAATAT T TTGCTATTAAGAACCTGTTGCTTCTCCLCHGRAACT TACAC
CTATGAATGEGTGCTGAGAARGGACCCCAATATGATTCTACAGTCCAGUTTGELGAACGATCTGAGAGCC
GACGCAGUCTCTATTGTATACTCTCAGGTCAACCTAATCGCEARDTTTATOC CTATGCATCACAATACTA
GTBACCAGTTGGAAT TGATGATGAGARACGITACCAACGATCABACGTICOIAGRUTACCTGGEAGCTAR
GAATGCGUTTTACCAGETTCCAGCCGGCTCCACTGUACTTACTATTAATATTCCAGCGUETACRATGEGAG
GGGATCAGBLETTGETCTTTTACACGTGTCARRGCCTCTGAGRCACCTCABATCGETGCTCAATBTRATA
TCAACTTCRAGTACTCCGGTTCTATTCCGTACTCGGATGGTACCTTTTATCTCACGCACACGTTCAGGAR
CATGAGTGTATTETTCEATACGTCTATCARCTGGCCCECCAATCATCEGCTTCTGECACCCARTCTATTC
GAARTCARRCGTAACGTCAGCATARATGCCGAAGGATTCACCATGTCCCAGTGCARATATCACTARGEACT
GETATCTTATCCAGATEGCGACCAACTACARTTATGT ATTTARCGGCTACAGGT TCTGGICCGACALGGTA
ATATTTCCRACTACCATTITTCTGCGARACT T TCGACCCCATGACCTGTCACGGACCTAACTTCCAAGATCAA
ACTTTATTTOCATCTCATGAGT TACCATCCAGTECAGACTCCCGHAGCCGTTCAGACCARCCAAGACSCTA
TCCGTARCEATTCCGETTACRCHGCTCCTCGCAGUTGGCUGGTATACGGRGLACAACAGEGAGAATCGTG
CCCCRCEAATTGRGCCUTATCCECTTATCCETGACAGCTCACTCARATCCTACCCAGAT AGTARAT T ACAAR
ARGTTTTTGTGTGAT AT TACCTGTGEACCGTTCCGI TCAGCTCGGACT TCATGTACATGGETGAATTGA
CCGACTTAGGGCAARATCCCATGTATACTAACAACTCTCACAGCATGGTCATAAATT TCLAACTGGATCC
TATGCACGAARATACTTATGTATATATSCT TTATCCTOTCTTCCATATGE TAAGAGT TARTCAACCCGAR
CGGAACGTGCTCGCCATGGCTTACTTCCEGTACGCCTTTCGCTACAGGCAACGCGGTIGTAARAARACT GAT
TARBRAAATGTCCGGGACCACGGAAAGUCAGCTGARTCARCTAGTCGGGECLATGCACCTCCGCCATOGAT
TCCTORECETCTTCEACAAZAUTTTTCCCUGETTCCTCGATCCCAACCECCCTOCOTCGHUCATCUTGAA
TACCOAGETCTAGAGCGACCGGAGHTATGCACTGCATAGCTTTCGCATTCGATCCGATCOCGCEGRARMATRL
TACATGTTCGATCCUTTCGGTTGETCGGAT CGGGAACTCTGCARTTTGTACAAAGTGARATATGACGCTT
TTCTCAGAAGARACTCGATTAAGACRACCTCATAAATGTITTGAACTCGTACGTTCCCICGAAGTCGGTTCA
ATGTCCGTGTITCGECEECGTGUGGACTTTTTAGCGCTCTTTTTATTGCTTCGT TTGATCGCTACCACACC
CETCCOATECATOGTAATCCCATCATCSATACGOTCETCOGCETAARACACTCCCACATGTAL, CCCG
AATTOCAGAGCATTTTGCACCEEARCCAGHAGCGAATGTATTTCTGATTTAT GAAAR ACAACTCT TTTTT
TCGCELACALGAATOGGAAC TECAARCGCCAALCGGUCATCARCAGCGTTCCCGARARCCATTAACGAZATT
ACACTCTTGTAAATTTCTATATCTGTATTT TTTAT TTTCGCATTCGLGACAATAAACTACATTTATTTTC
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ACCGGAGCGATGACCTCGET TTTRAAACCIGARACGCTCETGLC CARCGEARTTCGEEAATGTGAGTCGGLE
CTTGAACGCCCATGGLETTUAACACTAATTCCETGGCARARACGTAAGCGTGECETAGATCCATCGEGEA
ARGCCGUCRARGUGCAGETTTTATCGGAGGTCTTGLEACCGGAGCGAGACGT GEGACCATCCGTGCCCGAG
GOAGATTGCOGATTGUAGCACGTETACACCATGETATOCGEETACTTCTTETGCECCTT CATATEGSGAC
GCOAGCGAGCGETATCOGAAGCBATATCEGTCEETGOLGCTCAGCTTETATOGCATCATGCGACAAACCTIG
ACGCCCGCTGATGGEACCTTGRACGECGTAATTACAATTACAGTTGGT CGATATCAGARTATGCTCTTCG
GCACGGUGTTTITICCOCATT TEGATAGAGAGCCTTEETCCACTCTAAGTCETCTCTCATSGUGCTCACCG
CTTTCECOHCATCCOASAAGUHCCATGCCCCAGCT TCCAATCACH TR AGGETACGEGAAACCAGAGTOGTC
GGLGTCCCTGGAGCACACGEUGT TACGGT CGAALCEGCARAGACGRAICACTIGT TTACCGAAGLGET TCTTC
TCGATTTGACCGTTITGCTCCGCARTGGCTCTCTTTCCCGUTTCGUTAGTAGGGTTGAGCTCGACGGETGE
GCGGCTTCAAGARACATSGCATTACCATGCAAGCATTTOCGEETGRTETTGETCETGGCTTCCCATCCGTIG
TEBCCATACHTGCGCTCCTTCCGERACGAALTTCGETTCEAGECTCCGCCAT TCCUTACACCATGETCCGCT
AGAARACGGUCARCTTGGETTGIGGAAGGAGTCGRAAACTCGAGARBETRAAGTCTARACTCAGEATGCLTCT
TGCBCACGAATETACCTCCAATCCTGGTCCARATGGCATCHTUGERGCGAATAGTGGAACCCTGECACCG
GACATCGAGTCGETCGLARATOCTIGICAGAATCTICATSGLCTICTGCGCACCETACT CTACGGGATCG
CTTAACGGCCTTTCTARTTCTTCATCCGAT TCAACGTOCAGT TCGEATTTC T T T TCSTCSACT TCTTCCC
GTTCCTGCGTTTCCTTRCEGGETTITITGCTCGGCELGCCACCCCEAGACTTAGCGCTCCTCTICTITIT
COAGTCCACCATCGUCTEBTTCAGCETTCTCATCATCGTCGCTRGACGCCATE T T TTTCHAGETAGTTTTA
GRIGUGGARTCCTTTACCATGCCHCTACGATCGETT TCTCCTTCTTCCTCTTOTTCGTC LT CACCCGGTG
AGCTCTCNNCAGAACTGLAGARTACTTCCTCGACTICCAGCETCCTCTTI TG TACCT TG A CERGATGACT
TRLTEETTGAACCAABLCAT T TACCGACGA G TCACAGACCCUTCCCATAGECCCCAGLRCEET ATAARA
GTAGATTTCCGRETCGETACGACCACTCTTATGCCATCOAGEGAGECTGCAGGAGCCLGTACCTCEECGA
PCCEACEETHGAAGTOTCTCCI TLGETAGCHGTGCI TCCTGCAGCAGCCTCHTCTT PEG T TGGUTCCAAT
CCEATTCCEAGTCGTCCGARTTIGGGCATCGEAETCTTITCCCTGECTCUGAATACCTGICEGAATCTLOTC
GTCGTCTTCGTCCGAGCTCACT ACCCARAGATCGLGETCTGCTGRI TCCECCATCACGETTCTICCTCCG
GCTCCTCCTAGAGAGTTCAGATCCAGCGAAGGAGACARMACGECAT CATGCAAACGECY CGCGAAGEGAA
GGLCACGETCATTCTGAATCTCOTCATCAATACCGCGAAGGAA BAAATCGOTTGGECABCECTTCGTEGAC
GCGATCCARACGETACGTGGUCGAAGCTTATGETGCTITCTTGGCGL TCGRECCAGAGGC GGTALCALCTA
GRUGLGAATCCGACCACGUGGTGUGAGT TCTTATCEATGCT TTAGGGGAGGAGAGAGCAGT TTTAGC TGC
TYATCECETERCCEAGCAGT TATTAGAAGATAAGGAGA TGCCAAAAGAARGCCAAGACAAAGAACCTTTG
TCTGARAATOCAGGARCTTGCGCATTCTTTCHCGEAAAGTACCETTICTCCOUAT TCTITTGCCCRAAAGTA
CCECEACGRGTGATATARACGT ACCCGATGACGAGAGTTCAGT CGLCTCRCAAALTTACTCGGEAGAGEA
ACGGHACGAGTCTGAGTGUGAL TOGGACGAAGAAGAAM ACGACAALGAGGCEAACGRAGTCGAAGUAGAC
GAGGCAGARGAGCAGGAGGAGEAGGAGGAGCAGGAGGAGGRAGEACGAAGRAGATGACTC TAGCCCCTCCA
CCGTGCTGGARAACGRGCGRARTRCAAGARAACGGGECARCCCGACCACAATCCCAATGEAGACGRGGEAGG
AGUTGATTCTGATGCOCATAGCOCATACTATTCCECEGGACGCGECACCATTOOCATCEY TACTTTCHGAC
TCAGAACACGAAAACGACACCACTCAACCGCAAGTCERAATCCETATCCACEACCAGTC TCCTACTEGTC
ACCATCCACTTGGEACTCCTGATTCUGATCGCGATCATCAGGAGCARGAAACTTCTATAGAGACGARACA
TETAGATCCCOTTTC TACTT TTARAAAGTCCTTCGARCGCCAACCTACICTSCTTACCERCGCCOTTAAG
ATTCCTTGCCTGCTGAGGACGLCGACGAACCCGTCTCCGTATCCGL TTGTGCAGTACCAGC TAGRAGAGAT
TCETATTCARATCCCGRALCCRAACGGTCCCTCOCGAACACCOCGARGTGCCCTACAATTTE TACCCTCCTTT
CATGCGTCCARAAGCTATCGCTAATTATCACATTTTCGCCGTTACCECCCUCATCCCTECTAGCTEGEARA
GCARACAGRAGCGGCAGCAAAT TAC TAGAGTCCTGCCGACARACGGCAACGTTTARGCGCTTACCTCGGT
GGCGEATCRACGTTCAATTCGATGACGGECTCGGAGARGAGGTGATTCCTEGTAACAGRGCTATCAGATSEC
AAAGTTAGTTCCTETCCAAGARCACATI TCOAGATT CCAGTEECCCAAAATCAGAGETGAACATATICES
TPCTTTAGCTATCCCTCTTTACACATGCCTCCTAAANTTTCACGCATGCTCATGGARAC CTTGCTACAAC
CATTTGCCGATGAARACGATARAGECGAAGGACCARRACCGTECEGTGAGTGATGAGGAACTGCGTTATAT
CETAGATCCGGACCOCARAATCCGCGOGCAACAACTCTATARAGCTATCCAGCGBAGAC GARCCATTGTT
ACCATGECACTTCETTITACCUCCCTTOTGEARCT CATGEAACLCETLCTCAGGRAGCCTTCTTCGGTCA
ARARAGUACARGAGGTGCTCCATCATACT T TACACCACCGATTIGTCGCTCARGTACGL GARACGGLUTAA
AGTTAATCTGAGTAATTACGUGACGTACCACGGAATCACCTATAACGACCCTCTARACAACTGCACTGTC
GCCRAGCTCITTGAAGGTCCGCACRAGGAAGATTATGTGCTCCACAGTATT TACTTATT ITTAGTCTTGA
ATTGGCARACCGUGATGGGCATETGHUAACARGCCATAGAUGACACCACARTTCARATT TACACCUAMGE
TTTTACCCEGCCAACCEGAGACSCCATI TACGCOGCTCACTACCCTCACCCAGCTGTCCARAGCCATAGTCGAT
CTTCTCATGGACGGGGACCEGT TARCCGAAGRARTGCGCRAARGCTCTGCCTARCTTTAT TACGCAGAGET
AGTTGTCTGACT TTAGACACTTCCTAACGGARRGATCTRACGTTCC TACCGATGGCAGCACCOCTTOTATCC
CTCTGACTTTATTCCGCTAGLCTTCCGCCAARGCGCACCTCTUTTETGEGATCACGTCTATCTGUTTCAA
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GCGGCTTACTTCCTCATGAATCACGCCECATACCTATGCGARCCCTCCGRAGACCCATCCCGAATCTCCGT
AATTTAGAGUTTACTCTCCCTCCAATCTETGCAGCCCTCATCGAAT T TAGCAGACARCHTGCGCTOTGCA
CAACGAAGTCOTCGCCATCGETACCT TTGAGATCAGAAGCGLECATGETARAAC T TTTAARCTTACCCCE
GCAACTATGGGCAAATGCCTACCTAGCATAAATTCCTGGTCGATGACTTCCACCCETITACCGTTTTTCACT
ATTCCGAARAACCCCTCATUTITTOGCARARACTATALCCCTICCCTCACGGACGAGCCCCGARATCCTATC
GUTGATTCGCCABATACAGECCTCCAGGCAGEAGCTITCTGCTCACCUGEEECARAGEAGTCTACAARGALT
CCACRAACCGEGEEARACGCTAGCCACTTCGECOECEABCETCEECGAGEUTCCGACLTCGAGCTGCCAGHEG
GETELGTCTTTACCETCCECTCCCACCGETGUCAGLGEAGGARUTCUCAGCECCCCAARARGLUTCUTAGEG
CTATACGOGCTGCCCATCARAT CATCTCCCOAGACTCSCEACATACCAGOCECCACTACGEGGAACCGTC
TTTATCABTTCCATCCGACTGGCCATATCCCTCAGAGRATGCTCGACCAGAAGRCCAGARCTAACCGARGA
GLCACCCCCGEEETCCEAAGAGACCGACCUTCCCTYCCATACACACCGECTCTACGCCGCACGECAAGES
ATCGAGTCCGACGECGAARCTCTAGGARCGCCARGATACGGAGLAGGACCTGACTACCATCTCCRAGGAGT
RGGAAGAGGACACTTACGAGCAAGCGCAGAAGGAGAATATACCTCCCTCEAGCGEGEGCATCTCGARAACS
CCGCTCCECATCCTCCCTAGAGARGACTCTCCCGAGACCTCCECTGACARRGAART CCCOCARTAACGCT
CACGAGGCTAATCCCCAAGLGCTPACAARACCTCORCCTAGAGCTAACTATCGCACGCTGGETCAGACACT
GCGCTCECTATCTCNCARCCTCTACCCGATCCCGOTATTCGACCECARARTOCCTCCTCARATTCTCARAAG
ACTGCACGGETTETPCGTGCCTCCTACTGTCYTAGGC TATTACGC TCGAARACTCTTAGATCT TACTGAL
GAAGACTCTGATCOCTCEETCICCCT IR ITTAYGTTCT TAGTCT CCGACEATHCCETAAT CRACGRALAGE
CEETTCCACIGCCTCTACCTCE TARRCEECGCCOTAGGECGAATAAGLAGGAACCERACLCCTCTEARAC
ACAGCTTCCCGAACCCETATCCCCACCAGTATCTGAT TTGAAACCCCAAATATTGARTCTGCTCOTTGAR
ATCCGAARGTTTCGTCCOTARARACCCETICGCECCGCATCTCOATTCGCAACCGTACCCGLGAGAGCATTA
CCCGCTACCTGCACTACATGARAACTCABCAAR BACTCACCAACCTTAACGACAGATCCGLARARRRTCCT
ACACCTGTGGAGATCCCTTTCATAATCCCECTTCTTT TATAGCCCTCCGECTGCECTTCAACATCATGARL
CTECTCEACGCCACGCCTACCEAGTACGTGTCUARAATACAACCCCUTCTCAGCARTTCCCGLCEECGLET
AACAGAATTACGGAGCGACCATARACTCEETEETGOCCCEAGGUAATAGT TTCCCCTACGCAGCGEATIGA
GATAAGBCGRAACACCCTHACCCCCECCETCACCCHAGCHATAACCECHUGCT TUBAAGCTGAATCAGAC
CAGCARCCCTTCGCCARACCCCCGEGRAARCCGICTACATCACCGCTAACGTACT GGACTCTGRCTTTCCAR
AGTCCGLGETT TATCCCGTAGATCCTTCCGEAGTACAAAAAGTTCAGCTCGL TGEALGCGCCGAGEEECG
TATGCAGCTCTCAGGUGGCCTCALTGARGETCEGAGTGCAACTTTCGEE TG TECTAT TAGGRCACGTGCCT
COCCECAGTCEECCAGGULACCAGACCTCCTCOATGET S CEGGARCAGCCLCTCCGCGOBAAACCEACTACCAG
BAGACGLCGRAATGETTICCGACACCTACARAGTATTTCCTCCGCACTCARGGACCCARCCRRGTGETCTS
AGAACCGGGCCTATACTCTICARCGECAGTTTATGACARCCTTITTTACCOGC TETTETCCCACATCCCTTT
GACAGTCCTARAATCCTARCGATT TYCOTSCTCAATATAG TRCCATC TACARGGECACARACGCTTATGAGH
ATCTATTTTGEEACTCEYAAGCCEETCTTCACACTYACCCGUTCCTETCGATECTCACTTTCCCARTARA
CTTCCTCCAATTCACKTTCATTARRCCETTCCCCTCTCOTCATTATTACCCETTCCCCACCCTCACTCGT
TRTTCGCCCTCTAABACGTCTTTTCGAGCCAAAAGRUGTARCCECGGTTCAGEGETTGCGTARATCTAACG
ATCGCCTCATCGTTCATTTTCAACCARATATITTTTAGGAGCATCCACTTGCGCCTCCCACATGGTEAAAT
CHACTCCTTTCECETTCTCCATEREECABCACTCCACCCOARAACGTICCCGLGBACAGCEAARACACHCA
AAATGCATCARARGTCGLCARARCGLAGADTTCTGICACCLGLECCEETETCCACGEAAATGACGALCTA
AACCTGETGTIACCCCTTITTGGCTCCARABCACCANTTCEEGGECCEGAGCAGRAGERAGCGECLEEAAACT
CCTCCCTARACCCCCUTTTTATCGACCCTARCGGACCCCTCTATG T TCARBACAGTCTCOTTTATE TCAR
AACTACTCCACCTATCCAGETTCAAAACAACTCACTCOCCCTACCTTATCACTCCTCACTGGCTOTGGAL
GCTCAARATCAGCTGCAAGTGRAGGTAGR TACCCGAGGGTCCCATCAGEATT TCCCCACR TGGACTCGATA
TTCCTOTCEACCCATCGACGTITGGAGCTITGATCACGRATCGGAAT TGECAGTTAAATTACATCCARACGE
ACCTCTTACCGCTTCATCAGCGCGAATCAATATAAACGTAGACCATACCCTTC TTATAGARGATGACGAT
GUTARATCAACCARAGGACTTAGGUGTTYCATOTCAATCCTAACGGGCCTATTACTGOCCACCGAGACHGAT
TAGACTTAGABATTGATTCACARACCATGETTCTCAAGCACAGCCGAACCTCCEGCGRCETACTCGETRT
ATTATTAAAACCGAGTGEAGCACTGCAGT CARGCATTCAAGGTATCCEALTACGCEE TAGCTGATACGTTA
BCCATCACGACTARCACCHTAGAGGTARARACTGROCICAATGEETCARTAAGCTACTCTGUTAACGGCA
TTECCETAAAACCCGATCCCTCAGGACCECTCACTYCCTCTGETACCEEAC TATCTGTGETTACAGCAGT
COAGGETTCAATCCAATCT TCCAATRCOGEETTTAGCEE TTAARACCEATCLAAGCEGACCEATTACCAR T
GERTTCGRATGECTTARACC TGTCATATAATGCATCRGATT TIACTGTGTCACAAGGACTGCTAAACATTA
TTACAAATCCCAGCACCOTCCCCEATCUETATCTCCAGTCCECAACCARCT AT TTEARTAAT I TACEEC
ACAAGCCCAGAATTCTACTGTATTCARATTTAACTETGCCTATTTCCTACAGTCATRETATTCCAATCGGE
CTGETAACTTCCTCTCTCTAT T TARAGATAGACAGAGCTCAGTTYTCRAATATGCCGACAGEGTCAGTCCG
CEEAARRCGTCAGARTAT I TTACCTTCTESGCTACCTACCTATGAGTCICTCAACCTCTCACGGETTTCCAC
CCCCACGATCACCGCUTAACACCGTTCACTERUECGUAT TY TCECCEGCCCAMARACTGCTCAGETANTCCC
GCCTTTCAGTACAATCTCACGCAACCGLCAAGCATCTATT TTGAGCCCARATCGEETICCGTGCARACTT

FIG. 10A (CONTINUACION)

49



ES 2996 307 T3

TCCARCCCGTATTCACACOAGCTTGGAATACCGACACCTACARCCCACCAACCETTCAACTCTGCATACT
GCCTCRARCCET TETGGERAGGCCAGTCEACCTITGT TAACAT CACATCTTATAACTTCCGETETCARART
COTGGAATATTCAAGC TTEOTGCTAGTAACCUCACATTCACTATCGEACCCAT TITOTATTCCTGCUCAA
CCAATGAATTAACACGACCCACATAATAACTTACACGTCTAAATCAATAAAAAAGANTCCATCTARAATC
TTTATTGATTTRATGATTCATTGTCCCHTCCCATTCGECACATTGOTAGT AATACAGACAAT TGARCAGCE
TCCACGRACCACCGCCTCACTAATTARATGCACCTTCTET TCAGGARAATCCACCTGCATTCT TCGRUAGT
AGTOACAAGGGACTECCCCCAT TTETCLCAGCGTTCCTATGGCTNCCACGAABRATATIAACTTIATTGLG
CCEGRACGTARATTACCATTCCCAGAACTGECACCAGAAGUCGETCARGGACAARACARCCGCATAARRATCA
GTAARRCATGECTGCAGICCAAGCCGCCACAAARTAAACTCCCTCARGCGTGEEATCATCTTCTRAGLGEC
TCCACARATARACTCUCAGACCTCTCCLETCCEEETGACRACACACCCCCATGGGARCTOTTTTCATATE
GRATCCGTGACAATCACATTTCTCACGTARTCARCTCRARRATCTTCTARACACAAGARCTGATAGGCATGT
GCCGCHEEAACARATCCCACETTCTTTACGGCEUCGAEARCATCYTOTGCCTCTTCACCACCATCAGCAT
CTGCTAGCGCTOTCTUGGCCATCTGTCACACT TEAACGTCCTCGATTTCGGCGTACGGETGRCTGTCCTC
GETTARCCCCTCOCTARARACCACCAATCGABRCCOCEACCGCACCAGTACCAT CEGATCETAGCCGATAL
AACACGCAGCCCAATCCCGUTTCOCCTGAATACAGGGGETTACTCCTAACTGTCCAGCTAGGAGATCTTC
CTEGARAGCTCCACAGTCTACECAGCCACGAATCYCTTCRACGATEETGTTC TAT TOCACOCAGTACGETE
CCTTCGRTCCCGCCTTCCCETAGCACACCARARAAATCACCAATAAAL TCACGETAGTTCCTCTCAAAAAG
GTGCARCATCCAAACACGGTAARRACARACGTCAGTTCGGATATACCETCACTCAGGAACAGATABCTGA
CAACCACGGARAGCGCAGTAAGAACATACTACTGCTGARATGCAGRACAGGATACATACTCTTCTGATCCG
AGCGTCSCTCCETACCTAACAATARRAGAARGGCGAT T TTCTATCACCTTCTACTCTAGCACGTCTTTIT
GACATGCAATTCCGTAACTAACTCGARTTCTGCAATATAAGCTACTGECAACGETIGCTTCAGHGGACACT
CCGGECATGUECTCTCAGGATGATGATCGCARTAAGTACCATCCACATCCAATACCCATTCCTCCACETS
TCTATAGETAGCCCGTCTARAGECCLGAATGTAACACAACCCCTTAGARACAATACGCCARBCAGARGSS
TCGGCCATCTCCCTCRACATTGRTCCTGTCATTAACGETTGAGTCACGEGGACTACCACTGCCGETCETTT
TTAAAATAACACTAGCTACRACATTCCTACGECATCCECCCAGARAAACCACAGCGATAGGECARGAACGS
TRACTCCCTTGGCACCTTTGTCCTAGACACCTCGTRACTAACACTTTCGTAACGCGARCTTARAAGTTARS
CTCTTATCTAACAGAATCCOCTGATCCCARARATACARAATCCGACTTIGTGTCTCCTGATAATCCACTIGE
CGRTGCCTATCTACCAACTCLCTCTTCCLAGCAAARACCUTTCTCGAARGRAALCCETAARAACTCCTUCTT
CTEATCGEGATCCAGTTCCAATCTTCGCTITRAACCCTTACAATCACGTTCAAGATGATCC TCGECLCIGAC
TTTACCCTCACATACTTTGCACATCTACBACTGACTACGGAATACAGGACTCGTCCCATAGATARTGTT
GTGGCTTTTCEAAGRAGETCCATGCTCATGATTETCCGATTCETEYGAAATTCCATCATCCETTCTAGGGA
CTCCTGACTIGCACCCTGTCTCATCAGTAGACTAAACCATATCACTUCGCACTCATTITCAAAT CCGCAG
CCCCTGRGTARGGCCTAZCACCTCCTETACAAT TACAAGGRTGCAAGATGRARATCAGRATATAGREAAGRR
TCAGCGAGCGCATECAGCRACATGCATAAGCACTTCCATGRAAACTCACCGACTCAGTACACAGAGGCATGA
TEYCCACACTCATCAT TP T TYATT CATCAAGTAACT I CACCTCARACATATTARACAACATCATAATAAR
TATCHECOETARCATTTACAACHETCATHCCACAATATATACATCACCACACATCCCGTGARRCACGCAGT
GECTACACCGCCCGTCACAACCGLGATACCCGTAACTCTATCTTCCCARRATTCACGCATCAGACTGTAR
AACTECTCCTCCEAGATGAGCAATEGTGEEETECCCYTREE TT TTCTGC TR CCGAGTACETAACAGCETCAL
CATCATGGCTACEAATGCAAGTCCTACGACRATTARAAARACRAGCTTCUGTOGCRARCACCCCTCGARLTT
TCTTCCOATCEANTCTGOACTECTCCTTCAACTCCCTCCATECCAGEAAACGET TCCCATECCTTTACRG
TTATCRATTATCECETCTELETTCETAGCCETCTCETTCCARLCATATTCOLARGTCGEAGTAGGATCTGA
TGACTCCCARACCGAGETAGCETTCACCCRACTATAGTTCGCAATAGECTCCEGC TG TCETARCCTTCTCG
ACAACACGGTTTACCEEYGATGARRCCETTACTTTCAATTTTATAACT PUGART TCAAGCRAAGAATTCCA
CGATCATAAACATCTTCAGCABAGARARGTCACCTTAAACTCTTTCTTCATTCGATTCACATEGRARACACA
CTGAGRACTCGTTACACACGTATCCCAATAACTCACTAGTCTATGAGTCCCCACCCTETCAGTCAGRTGA
ACMCTCATCAACCAARACGETGACCTACTCAAATC TATC TGTAACT TGTGTCCGACCCTTACATTCATAT
CRGETAATTTACTGACAATCATACCCGUGETTGTATTCTITATCCACCARGCATCCTGCCETCGGCOEUAALC
CTTTATATGGGCACCTCCATTGCEETY TAACAT TG TAC GG TATTGCATAATCOGARAATCCTCCTTAGTA
TRCATACARTAGTGAGACGEECETCCEAGAGGATCCGETGTGCCETGTACARTACATAGTGCGABCAGART
CCCCCETCATAATT TR TCTAT TTGCTAAGGGAGCAACAGAATCCGATACCTRETAAAATCCCTGACGCGT
AATGACGTGAACTARATATATACGCCECATTCEGATTITAAGTGATGEATCCACAGACARCOTTCLGLTAAC
TCGGTATACGCTATCTCOGTCETTACATCGTATTTCCCATATCTTARAGTCTGCACRCTATAGCCTICCA
TATATACCCTGCTATCATGTCARGCAACTACTATARTCATARTAGAAGRAACARRCTCCT TCTTARRATT
TCCGGAATACCACATTTCCGTCATATACTTTATCC TG TAATCOTTCARGTAAC TCTCATATCTATARTCA
CEACTAAGTGTATACCCATTCCAAGTALTCCTTACCGETCCTACCCTCGACCCTTCCT GTAATACATGGA
ACACAGCCAAACCTEICTTTACATCCACCOTTTTCARAAACT T TCOARCAATCATTCCATCATACCATCC
ACTTRAAACTARACCTATTACCCCAGGARRATTCCTCACATACTGTCGCTICCCCARACATTTTCYCCGCAT
ACTCTTLCGGACCATCCACCCTGTATACCACAGCTTC TACCGCLC T TATC TTCCACCAT TARAATCTTCCG
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ATLCTAATCCACCGCTTACARATGTCGETTCTAGU CCRACTATTCTGATACACCGATGECOCTTGUTCATT
TETGAATACTGTCTACATAT CGTCGAGCAAGCAT GAGCTCCTGCCGAGTGACCTATACAGTCCARTTTET
TAGCETCGGOLATATCTACCAGAAACT TCCTARRATC COCATOTAAACCATCCGTATCATAGTACAACCEH
ATAGTUCACCARCACAACAUCTACGGUGGGAGTUATCTICTGATGAARTCGCAACACCTTCCTARRATCG
TCATATCCCAGATACCATCCTGETATAAGCAGCACTATGTCTGATTTCCCEGCGARGGCATTGTGCATTT
TATGGTATACACCATACTCGTATCTCGCATCGEGLAACTECGGTACACCACCATGUGATCCATACCACET
GATTCTCGAAGGRAGTCTCT TCOGATT TCCOGCECTTTTCCEAGCT TCCAGTT TAGTAGCCCGAGLCATT
GCCACACAGGACUGATTGACCARATCATGGCAALCTTCTGATTTCGFACCCGARRATGCGGAGLCCCCGA
GOGAGCACCCCOAATARCTGAAACAGAARCGCARARTTTAGACCGGTACCCICCCATACGATTATCACGTCC
CARAAGUCRAARTATCACGGTACTCACCAGCGCAARRATCTTCATGRAAGATCT GEEGCARGAGUCGCACARL
AGTCCACCTGAAT CTGAGACAGLTTACCGOCOACTETACCAARACCEETGIGCCACCGUCGAATITATTCT
CTCAATCTATTAATGTTTARCTAAACARACTTGUTGACACTTGATAARTATTTACTGACCTAGACAATT
CGAGAACTTCCTTATIACCGTGACTATGCAGTAT CARGATARACCCTTCCARARGT TCGACTGAGTACACG
GIGTACTTCCTGTCATARAATATCACT TCTARATATAGTCCTAGGTAGAARCTATAAATGGTAAGRGACA
ACACACTGATTCT TAGRAARACCTCACAGARCARGATGAACCTCACAT TATCCTCACTCTTCCTTACGAR
CTGARATARCCGETARGTCATARARATGATTLTCCTT TPGACAT TECETACGUGEAAGUAAACTAGAARR
ATCCAACTIGGAATTITCCARMGTCGACTTAACTATTAACTTCAT CACCTCAAT TCUAT TAATCAT TAACT
COAATTAGTTAATGAT TAACTAGATCT GGTTAAT GAT TAACTAGTLACGTUACTAGTTAATCATTAAGCT
TICTATGCATATGCATGAGAGATTCAT GCATATGAATGAGAGTCTCATCCATATTCATARACCTCATCCA
TATTCATGAGCCTCT CATGCATATGCATGTTT TTACATGCATATGCATGGACCTCATTCATATTCATOARA
TICGTTAATGTATAACGL TATGACTCACTCTATATGT TTACGTTGCCTAGCAACGTTAATGATTTACCIG
CIGACGTGOCAGCTCCOUCT CCLOETARATCATT TACCTGEACT TIGTTCT TTATGTT TATICACCATGE
CABCECTACCATATATGGACATCOGACTCCOLCTCCCCAGTTATACATTAACEATGGUGCTGATAGGLGGA
GCTCTCTICCCATTGGCTCTTAATGACS TAGTCCEGGT TAACCATAAGCCAGAACCGCCTATATAGGTAGA
GCAGGTAGACCCGGARCACCAT TCCCATACGEACCTCCATAGAGTBCERALCTCTACGGLCTCTCCATAC
COGTAARATATTTTATYCCAT TTAATCCAATCARATAARTCAATAAICAACTCAATGETGTBATTCTGLCT
CAAATTCAATGETGATTTTC TT TARTARAARGCC CACCCCCUTTGECACCCCLCCTGTACACCCCUCTGTA
CAGGCGACCALCCCCTATGEACACCCCCOTGTACAGGCGACCACCCCCTAT GEGACACCCCCCTGTALAGG
CGACCACCCCUTATGGACACCCLCLTGTACAGGC GACCACCCCCTATGGACALCCCCCTETACAGGEGAC
CACCCCOTATGGACACCCCCOTETACACCCCCOTGTACATTT TCYCCCATAGGCTACRAATSGAACACTGC
CCCOCTAGTGTUTCCCGCTCCATGOOACCCCTATGAGETOGECACCATCTCATTTOCCECAATGGAGUTCA
TCCACGAGGOOGCECCATTEAAGCTAGGGCACCECATAGACAGUCTCCCCAATGELGOETOUTITGHAATCC
GGATATCCCCECCCARCTCT TCARCTGCATTTCTATTCECT CATGEGEATCACAT GGEARGCGCGTCATA
TTCARAGECCACACCCACCHRANGYTCCACGUCCAGETTAGGAT CLGTAGCACCGCCCCCGTTACTAGRA
ABRCAGGCCGGARAGCCTACTCCTCAGCCTATCACAGAGOUTCCTETGT TTCCCLGUCCGUTATAATALCCA
CCCCCTCGTGATGCARTTGGGGETGGAGTCTAAT GUCATCEGACTICCTATATAT TCCARCAGGGCLCTC
GAGATGGCGCTCAAGAGUAT GCEEETECGCATTOQGLETAACAGCCACCAGGTROCGUCACCTGARATAG
GRAAGACCTETIACGGTGAAGCOCCTCARAGRAGT GGAGACCCTCCAGCAGGGEGTCTTCAGTACCALCGA
TCTABRAAGAGCACT TCCAGAATGGAC TTTTCGL CCGACTT T T TAACGAAATTCCCTATATTTGTGGL TG
ARGATTGECRCTGCTCCARAGHGCGEAGAARTGRATEGTTACGETCCACCLCGAATCCAGAGUCECHGCOT
ACCGAAGGACGGAAGGACTUCGCCCACTCTCCAACACCTESCCCEEITEEGCETOOTCEARBACTGCLTCA
AGRTGAGGRAGECGRGECATAAGCCCTAGGUACCACCCCTACTTTCAATAAACCAATCAGAACAGAGLACT
TEACTCOCTCCTATTTETEGECEEEECTATGEETACCETATAGAGUECLCCCTELIGECCETTACCCELNA
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3 e 3 CTOGTTTARATARRDA

A e AR CTTCCTATGATTAS TAATTAAATGATGOOTART TARGTE
GTCTCARTGATCARATAATGATTCCEARACGAT T TCGRGARRRATCGAT TTTAGSAATC AR TGATCATTAT
CAARBATARATGATTTATT TATARCACCTCTTT T CATGAT TEATACCATTAGTABATCBCATCATTACA
AACBCATGATTACAARCACAGTT TARTCATCAATCOARATCACCECGCAAGATATCGACAGTCACSTTCT
CCTCTEATGTCCTATCCATAGAT TCGUTETCCGTAGAATCAGAGECECAGAGCATCCGOCGAARCCAGAR
AGTTATCGCTACCATCAGUAATAACARCATALT TARCGCGATOBCCAGCCACAC TCEARRCTCEOCEGTC
TCATTCOATACCASTCCTCCECCGCTCT TATAAGTEGTC TCCTCOATCTTCTOATCOTCCTCAGTCABAC
CAGGRAATTACCACTACGTARAATCCGGTC T TGAATCOT GTTETAAGTCTAGCGTAT TAGTATACAGTCC
CGAATCHCCAGGTETTACGTCTC TAATAGTARCGUAATTGGATSTGGCAT TG TAATGCETGCGGC T TTA
TAGTTAGCATACAD TATGEGETTACCCAGAGC T T TATARAAGCTE TAAT ACCAACACGGTAGACEOGTGLT
CGETTAGRGGACTEARRCTCCTAC TCCET TATAGRAGCEGAGC TAGCATCCT TCCCACACATGCGTARCTC
TCCACOTTCCARAACTARTATACGGE TCATGTTAPCCACCTCARCCGTCOCATTGCCCO TAATATCO T TG
ACGGETATACTGTATGGCATACGETTTCCCACCGACARAGGRACCH TAAGTCAACCAGCALCCGTTAT TAG
COTTCAGCTTACTCAGG TAR A TAGT AT TGCARCCACTAT CTACRCTCET TR TACUCATE TACCCEOTTTC
AAGTOCAGGTTOT T AACCC TEGGAR T ACARA TG OGO CCTC TCCATCTTATTGCAA T TGGEEEACGRE
CAATGATACCAGAGCATCATAGTATGETCCCTCCACTCTCC TOTCCCTACACCCACCTCCCECTOCLCAE
GAGCGUCAAAGCABAGTCCGAGCACAGUAGCCAGCAGCAGEGCAACGGAL T TCATGATCAATGCOGEARC
CAGCCASCAGCAGUAGGTAGAAGGTGUGAGTACTCGAGHCAGGUGGEAATAACACCECACGCTTTCCALE
COGCTTARATACACAACCCAACCCETCATGETCARACATTACO TAGUCTA CTCACC ALRGARAAGTACT
CACCOTTARCACAS T FCGACTTATCAGS TACACACCCETAACC T TCCCACCICAARGCOCACAGTCAGCA

FIG. 10A (CONTINUACION)
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CCATAAGGARCTCCTAAAGTTACCCTTIGATTGCATTGTCATCATARAAAACCCTGAGCRARACCGARACG
CCCCAAGTACARATCTCTCTTCOGCCACGCCCTCGTTAATCAATAACTAGTCGCCGATACATATATACCC
CCTCCOTTCCATCACACCTACACTACCTTCTCTCOBCACAGGCAACATCTCAATCCTTACTCTTCEGAAT
CCACTTCGCCLLCTICOACATECAATCCEETARCTATCAACT T T T TICTARGCT TATGCT PCTGACACTTC
TEATCTTAATACCGLCACCCCTTITTICT CARARARGGTTTCGTGCTTARCGETICTTCTATGCGTCATCA
TCCCCAGAGCCGATCCGCTTCCAATCACCCCCOCCTCTAARCCCGUTACCGACTCOGCCCCERTCEECET
CTCCETCATCACGACCCACTTACCCECATCTCCGAGCGCCACCCCETGCGACGARATCTTGAGCGAGGAC
TCTTCCTTCGRAARTGCCASCECTGATTACCAACCCCTACCCTGGEAACCGAAACAGGAAACGETTTCAL
ATCAAARCCCTCTCACCGCAACCGACCCCATCLGTGACCGAATCCCCGCTATCATCCAGTCCCAGTCCCG
CHCTTCTAACCGTCCCACCAGTAAGHAACACAC TTCTACTAT CGCATCCAT T CCACCETAGTCGRCATC
GUGGTCCTCGICATCCTGACCCTCOTAGCCTACTTTACCAAGTACCCCARACCGAGBUCGCCCAGATCLA
TLTACATAGGAGTAGCTCCACCCGATATGGAAL TCAAGGARATATAATTCCAGECCCACCCTTAACCCTA
COTTTCCATGRAGTCAGTATTTTCAATAAAGT TATAT TGEAGTAT TAATTCLATTETTRCCGLEGITCTTTC
TCTCECHIGGRCARAGTCCGTTCGRECAGGARGTCCGGTATACETCATTCCECGETETTATGATGACGLE
CATAACTCACCACTGCCATCTEGCCGOACAAACDCGETACTACACTTAACACATAAACACCCGELTTTTIT
CEATTCCCACCRATAATCAGGC TTTGGTAAARATTCGCAGAT TCTRARATCCETATTCCTRCGCCCECGRT
AATACATCACCGCCCACGACACGCCCTAGCGLICTTATCACACGETCTCTGCTGCCATCTAGLGLLCGEEA
GLGGTAGTACEAGETGACAGTAGCETCATTCATGTAGETATATATAGATGATG

FIG. 10A (CONTINUACION)
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FIG. 10B

i 1
PROTEINA FLUORESCENTE VERDE POTENCIADA (EGFP)
PASTA:
gtgagoaaggycgagsagetgttcasegyogtggtgeccatectgytegagetygacggegacgtaaacggee

Jagggegagggcgatgecacetacggeaagetyaceetgaagitcatotocas
cacegqgeaagelgocogtgocotggaccacectegtgaceacssgaecciangyeyigeaghgob teagoage
tacceegaccacatygsagraygcavgactictteaagtocegocatgooogaaggctacgiceaggagogoacea
totteticaaggacgacggeaactacaggaceegogoogaggtgaagicgagggegacaceectggtgaacs
catcgagotyaagogeategacst bcaaggaggacyggraacatectgyggracaagetggagtacaactiacaan
agooacaacyictatatcatgoccgacaageagaagaacygeatcaragyigaact toaagatcogoeacascs
togeggecagcagegtacagsticgecgaccactaccageagaacaceccsatoggegacggoccoegtygctoct
goocogacaaccactacctgageacsragtoogesctgageaaagacocciacgagaagogogatoacatggte
ctgctggagticygtgacegecgecgguatcactotoggoatggacyagoigtacaag

acaagtteageghyt oogoy

mCherry Red:

FABTA:
atoytyagcasggucgaggagsetescatgarecatecateaaggeyticatgegettesaggtygcacatagagy
getoegtgaacggecacgagttogagategagagegagggegagggoogecactacygagggracceagaceqs
caagotgaagytyatcaagggtggetcoctgecerregecigagacacoctgtceodtodgttoatytacgyn
toceaggeatacgtgaagcacccogocgacatocaecgactactigaagetgteeticocogaggyottosagt
gugagsgcygtustgsacticyagoacggeggegtygtgacegtga raggactcoicceigcagyuacggags
ghttoatobaciaagyrgaagergogrggracraactiocoociotgacggccaagtaatgtagiagaagaccaty
gotgggaggecteoctecgegegyatytacooocgagyacgyegscotygaagggegagatcaageagagyehga
getyadggacgygoggocartadyacyoiygddgtcasgactacuracaagyoeaagagagoocgigragetgcc
ggegocbaczacygicaacatcaaylliyyaceteacctiecranaacgaggactacaccatcgtygaacaglac
aacgogicgegggeegecactocateyggeygygcatggacgagetiatacaagtag

oo m

FIG. 10C

i ; 4| N VI ANTES:
PROMOTOR TEMPRANQ INMEDIATD DE CITOMEGALOVIRUS HUMANG (CWMV)
ERETA:
avsgtaavcaatRAGIOILCAL oGt L oAt Ao tat AtIRQ T EGNGOT L ACAt A O LALGTERAA LA CCOGOLLGFCt GHE
cgoooaacgacaecogootattyacytoaataatgacgtatyt teccatagtaacgooantagygact terattyaogtoantyggte
gagtattiacoggraractgecrant cateaagtogtatcatatoetaagtangoeccorattoacoicaatgacosrapaty
geacgeetggeartate tatggoactiftoctacttggeaghacatetangtattagteat egetattaceanrgy
bqatqcathttqqcaqtaﬁaLcanngqﬂqtqqataqﬂqwcCCantuaﬂqqqaatstc"aaqtctccaccccartqacqtuaatqqu
agtttyttthgycaccaasatcaacgygantttccaasatgtogtaansac toegoancattgacgaaantggyegyt agyagigtacy
groggaggtotatataage

PRTENCIADOR DE CMV / PREMOTOR DE BETA-ACTINA DE POLLD (CAG)

FASTA:

GLGTTACATARCTTRCEGTAARTGECCOEIC THEETEACCECLCARCOACCLCCECCCATTGALG TCAATARTGACGTATGTTCCCATA
GTRACGCCARTAGEGAL TTTCCATTEACGT CARTEGE TGGAGTATT TACG GTAR ACTEOUCAC T THECAGTACRTCAAGTERATCATAT
GLCARGTACGICCCCTATTCACGT CAATGACGL T AAA TEECCCGECTOECATTAT GUCCACTALATEACCTTATGGGAC TTTICCTACTT
GECARTACATATACGTAT TAGTCATCGOTAT TACCATAATCAAGATEACCOCCACET TCTECTI TCARTCTCCACATETCCCACCONTEC
CCACCCLCART TETG AT ITATT TATTT TTTAATTATT TTATCCAGCAATACCRGLAGEAGHEECERIGEEACTOECACTAGELES
CEEGCEEGTIGH GEGGUEEEECHACH(GCEAGRALETEC GCARCCARTIAGAGCSECECGE ICLEARAGTI TUCT TITATGE
COAGECECLHOIEECERCHEECOCTATABARKRGCGARGTG 5
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FIG. 10C (CONTINUACION)

PROMGTOR DEL FACTOR DE ALARGAMIENTO 1 ALFA HUMANG (EF1A}
FESTA:

COTGAGECTICGGTGCLCETCAGTGGECAGRGUGTACAT CGCL CACAGTLCLU GAGRAGT TERGEEEAGEGGTCGGCARTTGRACTGET
GUCTAGAGRAGGAGEUGUSGGLY ARAC YEGEAR ALV GAT G UG TH TA GEECCGCCT I T I CCCRAGECTGLGEEACARCCL TATAT
ARGTOCACTACTCGCOGTGARCGTTCT T TP TEGCAACEGET T TECCCCASARCACAGGTARGTEC CETC TR TRET TCCUGLERGCETE
GOCTCTTIACGEET TATGECUT T TGCGTGUC TTGART TAC T TUCAL CTGECEGTAGTACGETGATTC I TGA GAGUT TCGGET
TERAAGTHRGTGEHAGAS GRGGT GCGUTTAAGREAGLUCCTLI( S GCEPLEAGT TEARGCC TELCCTREGCRLTRGRGLC
GECHCGTGUGARTUTGHTEGCACE T TCGCECCTGICTCEU T GC TT TCGATA, CTCTAGCCATTTAARAT PTITGATGACTUTCITGOE
ACGOT TICTRGCAAGATAGICTTGTARATECLEGLCARRATIT GLACAC PGHETAT T TCEGT T IYGGRECIGCEEGCHGUHFATER
GECCCETECETCCCAGCGTACAT BT TCOCCGAGGUCEGELCTACUARCECOCC CACC CAGBARTCCEACRG GG TAGTCITAAGC TEGIT
GECCTERTCTGRIGCC PEHCUTC RUERYGET! TATCECCCCEUCCTGRRUEEUARCAGLC TEHCCUGRTCEEALCAGT T GUG T AG
CGGARAGATCEOCECTPCOCEGCCOTGCTRC AGCEAGITCARKATEEAGGACCOGECAC TEGESAGAGCEEECHGETEGAGTCANCCACA
CLARGEARARGGEGUCTTICUEIC AGLCGFICGRY LCATG TCAC TUCACGEA G T ACCOGHUGCCOITCAGLUACC MUCR T TAGT

GRGCTT ACACTGCARGTTA
GECCAG AGACRGTGGLT

CAARGTTT TR TECT TCLATITUAGEIGTCETGA

SECUENCIA DE PROMOTOR PARA L2R {PROMOTOR DEL VIRUS DE LAVIRUELA AVIAR)
CATAGTAAAYAPCHGTAACT TCT T AATAGCCATAAY TARAATTCRAARA AR AR PATCAT TATAKAACS T AKACGASCAAADARCATTAR
TTTAAATTTGCCARTAACAAACCAT

SECUENCIA BE PROMOTOR PARA EL PROMOTOR DE B-ACTINA (MINIMO)
TCRAGRTEAGCCCTACGITCIGUI TCACTCTCOCCATCTCCCCCOCI TCCCCACCCCCAAT TTTETATT TATTTAT T TTTARTTATTT
TETGEAGCCATGAEEELCEELEEGEECEEHEECICECECTAGGLEGIGTCECELERLETLAGGEEI COGEGCCAGUCGGAGAGGTE
OGGCEECAGCOAATCAGAGCEGCRCGOTCOGARAGT T TCOTTT TATGGCRAGECGECERUGOOERIGEICCTATAARAAGCHAAGTEOG

COGCEAEIG

FIG. 10D

POTENCIADOR f REGULADOR GUE S8E PUEDE USAR EN VIRUS RECOMBINANTES.

ELEMENTO REGULADOR POSTRAMSCRIPCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS DE MARMOTA (WPRE):
TASTA:

TCARCCTCTGEAL TACARRA T TGTGARAGATTG,
TECLTYTETATCATGC IA TG ICCCGTATEE0!

GrATICTITAACTATGTIGCTOCTTT TACGO TATGT SGATACSCTECTTIAR
AT PLCVCCTCCT MG TATASATCCY G RO

GG ACTGACAATICORTGE TR SRAGUTGACGYCCT Y TOCA TGLOTGC TORUCIGTE T TEC CACCTGEA T TCIGUGE
GEGACGTCCTTCTGCTACETCCCUIUGECCC MU ART CCAGRGGARC T COT TCOCECOECUIGUTEOCEET
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EXPRESION NORMALIZADA
EXPRESION NORMALIZADA

A

EXPRIESNIN NORMALIZADA
EXPRESION NOTMAL

A

ENPRESION MORMALIEAEA

EAPRESION NOFMAL

B pOMY-EGHP Ly B pOMVEGFRWRRELss BB
B oUAGECSFPWPRELue B3 pEFin-EGFPLun
BSlPpaCTARGPR-L s BBIPpacTING-EEFF-WRRE Luc B
BB pl2B-EOFRWPREAUL

FIG. 15
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FIG. 16A
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