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RESUMO
TRANSCRIPTASE INVERSA DA TELOMERASE AVIARIA

0 presente invento refere-se notavelmente a novas
transcriptases inversas da telomerase recombinantes, a
moléculas de 4&cidos nucleicos que as codificam, a células
compreendendo as ditas moléculas de &acidos nucleicos e ao uso

das células para a producdo de substédncia de interesse.



DESCRICAO
TRANSCRIPTASE INVERSA DA TELOMERASE AVIARIA

0 presente invento refere-se notavelmente a novas
transcriptases inversas da telomerase recombinantes, a
moléculas de 4&cidos nucleicos que as codificam, a células
compreendendo as ditas moléculas de &cidos nucleicos e ao uso

das células para a producdo de substédncia de interesse.

Em 1965 L. Hayflick descobriu que as células tém um momento
programado de morte. Como uma explicacao para 0
envelhecimento, ele sugeriu que o numero de vezes Jgue uma
célula humana se pode dividir seja limitado (Exp Cell Res.
1965 Mar; 37: 614-36). Tal €& conhecido por ser causado pelo
encurtamento de teldmeros a medida que a célula se divide. Os
cromossomas sao nivelados por teldmeros que consistem em
sequéncia de ADN hexamérico, conservado, com repeticdes em
tandem, nao-codificante associados a proteinas de ligacao de
cadeia simples e dupla. Os teldmeros sado responsavelis por
funcdes de estabilidade do genoma e em particular replicacéo
do terminal do cromossoma. A replicacdo da extremidade do
cromossoma com sucesso requer tanto a estrutura do teldmero
unica e a enzima especializada transcriptase inversa da
telomerase, que é uma nucleoproteina que tem uma actividade
enzimatica de transcriptase inversa. A transcriptase inversa
da telomerase é capaz de alongar o vector de repeticdao do
teldmero, permitindo replicacdo estendida da cadeia filha
complementar. Nas células a que falta a transcriptase inversa
da telomerase, o ADN telomérico encurta em sucessivas
divisbes poils as enzimas de sintese de ADN sao incapazes de
replicar completamente a extremidade dos cromossomas assim
que o 1iniciador de ARN €& removido. Numerosos trabalhos
reportaram a evidéncia que o designado “reldgio de teldmero”
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€ uma caracteristica importante do periodo de wvida da célula
humana. A hipdtese do teldmero do envelhecimento celular
propde que a redugdo do teldmero estd relacionada com uma
falta de actividade da transcriptase inversa da telomerase
durante e desencadeia instabilidade cromossdmica, conduzindo,
a senescéncia, apoptose. A actividade da transcriptase
inversa da telomerase apresenta regulacao negativa em
linhagens de células somdticas durante o desenvolvimento in
vivo e em células primdrias in vitro correlacionando com o
encurtamento do teldémero. Ao contrario, a regulacgdo positiva
ou desregulacao da actividade da transcriptase inversa da
telomerase ocorre em células transformadas e tumores. Os
ADNcs da transcriptase inversa da telomerase (TERT) de varios
mamiferos e um anfibio foram clonados e estudados (Nakamura
et al. 1997. Science 277. 955 - 959; Greenberg et al. 1998.
Oncogene 16, 1723-1730).

Uma sobreexpressao de TERT numa célula conduz a imortalizacdo
da dita célula, foi proposto o uso de TERT para a producao de
linhas celulares (McSharry et al., 2001 J Gen Virol. 82, 855-
63) . Contudo, a actividade de TERT é restringida a espécie.
Por exemplo, a TERT humana € incompativel com o aparelho de
manutengcdao do teldémero aviadario (Michailidis et al. 2005.
Biochem Biophys Res Commun. 335 (1), 240-6). Assim, para
desenvolver linhas celulares avidrias e mais particularmente
de anatidae, existe uma necessidade de TERT que actue nestas

células particulares.

Delany et al (Delany ME, Daniels LM. Gene. 2004 Sep
15;339:61-9) divulga um polipéptido TERT isolado de galinha
Gallus domesticus (i.e., chTERT) que pertence a familia
Fasianidae e a sequéncia de 4acidos nucleicos correspondente.
Os autores mostram que polipéptidos TERT de vertebrados (i.e.
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galinha, humano, Xenopus, ratinho, ratazana e hamster)
apresentam conservacdo em regides especificas. Contudo, os
autores deste artigo nao divulgam nem sugerem que a molécula
de 4&cidos nucleicos que codifica o polipéptido chTERT pode
ser utilizada para a imortalizacdao de células, muito menos
para a producdo de virus ou de moléculas de interesse. Delany
et al nunca referem o interesse de clonar proteinas TERT

avidrias adicionais.

Fragnet et al (Fragnet L, Kut E, o Rasschaert D. J Biol Chem.
2005 Jun 24;280(25) :23502-15) é um artigo de revisdo relativo
a correlacdo entre virus e activacdo da actividade da
telomerase. Os autores mencionam que a actividade de
telomerase pode estar associada com a carcinogénese, e
apresenta a actividade da telomerase como um factor entre
muitos outros no processo multifactor da tumorigénese, que
envolve o desregulamento da expressao de varias proteinas

celulares de ciclo e de sistemas de reparo de ADN.

As linhas celulares eucaridticas séao fundamentais para o
fabrico de vacinas virais e muitos produtos da biotecnologia.
Os Dbioldégicos produzidos em culturas celulares incluem
enzimas, hormonas, imunobioldgicos (anticorpos monoclonais,
interleucinas, linfocinas), e agentes anti-cancro. Embora
possam ser produzidas muitas proteinas mais simples
utilizando células bacterianas, proteinas mais complexas que
sdo glicosiladas, devem ser actualmente feitas em células de

eucaridticas.

As linhas celulares avidrias sao particularmente uteilis uma
vez que varios virus usados em composicao farmacéutica sao
capazes de se reproduzir nelas. Mais notoriamente, varios
virus sdo apenas capazes de crescer em células aviarias. Tal
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por exemplo o caso do Virus Ankara Modificado (MVA) gque nao

o

O

capaz de crescer na maioria das células de mamifero. Este
poxvirus, que derivou de um Virus Vaccinia por mais de 500
passagens em CEF foili usado nos anos setenta para vacinar
pessoas com imunodeficiéncia contra Variola. Actualmente, o
MVA ¢é principalmente utilizado como um vector para terapia
génica e fins de imunoterapia. Por exemplo, o MVA é utilizado
como um vector para o gene MUCl para vacinar pacientes contra
tumor gue expressa este antigénio (Scholl et al., 2003, J
Biomed Biotechnol., 2003, 3, 194-201). Os MVA que transportam
0 gene que codificam antigénios HPV gsao também utilizados
como vector para o tratamento terapéutico de lesdes cervicais
de elevado grau. Mails recentemente, o MVA foi o vector de
escolha para preparar tratamento profildctico contra doencas
emergentes recentes ou armas bioldgicas provaveils tails como ©

virus do Nilo ocidental e antraz.

Assim, existe uma necessidade para uma nova Transcriptase
Inversa da Telomerase capaz de imortalizar células avidrias e

mais particularmente células Anatidae.

41 41

Tal como é usado ao longo do pedido, os termos “um” e “uma”

sdo utilizados no sentido que querem dizer “pelo menos um”,
“pelo menos um primeiro”, “um ou mais” ou “uma pluralidade”
dos componentes ou passos referenciados, a menos gque O
contexto indique claramente de outro modo. Por exemplo, ©

41

termo uma célula” inclui uma pluralidade de células,

incluindo suas misturas.

0 termo *“e/ou” onde guer que seja aqui utilizado inclui o

41

significado de “e”, ou” e “todos ou qualgquer outra

combinacdo dos elementos ligados pelo dito termo.”



Tal como ¢é aqui utilizado, pretende-se que o0s termos
“compreendendo” e “compreende” signifiquem que os produtos,
composicgdes, e métodos incluam os componentes ou pPassos
referenciados, mas nao excluam outros. “Que consiste
essencialmente de” quando utilizado para definir produtos,
composicgdes e métodos, significaré excluindo outros
componentes ou passos de qualgquer significado essencial.
Assim, uma composicdo que consiste essencialmente dos
componentes recitados ndo excluird restos de contaminantes e
portadores farmaceuticamente aceitdaveis. “Que consiste em”
deverd significar excluir mais do que restos de elementos de

outros componentes ou passos.

O presente invento refere-se a um polipéptido recombinante ou
isolado compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que tem
pelo menos 80% de identidade de sequéncia de aminodcidos a
sequéncia de aminoacidos da transcriptase inversa da
telomerase de Cairina moschata SEQ ID N°: 1. Num modo de
execugao mais preferido do invento, o polipéptido do invento
compreende uma sequéncia de aminocdcidos gque tem pelo menos
90% de identidade da sequéncia de aminodcidos a SEQ ID N°: 1.
Num modo de execucado mais preferido, o polipéptido do invento

compreende a sequéncia de aminodcido exposta em SEQ ID N°: 1.

O polipéptido do invento tem uma actividade TERT e permite a

imortalizacdo de uma célula que pertence a familia Anatidae.

Tal como é aqui utilizado, o) termo “isolado” e/ou
“recombinante” significa que a molécula de acidos nucleicos,
ADN, ARN, polipéptidos ou proteinas assim designados foram
produzidos em tal forma pela mao do homem, e assim estéo
separados do seu ambiente celular in vivo nativo. Como
resultado desta intervencao humana, 0s ADNs, ARNS,
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polipéptidos e proteinas recombinantes do invento sao uteis
de modos aqui descritos que os ADNs, ARNs, polipéptidos ou

proteinas tal como ocorrem naturalmente o nao sao.

Noutro modo de execugcadao, o presente invento refere-se a uma
molécula de A&acidos nucleicos recombinante ou 1isolada que

codifica o polipéptido do invento.

Num modo de execucadao preferido do presente invento, a
molécula de A&acidos nucleicos que codifica o polipéptido do
invento compreende uma sequéncia de &cidos nucleicos que
apresenta pelo menos 90% de identidade de sequéncia de acidos
nucleicos a SEQ ID N°: 2. De preferéncia, a dita molécula de
acidos nucleicos apresenta pelo menos 95% de identidade da
sequéncia de 4&acidos nucleicos exposta em SEQ ID N°: 2. As
moléculas de 4&cidos nucleicos preferidas que codificam o
polipéptido do invento compreendem a mesma SsSequéncia

nucleotidica exposta em SEQ ID N°: 2.

A molécula de &acidos nucleicos do invento pode ser um ARN, um
ADNc ou uma sequéncia gendémica de um tipo misto. Pode, onde
apropriado, conter um ou mais intrdes, sendo este de origem
nativa, heterdloga (por exemplo o intrdao dos genes da B-
globina de coelho etc.) ou sintética, para aumentar a

expressao nas células hospedeiras.

O presente invento refere-se também a um vector que
transposta uma molécula de 4cidos nucleicos isoclada ou

recombinante de acordo com o invento.

Tal como € aqui utilizado, o termo “vector” ¢é entendido
significar um vector de origem plasmidica ou viral, e
facultativamente um tal vector combinado com uma ou mais
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substédncias melhora a eficadcia de transfeccdo e/ou a
estabilidade do dito vector e/ou a protecgdao do dito vector
in vivo para o0 sistema imunitdrio do organismo hospedeiro.
Estas substédncias encontram-se amplamente documentadas na
literatura que estd acessivel a especialistas na técnica (ver
por exemplo Felgner et al., 1987, Proc. West. Farmacol. Soc.
32, 115-121; Hodgson e Solaiman, 1996, Nature Biotechnology
14, 339-342; Remy et al., 1994, Bioconjugate Chemistry 5,
647-654) . A titulo de ilustracgdo mas sem limitacdo, podem ser
polimeros, lipidos, em particular lipidos catidénicos,
lipossomas, proteinas nucleares ou virais ou lipidos neutros.
Estas substéncias podem ser usadas sozinhas ou em combinacéo.
Exemplos de tais compostos encontram-se disponiveis em
particular nos pedidos de patente WO 98/08489, WO, 98/17693,
WO 98/34910, WO 98/37916, WO 98/53853, EP 890362 ou WO
99/05183. Uma combinacdo que pode ser considerada € um vector
plasmidico recombinante combinado com 1lipidos catidénicos
conhecidos de um especialista na técnica e uma série deles
encontra-se comercialmente disponivel, mas ¢ também possivel
construi-los ou modificd-los por técnicas de engenharia
genética. Pode-se mencionar, a titulo de exemplo, 0s
plasmideos derivados do pBR322 (Gibco BRL), pUC (Gibco BRL),
pBluescript (Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) ou pPoly
(Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201). De preferéncia, um
plasmideo usado no contexto do presente invento contém uma
origem de replicacdo gue assegura a iniciacdo da replicacao
num célula produtora e/ou numa célula hospedeira (por
exemplo, a origem CoIEl pode ser seleccionada para um
plasmideo pretendido ser produzido em E. coli e o sistema
oriP/EBNAl pode ser seleccionado se for desejado que seja
auto-replicativo numa célula hospedeira de mamifero, Lupton e
Levine, 1985, Mol. Cell. Biol. 5, 2533-2542; Yates et al.,
Nature 313, 812-815). Pode compreender elementos adicionais
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que melhoram a sua manutencdo e/ou a sua estabilidade numa
determinada célula (sequéncia cer gue promove a manutencao
monomérica de um plasmideo (Summers e Sherrat, 1984, Cell 36,

1097-1103, seqgquéncias para integracdo, no genoma da célula).

Relativamente a um vector viral, ¢é possivel considerar um
vector derivado de um poxvirus (virus vaccinia, em particular
MVA, canarypox e semelhantes), de um adenovirus, de um
retrovirus, de um herpesvirus, de um alfavirus, de um virus
espumoso ou de um virus adeno-associado. Serd utilizado de
preferéncia um vector nao-replicativo. A este respeito, os
vectores adenovirais sdo mais particularmente adegquados para

levar a cabo o presente invento.

De acordo com um modo de execucdo preferido do invento, o
vector de acordo com o invento compreende adicionalmente os
elementos necessdrios para a expressao da molécula de acidos

nucleicos do invento numa célula hospedeira.

Os elementos necessarios para a expressdo consistem no
conjunto de elementos gue permitem a transcricao da sequéncia
nucleotidica para o ARN e a tradugao do ARNm a um
polipéptido, em particular as sequéncias do promotor e/ou
sequéncias reguladoras que sao eficazes na dita célula, e
facultativamente as sequéncias necessarias para permitir a
excrecdo ou a expressdo a superficie das células alvo para o
dito polipéptido. Estes elementos podem ser reguldveis ou
constitutivos. Evidentemente gque o promotor € adaptado ao
vector seleccionado e a célula hospedeira. Pode-se mencionar,
a titulo de exemplo, o0s promotores eucaridticos dos genes PGK
(Fosfo-Glicerato Cinase), MT (metalotioneina; Mclvor et al.,
1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), o-1 antitripsina, CFTR, oS8
promotores do gene que codifica a creatina cinase do musculo,
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0 tensicactivo pulmonar actina, imunoglobulina ou R-actina
(Tabin et al., 1982, Mol. Cell Biol. 2, 416-436), SRoa (Takebe
et al., 1988, Mol. Cell. 8, 466-472), o promotor precoce do
virus SvV40 (Virus de Simio), o LTR do RSV (Virus do Sarcoma
de Rous), o Promotor de MPSV, o promotor de TK-HSV-1l, o
promotor precoce do virus CMV (Citomegalovirus), 0s
promotores do virus vaccinia, p7.5K pHbR, pKIL, p28, p 11 e
08 promotores adenovirais E1A e MLP ou uma combinacdo dos
ditos promotores. O promotor precoce do Citomegalovirus (CMV)

¢ mais particularmente preferido.

De acordo com um modo de execucgado preferido, o vector do
invento compreende adicionalmente duas sequéncias que séao
homélogas com porcgdes contidas numa regido de uma sequéncia
de ADN alvo nativa para o genoma de um genoma de célula. A
presenca das ditas sequéncias homdélogas permite a insercéao
especifica num locus da molécula de 4&cidos nucleicos do
invento na sequéncia de ADN alvo através de recombinacgao

homdéloga.

O termo “recombinagdo homdéloga” refere-se a troca de
fragmentos de ADN entre duas moléculas de ADN no locus de
sequéncias de nucledtidos essencialmente idénticas. De
preferéncia, as sequéncias homdlogas no vector sao cem por
cento homdlogas a regido da sequéncia alvo. Contudo, pode ser
utilizada menor homologia de sequéncia. Assim, pode ser
utilizada sequéncia de homologia tao baixo quanto

aproximadamente 80%.

As sequéncias homdélogas no vector compreendem pelo menos
25pb, sao preferidas regides mais compridas, de pelo menos

500 pb e mais preferivelmente pelo menos 5000 pb.



De acordo com um modo de execucao mais preferido do invento,
a molécula de 4&acidos nucleicos ¢é rodeada pelas sequéncias

homdélogas no vector.

Tal como € aqui utilizado “rodeado” significa que uma das
sequéncias homdélogas encontra-se localizada a montante da
molécula de 4cidos nucleicos do invento e que wuma das
sequéncias homdélogas fica localizada a jusante da molécula de
dcidos nucleicos do invento. Tal como € agqui utilizado,
“rodeado” nao significa necessariamente que as duas
sequéncias homdlogas estao directamente ligadas as
extremidades 3' ou 5' da molécula de &cidos nucleicos do
invento, a molécula de 4&cidos nucleicos do invento e as
sequéncias homélogas podem ser separadas por um numero

ilimitado de nucledtidos.

Tal como € aqui utilizado, *“uma sequéncia de ADN alvo” € uma
regido dentro do genoma de uma célula que ¢é marcada para
modificacgao por recombinagao homéloga com o vector.
Sequéncias de ADN alvo incluem genes estruturais (i.e.,
sequéncias de ADN que codificam polipéptidos incluindo no
caso de eucariotas, intrdes e exdes), sequéncias reguladoras
tais como sequéncias facilitadoras, promotores e semelhantes
e outras regides no genoma de interesse. Uma sequéncia de ADN
alvo também pode ser uma segquéncia que, gquando marcada por um

vector ndo tem efeito na funcdo do genoma do hospedeiro.

Tal como é aqui utilizado, “inserido numa sequéncia de ADN
alvo” significa amplamente que o processo de recombinacéao
homéloga que conduz a 1insergcdo da molécula de 4&cidos
nucleicos do invento introduz uma delecgdo ou um rompimento

na sequéncia de ADN marcado.
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O especialista na técnica é capaz de escolher as segquéncias
homélogas apropriadas com vista a marcar uma sequéncia de ADN
especifica no genoma de uma célula. Por exemplo, uma
sequéncia homdéloga pode ser homdéloga a uma parte da sequéncia
de ADN marcado, em que a outra sequéncia homdéloga € homdbdloga
a uma sequéncia de ADN localizada a montante ou a jusante da
sequéncia marcada. De acordo com outro exemplo, uma das
sequéncias homdélogas pode ser homdédloga a uma sequéncia de ADN
localizada a montante da sequéncia de ADN marcada, em que a
outra segquéncia homdéloga ¢ homdloga a uma sequéncia de ADN
localizada a Jjusante da sequéncia de ADN alvo. Noutro
exemplo, ambas as sequéncias homdélogas sdo homdélogas a

sequéncias localizadas na sequéncia de ADN alvo.

De acordo com um modo de execucdo preferido do invento, a
sequéncia de ADN alvo € o gene HPRT (Hipoxantina fosforibosil

transferase).

A sequéncia gendmica compreendendo o promotor do HPRT e o©
gene HPRT de cairina moschata encontra-se exposto em SEQ ID
N°: 3. A sequéncia que codifica o HPRT comeca no coddao ATG na
posicdo 8695 da sequéncia de &cidos nucleicos exposta em SEQ

ID N°: 3, a sequéncia a montante deste coddao de ATG é a

sequéncia do promotor do HPRT.

O especialista na técnica é capaz de escolher as sequéncias
homélogas necessdrias para a integracdao da molécula de &acidos
nucleicos do invento no gene HPRT. Tal como entre os varios
membros de uma familia, as sequéncias gendmicas que codificam
HPRT sdo altamente homdlogas entre avidrios, o especialista
na técnica é assim capaz de projectar as sequéncias homdélogas
necessarias para marcar o gene HPRT de outras células
avidrias.
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De acordo com um modo de execucdo mais preferida do invento,
as sequéncias homélogas sao parametrizadas para inserir a
molécula de acidos nucleicos do invento a jusante do promotor
do HPRT. Neste modo de execugdo particular, a molécula de
dcidos nucleicos do invento é ligada de modo operacional ao
promotor do HPRT enddégeno da célula. No contexto do presente
invento, pretende-se que “ligado de modo operacional”
signifique que a molécula de &cidos nucleicos seja ligada ao

promotor de um modo que permite a sua expressdao na célula.

De acordo com este modo de execucdo particular, a segquéncia
homéloga, a montante da molécula de &cidos nucleicos do
invento, tem de preferéncia uma sequéncia de acidos nucleicos
que € homéloga com pelo menos 500 pb contiguos e mais
preferencialmente pelo menos 5000 pb contiguos da sequéncia
de 4dcidos nucleicos gue inicia no nucledétido na posigcdo 1 e
termina com o nucledétido na posicadao 8694 da sequéncia de
dcidos nucleicos exposta em SEQ ID N°: 3, com a condicdo que
a dita sequéncia homdéloga nao €& homdloga com a sequéncia de
dcidos nucleicos que inicia no nucledétido na posicdo 8695 e
termina com o nucledtido na posicado 26916 da sequéncia de
dcidos nucleicos exposta em SEQ ID N°: 3. Além disso, esta
sequéncia homdloga a montante estéd de preferéncia
directamente ligada ao coddo de iniciacdo da molécula de
dacidos nucleicos de acordo com este invento. De acordo com um
modo de execugdo do invento ainda mais preferido, a sequéncia
homéloga a montante da molécula de 4&acidos nucleicos do
invento consiste na sequéncia de &cidos nucleicos que inicia
no nucledtido na posicdo 1383 e termina com o nucledétido na
posicdo 8694 da sequéncia de Aacidos nucleicos exposta em SEQ
ID N°: 3. Por exemplo, o vector de acordo com o invento
compreende a sequéncia de 4acidos nucleicos que inicia no
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nucledtido na posicdo 1 e termina com o nucledtido na posicéao
11227 da sequéncia de &cidos nucleicos exposta em SEQ ID N°:
4. A sequéncia homdloga, a Jusante da molécula de &acidos
nucleicos do invento, tem de preferéncia uma sequéncia de
dcidos nucleicos que € homdéloga com pelo menos 500 pb
contiguos e mais preferivelmente pelo menos 5000 pb contiguos
da sequéncia de &acidos nucleicos que inicia no nucledétido na
posicgao 10581 e termina com o nucledétido na posicao 17800 da
sequéncia de &acidos nucleicos exposta em SEQ ID N°: 3. E mais
preferencialmente, a dita sequéncia homdéloga, a Jjusante da
molécula de 4acidos nucleicos do invento, consiste na
sequéncia de 4&cidos nucleicos que inicia no nucledtido na
posicdo 10581 e termina com o nucledtido na posicdo 17800 da

sequéncia de Aacidos nucleicos exposta em SEQ ID N°: 3.

De acordo com um modo de execucgado preferido, o vector do
invento compreende um primeiro marcador de seleccdao, em Jque
este primeiro marcador de seleccdo € um marcador de seleccao
positivo e em que o dito primeiro marcador de selecgdo e a
molécula de &cidos nucleicos do invento s&o colocados na
mesma secgao do vector, sendo a dita seccdo delimitada pelas

sequéncias homdlogas.

Tal como € aqui utilizado, o termo “marcador de seleccao
positivo” refere-se notavelmente a um gene que codifica um
produto que permite gue apenas as células gque transportam o
gene sobrevivam e/ou crescam sob determinadas condicgdes.
Marcadores de seleccdo tipicos codificam proteinas que
conferem resisténcia a antibidéticos ou outras toxinas, e.g.,
ampicilina, neomicina, metotrexato, ou tetraciclina,
deficiéncias auxotdficas de complemento, ou facultar
nutrientes criticos ndo disponiveis de meio complexo. Num
modo de execucao preferido de acordo com o invento, o
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primeiro marcador de seleccdo codifica uma proteina que

confere resisténcia a antibidticos.

De acordo com um modo de execucdo do invento mais preferido,
0 primeiro marcador de seleccdao, no vector, € rodeado por
sequéncias que permitem a sua supressao. As ditas sequéncias
que permitem a supressao do primeiro marcador de selecgao nao
rodeiam a molécula de &acidos nucleicos do invento. Quando o
vector € circular, as sequéncias que permitem a supressao do
primeiro marcador de seleccdo, © primeiro marcador de
selecgcdo e a molécula de &acidos nucleicos do invento séo
colocados na mesma secgao do vector de transferéncia, sendo a

dita seccdo delimitada pelas sequéncias homdlogas.

As sequéncias que permitem a supressao de um fragmento de
acido nucleico sdo bem conhecidas do especialista na técnica
(Nunes—-Duby, S. et al (1998) Nucleic Acids Res. 26:391-406).
Estas sequéncias podem ser reconhecidas por uma ou mais
enzimas especificas que induzem a supressao do acido nucleico
compreendido entre as ditas sequéncias, estas enzimas séo
designadas “recombinases”. Por exemplo, trés recombinases bem
conhecidas que permitem a supressdo de um fragmento de acido

nucleico sao as recombinases FLP, ISCEI e Cre.

Uma recombinase locus-especifica tipica € a recombinase Cre.
A Cre é um produto de 38-kDa do gene cre (recombinacdo por
ciclizacao) do bacteridéfago PI e é uma recombinase de ADN
locus—-especifica da familia Int. Stemberg, N., et al. (1986)
J. Mol. Biol. 187: 197-212. A Cre reconhece um locus de 34-pb
no genoma PI designado 1loxP (locus de X-over do PI) e
catalisa de modo eficaz a recombinacdo de ADN conservativa
reciproca entre pares de locus loxP. O locus loxP consiste em
duas repeticdes invertidas de 13-pb que flanqueiam uma regido
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do nucleo 8-pb nédo palindrdémico. A recombinacado mediada por
Cre entre dois locus 1loxP directamente repetidos resulta na
excisdo de ADN entre eles como um circulo covalentemente
fechado. A recombinacdo mediada por Cre entre pares de locus
loxP em orientacdo invertida resultard em inversdo do ADN
interveniente em vez de excisdo. A quebra e juncdo de ADN sao
limitadas a posicdes discretas dentro da regido do nucleo e
prossegue em cadeia a uma altura por via do acoplamento de

ADN fosfotirosina-proteina transiente com a enzima.

Outra recombinase locus-especifica ¢é a I-Scel. Outra
endonuclease intrao-retorno, por exemplo I-Tlil, I-Ceul, I-
Creli, I-Ppol e PI-Pspl, também podem ser substituidas por I-
Seel. Muitos sdo listados por Belfort e Roberts ((1997)
Nucleic Acid Research 25:3379-3388) . Muitas destas
endonucleases derivam de genomas de organelos nos guais o uso
do coddo difere do uso do codao nuclear padrao. Usar tais
genes para expressac nuclear das suas endonucleases pode ser
necessario para alterar a sequéncia de codificacdo para
emparelhar com 0Os genes nucleares. A I-Scel é uma
endonuclease de cadeia dupla que cliva o ADN no seu locus de
reconhecimento. A I-Scel gera um corte alternado de 4 pb com

saliéncias 3’0OH.

A enzima I-Scel tem um locus de reconhecimento conhecido. O
locus de reconhecimento da 1I-Scel € uma sequéncia nao-
simétrica que se estende por mais de 18 pb.

5 TAGGGATAACAGGGTAATS
3" ATCCCTATTGTCCCATTAS

Assim, num modo de execucdo preferido do invento, as
sequéncias que permitem a supressdo do primeiro marcador de

seleccdao compreendem o locus de reconhecimento de I-Scel.
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Outra recombinase locus-especifica é a recombinase FLP. A
recombinase FLP reconhece um locus minimo de 34-pb distinto
que tolera apenas degenerescéncia limitada da sua sequéncia
de reconhecimento (Jayaram, 1985; Senecoff et al., 1988). A
interacgdo entre a recombinase FLP e uma sequéncia FRT foi
examinada (Panigrahi et al., 1992). Exemplos de sequéncias de
FRT variantes sédo facultadas por Jayaram (1985) e Senecoff et
al. (1988), e um ensaio para recombinacdo mediada por FLP em

diferentes substratos é descrito em Snaith et al. (1996).

No modo de execucdao particular, onde o vector do invento
compreende sequéncias que permitem a supressdo do primeiro
marcador de selecgado, o dito vector pode vantajosamente
compreender uma primeira sequéncia de homologia A e uma
segunda sequéncia de homologia B, em que as sequéncias de
homologia A e B tém um comprimento suficiente e uma homologia
suficiente que permite recombinacdo homéloga entre eles. Em
relacdo as sequéncias de homologia A e B, “homologia
suficiente,” refere-se de preferéncia a sequéncias com pelo
menos 70%, de preferéncia 80%, ainda preferencialmente pelo
menos 90%, especialmente preferivel pelo menos 95%, bastante
especialmente preferivel pelo menos 99%, mais preferivel
100%, de homologia nestas sequéncias de homologia por um
comprimento de pelo menos 20 pares de bases, de preferéncia
pelo menos 50 pares de bases, especialmente preferivel pelo
menos 100 pares de bases, bastante especialmente preferivel
pelo menos 250 pares de bases, mais preferivel pelo menos 500
pares de bases. Neste modo de execucadao, o vector do invento
compreende nas orientacgdes 5’- para 3’'- como se segue a
molécula de acidos nucleicos do invento, a primeira sequéncia
de homologia A, uma sequéncia que permite a supressao do

primeiro marcador de seleccdo, © primeiro marcador de
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seleccdo, uma sequéncia que permite a supressdao do primeiro

marcador de seleccdo e a sequéncia de homologia B.

De acordo com um modo de execucgao preferido, o vector do
invento compreende um segundo marcador de seleccao que nao é
rodeado pelas ditas sequéncias homdélogas, em que o dito
segundo marcador de seleccdo € um marcador de seleccgéo
negativo. 0 dito segundo marcador de seleccéao é
particularmente Util guando o vector do invento € circular.
Quando o vector for circular, o facto gque o segundo marcador
de seleccdao nao € rodeado pelas ditas sequéncias homdlogos
significa que o segundo marcador de selecgdo e a molécula de
dcidos nucleicos do invento ndo sao colocados na mesma Seccao
do vector de transferéncia, sendo a dita seccdo delimitada

pelas sequéncias homdlogas.

De acordo com um modo de execucdao preferido do invento, o
vector do invento compreende um terceiro marcador de seleccao
em que o dito terceiro marcador de selecgdo é um marcador de
selecgao negativo e em que o dito terceiro marcador de
seleccdo encontra-se situado entre as sequéncias permitindo a
supressao do primeiro marcador de selecgdao. Quando o vector
for circular, o facto de o terceiro marcador de seleccéao
estar situado entre as sequéncias que permitem a supressao do
primeiro marcador de seleccdo significa que o terceiro
marcador de seleccdo e o primeiro marcador de seleccdao estao
colocados na mesma secgao do vector de transferéncia, sendo a
dita seccédo delimitada ©pelas sequéncias permitindo a

supressao do primeiro marcador de seleccao.

Tal como é agqui utilizado, o termo “marcador de seleccéao
negativo” refere-se notavelmente a um gene gue codifica um
produto que mata as células que transportam o gene sob certas
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condicdbes. Estes genes compreendem notavelmente “gene
suicida”. Os produtos codificados por estes genes sdo capazes
de transformar um pré-fadrmaco num composto citotdxico.
Diversos pares de gene suicida/pré-farmaco encontram-se
actualmente disponiveis. Podem-se mencionar mais

particularmente os pares:

" virus herpes simplex tipo I timidina cinase (HSV-1
TK) e aciclovir ou ganciclovir (GCV) (Caruso et al.,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7024-7028;
Culver et al., 1992, Science 256, 1550-1552; Ram et
al., 1997, Nat. Med. 3, 1354-1361,);

= citocromo p450 e ciclofosfofamida (Wei et al., 1994,

Human Gene Therapy 5,969-978);

" purina nucledsido fosforilase de Escherichia coli (E.
coli) e 6-metilpurina desoxirribonucledsido (Sorscher

et al., 1994, Gene Therapy 1, 233-238);

* guanina fosforibosiltransferase de E. coli e 6-
tioxantina (Mzoz e Moolten, 1993, Human Gene Therapy,

4, 589-595) e

"= citosina desaminase (CDase) e 5-fluorocitosina (SFC).

= FCUl e H-fluoro-citosina (HBFC) (W09954481).

= FCUI-8 e 5-fluoro-citosina (5FC) (W02005007857)
O primeiro, segundo e terceiro marcadores de selecgdao podem

ser usados separadamente. Por exemplo, o vector do invento

pode compreender o primeiro e o terceiro marcador de seleccéao

18



mas nao o segundo, ou o segundo e o terceiro marcador

selecgdo mas nao o primeiro.

De acordo com um modo de execucado preferido do invento, o
primeiro, o segundo e/ou o terceiro marcador de seleccdo sao
colocados sob controlo dos elementos necessarios para a sua

expressao numa célula hospedeira.

Os elementos necessdarios para a expressao consistem no
conjunto de elementos que permitem a transcricado da seguéncia
nucleotidica para o ARN e a tradugdo do ARNm a um
polipéptido, em particular as sequéncias do promotor e/ou
sequéncias reguladoras que sao eficazes na dita célula, e
facultativamente as sequéncias necesséarias para permitir a
excrecdo ou a expressdo a superficie das células hospedeiras
do dito polipéptido. Estes elementos podem ser reguldavels ou
constitutivos. Claro que o promotor ¢é adaptado ao vector
seleccionado e a célula hospedeira. Pode-se mencionar, a
titulo de exemplo, o0s promotores eucariotas dos genes PGK
(Fosfo Glicerato Cinase), MT (metalotioneina; Mclvor et al.,
1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), o-1 antitripsina, CFTR, os
promotores do gene que codifica creatina cinase do musculo,
tensioactivo pulmonar actina, imunoglobulina ou P-actina
(Tabin et al., 1982, Mol. Cell Biol. 2, 416-436), SRua (Takebe
et al., 1988, Mol. Cell. 8, 466-472), o promotor precoce do
virus SvV40 (Virus de Simio), o LTR do RSV (Virus do Sarcoma
de Rous), o Promotor de MPSV, o promotor de TK-HSV-1l, o
promotor precoce do virus CMV (Citomegalovirus), oS
promotores do virus vaccinia, p7.5K pll5R, pKlL, p28, p 11 e
08 promotores adenovirais E1A e MLP ou uma combinacdao dos
ditos promotores. O promotor precoce do Citomegalovirus (CMV)

¢ mais particularmente preferido.
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O presente invento refere-se também a uma célula aviaria
transfectada por uma molécula de A&cidos nucleicos ou um
vector de acordo com o invento e células aviadrias suas
derivadas. Tal como ¢ aqui wutilizado, o termo *“derivado”
refere-se a células gque desenvolvem ou diferenciam de ou tém
como antepassado uma célula transfectada por uma molécula de
acidos nucleicos de acordo com o invento. De preferéncia, a
dita molécula de &cidos nucleicos € inserida no gene HPRT das

ditas células primarias.

O presente invento refere-se também ao uso dos polipéptidos,
moléculas de &dcidos nucleicos e a vectores de acordo com O

invento para a imortalizagdao de uma célula aviaria.

Também €& descrita uma célula aviaria que compreende a
molécula de 4&cidos nucleicos do invento, em gque a dita
molécula de 4&cidos nucleicos encontra-se ligada de modo
operacional ao promotor do HPRT enddgeno da célula aviaria.
Pretende-se que “ligado de modo operacional” signifique que a
molécula de 4acidos nucleicos estd ligada ao promotor de um
modo que permite a sua expressao na célula. Num modo de
execucdo preferido, a célula avidria de acordo com o invento
compreende a sequéncia de 4&acidos nucleicos exposta em SEQ ID

Ne: 4.

O presente invento refere-se também a um processo para
imortalizar uma célula avidria compreendendo o passo de
transfectar um vector de acordo com o invento na dita célula

aviaria.

Uma célula imortalizada, tal como é aqui utilizado, refere-se
a uma célula capaz de crescer em cultura durante mais de 35
passagens.
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O termo numero de passagens refere-se ao numero de vezes que
uma populagadao celular foi removida do recipiente de cultura e
foi submetida um processo de subcultura (passagem) para
manter as células numa densidade suficientemente baixa para

estimule crescimento adicional.

Tal como € aqui utilizado, o termo “transfectado” refere-se a
transfecgdo estdvel ou a transfecgdo transiente da célula

avidria do invento.

0O termo “transfeccdo estavel” ou “transfectado de modo
estdvel” refere-se a introducdo e integracdo de ADN estranho
no genoma da célula transfectada. O termo “transfectante
estdvel” refere-se a uma célula que integrou de modo estavel

ADN estranho no ADN gendmico.

O termo “transfeccao transiente” ou “transientemente
transfectado” refere-se a introducdo de ADN estranho numa
célula onde o ADN estranho falha na integracao do genoma da
célula transfectada. O ADN estranho persiste no nucleo da
célula transfectada durante varios dias. 0 termo
“transfectante transiente” refere-se a células que captaram

ADN estranho mas falham na integracdo deste ADN.

De acordo com um modo de execucdao preferido do invento, a
célula avidria do invento deriva de uma célula da familia
Anatidae ou da familia Phasianidae. Entre a Anatidae, as
células que ©pertencem ao género Cairina ou Anas séo
particularmente preferidas. Ainda mais preferencialmente as
células de acordo com o invento pertencem as espécies Cairina

moschata ou Anas platyrhynchos.
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De preferéncia, a célula aviadria de acordo com o invento
deriva de um organismo embriondrio. Os métodos que permitem o
isolamento de células de um organismo vivo sdao bem conhecidos
do especialista na técnica. Por exemplo, podem ser usados
métodos descritos no exemplo 2. De acordo com um modo de
execugdo preferido do invento, a célula avidria primaria ¢é
isolada de um embrido que pertence a familia Anatidae que tem
entre 0 e 20 dias de idade, mais preferivelmente entre 5 e 15
dias de idade e ainda mais preferencialmente entre 11 e 14

dias de idade.

O wvector usado no processo do invento pode compreender um
primeiro marcador de selecgcao. A integragdao do primeiro
marcador de seleccdo permite a seleccdo das células que
incorporaram a molécula de &cidos nucleicos do invento. Em
conformidade, o ©processo de acordo com o 1invento pode
compreender adicionalmente um passo em que as ditas células
aviarias sdo cultivadas num meio que apenas permite o
crescimento das células que incorporaram o primeiro marcador
de selecgadao. Por exemplo num meio gque compreende um

antibidtico.

Quando o vector usado no processo do invento compreende
sequéncias que permitem a supressdo do primeiro marcador de
seleccdao, o processo de acordo com o invento pode compreender
adicionalmente um passo que consiste em suprimir o primeiro
marcador de seleccdo do genoma da dita célula aviaria
primdria. Para suprimir o dito primeiro marcador de seleccgéo,
a célula avidria ¢é transfectada pelo gene que codifica a
recombinase especifica para as sequéncias gue permitem a
supressao do primeiro marcador de seleccdao. Métodos e

vectores capazes de transferir o dito gene na célula sdao bem
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conhecidos do especialista na técnica, por exemplo, pode ser

usado o método descrito no exemplo 4 do presente pedido.

Quando o vector usado no processo do invento compreende um
segundo marcador de selecgcao, o processo de acordo com ©
invento pode adicionalmente compreender um passo em que as
células avidrias sado cultivadas num meio gue apenas permite o
crescimento das células gue nao incorporaram o segundo
marcador de seleccdao. 0O dito passo pode ser realizado
simultaneamente com ou separadamente do passo em que as ditas
células avidrias sdo cultivadas num meio que apenas permite o
crescimento das células que incorporaram o primeiro marcador

de seleccao.

O dito segundo marcador de selecgcao é particularmente util
quando o vector, usado no processo de acordo com o invento, é
circular. A presenca do dito segundo marcador de seleccéao
permite a destruicdo das células avidrias nas quais o
processo de recombinacdo homdloga conduz a introducdo da

seccao do vector de transferéncia gue ndo compreende a

molécula de &cidos nucleicos do invento.

Quando o vector usado no processo do invento compreende um
terceiro marcador de seleccdao, o processo de acordo com ©
invento pode adicionalmente compreender um passo no qual a
dita célula avidria € cultivada num meio que ndo permite o
crescimento das células que compreendem o terceiro marcador
de seleccao. Por exemplo, um meio que nao permite o
crescimento das células que compreendem FCUl como um terceiro

marcador de seleccao, compreende 5-Fluorocitosina.

Este passo permite a seleccdo das células avidrias nas quais
ocorreu a supressadao do primeiro marcador de seleccao. Tal
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significa que o passo gue consiste na supressdao do primeiro
marcador de seleccdo também conduzird a supressdao do terceiro
marcador de seleccdao. A presenca do terceiro marcador de
seleccdo permite a destruicdo das células avidrias nas quais

o0 primeiro marcador de seleccdo estd presente.

O presente invento refere-se mais particularmente, mas nao
estd limitado a um processo para 1imortalizar uma célula

aviaria compreendendo os passos de:

- transferir para a célula avidria um vector compreendendo:

= uma molécula de 4&cidos nucleicos de acordo com ©
invento rodeada por sequéncias homdlogas.

" Um primeiro marcador de seleccdo em gque o dito
primeiro marcador de selecgcao € um marcador de
seleccado positivo e em que o dito primeiro marcador
de selecgcao ¢é rodeado pelas ditas sequéncias
homélogas.

" Sequéncias que permitem a supressao do primeiro
marcador de seleccao.

"= Um segundo marcador de selecgdao que nao é rodeado
pelas ditas sequéncias homdélogas, em que o dito
marcador de seleccdao é um marcador de seleccgéao
negativo.

"= Um terceiro marcador de selecgcao em gque o dito
terceiro marcador de seleccdao ¢ um marcador de
seleccao negativo e em que o dito terceiro marcador
de seleccao encontra-se localizado entre as
sequéncias que permitem a supressao do primeiro

marcador de seleccgao.
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- cultivar as ditas células aviadrias num meio gue apenas
permite o crescimento das células que incorporaram ©

primeiro marcador de selecgao.

— cultivar as ditas células avidrias num meio que nao permite
0 crescimento das células que incorporaram o segundo

marcador de seleccgao.

- excluir o primeiro marcador de seleccdao do genoma da dita

célula aviaria.

- cultivar a dita célula avidria num meio que ndo permite o
crescimento das células gque compreendem O terceiro

marcador de seleccgao.

Num modo de execucgcdo particularmente preferida, o invento
refere-se a uma célula avidria imortalizada gque deriva duma
célula de um animal que pertence a espécie Cairina moschata e
que compreende a transcriptase inversa da telomerase de
Cairina moschata, sob controlo do promotor de HPRT de Cairina

moschata, inserido no gene HPRT da célula.

A célula avidria de acordo com o invento pode adicionalmente
compreender uma ou mails sequéncias de &cidos nucleicos que
permitem a propagagdo de um virus defectivo. “Virus
defectivo” refere-se a um virus no qual um ou mais genes
virais necessdrios para a sua replicacdo sao deletados ou
tornam-se nado funcionais. O termo “sequéncia de Acidos
nucleicos que permite a propagacdao de um virus defectivo”
refere-se a uma sequéncia de &dcidos nucleicos que faculta em
trans a(s) funcao(des) que permite a replicacdao do virus
defectivo. Noutras palavras, a(s) dita(s) segquéncia(s) de
dcidos nucleicos codifica a(s) proteina(s) necessaria(s) para
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a replicacado e encapsidacdo do dito virus defectivo. A titulo
de ilustracdo, para a producdao de um vector adenoviral, a que
falta a maior parte da regido El1l, a célula avidria de acordo
com o invento ©pode ser transfectada transientemente ou
permanentemente com uma sequéncia de acidos nucleicos que

codifica a regiado EI.

A célula avidria de acordo com o invento também pode
compreender uma sequéncia de 4dcidos nucleicos que codifica
uma substdncia de interesse. Neste caso, a dita célula
avidria de acordo com o 1invento pode ser usada para a
producdo da dita substdncia de interesse. Tal como € aqui
utilizado, uma substédncia de interesse pode incluir, mas nao
estd limitada a, uma proteina farmaceuticamente activa, por
exemplo factores de crescimento, reguladores de crescimento,
anticorpos, antigénios, 0s seus derivados Uteis para
imunizacgéao ou vacinagéao e semelhantes, interleucinas,
insulina, G-CSF, GM-CSF, hPG-CSF, M-CSF ou combinacdes dos
mesmos, interferdes, por exemplo, interferdo-a, interferdo-,
interferdao -, factores de coagulacdo do sangue, por exemplo,
Factor VIII, Factor IX, ou tPA ou combinacdes dos mesmos.
“Substéancia de interesse” refere-se também a enzimas
industriais, por exemplo para uso na pasta de papel ou papel,
modificacao téxtil, ou producdo de etanol. Finalmente,
“substédncia de interesse” refere-se também a suplemento
proteico ou um produto de wvalor acrescentado para alimentacao

animal.

As células avidrias obtidas pelo processo de acordo com o
invento, a célula avidria do invento e as células avidarias
suas derivadas sao notavelmente Uteis para a replicagadao de um
virus wvivo, atenuado, ou recombinante. Mais preferivelmente,
as ditas células sao particularmente tteis para a replicacéao
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de poxvirus (virus vaccinia, em particular MVA, poxvirus de
canario, etc.), um adenovirus, um retrovirus, um herpesvirus,
um alfavirus, um virus espumoso ou de um virus associado ao

adenovirus.

Os retrovirus tém a propriedade de infectar, e na maioria dos
casos integrar em células em divisdo e a este respeito séao
particularmente apropriados para uso em relagdo ao cancro. Um
retrovirus recombinante de acordo com o invento contém
geralmente as sequéncias LTR, uma regido de encapsidacao e a
sequéncia de nucledtidos de acordo com o invento, que ¢é
colocado sob controlo do LTR retroviral ou de um promotor
interno tais como os abaixo descritos. Um vector retroviral
pode conter modificacdes, em particular nos LTRs
(substituicdo da regido do promotor com um promotor
eucaridético) ou a regido de encapsidacdo (substituicdo com
uma regido de encapsidacao heterdloga, por exemplo o tipo

VL30) (ver pedidos Franceses 94 08300 e 97 05203).

Ao vector adenoviral pode faltar a totalidade ou parte de
pelo menos uma regido que € essencial para replicacdao e que é
seleccionada das regides El1, E2, E4 e L1 L5. Uma delecédo da
regido El1 é preferida. Contudo, pode ser combinada com
outra(s) modificacao (6es) /delecédo (des) afectando, em
particular, a totalidade ou parte das regides E2, E4 e/ou L1
L5. A titulo de ilustracdo, a delecao da parte principal da
regido El1 e da unidade de transcricdo E4 ¢é Dbastante
particularmente vantajosa. Com a finalidade de aumentar as
capacidades de clonagem, ao vector adenoviral pode
adicionalmente faltar a totalidade ou parte da regido néo
essencial E3. De acordo com outra alternativa, € possivel
fazer uso de um vector adenoviral minimo que retém as
sequéncias que sao essenciais para encapsidacao,
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designadamente os ITRs (Repeticdo Terminal Invertida) 5’ e
37, e a regidao de encapsidacéao. Os vAarios vectores
adenovirais, e as técnicas para o0s preparar, sao conhecidos
(ver, por exemplo, Graham e Prevect, 1991, em Methods in
Molecular Biology, Vol 7, p 109 128; Ed: E. J. Murey, The

Human Press Inc).

A familia dos poxvirus compreende virus das subfamilias
Chordopoxvirus e Entomopoxvirus. Entre estes, o poxvirus de
acordo com o invento é preferivelmente escolhido do grupo que
compreende Orthopoxviruses, Parapoxviruses, Avipoxviruses,
Capripoxviruses, Leporipoxviruses, Suipoxviruses,
Molluscipoxviruses, Yatapoxviruses. De acordo com um modo de
execucao mais preferida, o poxvirus do invento € um

orthopoxvirus.

O Orthopoxvirus ¢ de preferéncia um virus vaccinia e mais
preferivelmente um virus vaccinia Ankara modificado (MVA) em
particular MVA 575 (ECACC v00120707) e MVA-BN (ECACC
v00083008) .

0O termo “virus recombinante” refere-se a um virus que
compreende uma sequéncia exdgena inserida no seu genoma. Tal
como ¢ aqui utilizado, uma sequéncia exdgena refere-se a um
dcido nucleico que nao estd naturalmente presente no virus

progenitor.

Num modo de execucg¢ado, a sequéncia exdgena codifica uma
molécula que tem uma funcao citotdéxica directa ou indirecta.
Por citotdxica “directa ou indirecta”, gueremos dizer que a
molécula codificada pela sequéncia exdgena pode ela prdpria
ser téxica (por exemplo ricina, factor de necrose tumoral,
interleucina-2, interferao—-gama, ribonuclease, desoxirri-
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bonuclease, Exotoxina A de Pseudomonas) ou pode ser
metabolizada para formar um produto tdéxico, ou pode actuar em
qualgquer outra coisa para formar um produto téxico. A
sequéncia do ADNc da ricina ¢ divulgada em Lamb et al (Eur.

J. Biochem., 1985, 148, 265-270).

Num modo de execucgado preferido do invento, a sequéncia
exbgena € um gene suicida. Um gene suicida codifica uma
proteina capaz de converter um prdé-farmaco relativamente ndo-
téxico a um farmaco tdéxico. Por exemplo, a enzima citosina
desaminase converte b5-fluorocitosine (5FC) a 5-fluorouracil
(5FU) (Mullen et al (1922) PNAS 89, 33); a enzima de herpes
simplex timidina cinase sensibiliza células a tratamento com
0 agente antiviral ganciclovir (GCV) ou aciclovir (Moolten
(1986) Cancer Res., 46, 5276; Ezzedine et al (1991) New Biol
3, 608). Pode ser utilizada a citosina desaminase de qualquer

organismo, por exemplo, E. Coli ou Saccharomyces cerevisiae.

Assim, num modo de execucao mais preferido do invento, o gene
codifica uma proteina gque tem uma actividade de citosina
desaminase e ainda mais preferivelmente uma proteina como

descrito nos pedidos de patente W02005007857 e W09954481

Num modo de execucgdo adicional o gene exdgeno codifica uma
ribozima capaz de clivar ARN ou ADN marcado. O ARN ou ADN
marcado para ser clivado pode ser ARN ou ADN que é essencial
a funcao da célula e a sua clivagem resulta em morte celular
ou o ARN ou ADN a ser clivado podem ser ARN ou ADN que
codifica uma proteina indesejavel, por exemplo um produto de
oncogene, e a clivagem deste ARN ou ADN pode impedir que a

célula se torne cancerosa.

29



Ainda num modo de execucao adicional o gene exdgeno codifica

um ARN anti-sentido.

Por “ARN anti-sentido” queremos dizer uma molécula de ARN que
hibridiza a, e interfere com a expressdao de uma molécula de
ARNm qgue codifica uma proteina ou a outra molécula de ARN
dentro da célula tal como pre-ARNm ou ARNt ou ARNr, ou

hibridiza, e interfere com a expressdo de um gene.

Noutro modo de execucao do invento, a sequéncia exdgena
substitui a funcdo de um gene defectivo numa célula alvo.
Existem diversos milhares de doencas genéticas hereditéarias
de mamiferos, incluindo humanos, gque sao causadas por genes
defectivos. Exemplos de tais doencas genéticas incluem
fibrose qguistica, onde se sabe haver uma mutacdo no gene
CFTR; distrofia muscular de Duchenne onde se sabe haver uma
mutacdo no gene distrofina; drepanocitose onde se sabe haver
uma mutagdo no gene HbA. Muitos tipos de cancro sao causados
por genes defectivos, especialmente protooncogenes, e anti-

oncogenes que sofreram mutacao.

Exemplos de protooncogenes sao o ras, src, bcl etc; exemplos

de anti-oncogenes sao o p53 e Rb.

Num modo de execucao adicional do invento, a sequéncia
exbgena codifica Antigénio Associado a Tumor (TAA). TAA
refere-se a uma molécula que ¢ detectada a uma frequéncia ou
densidade mais elevada em células tumorais do que em células
nao-tumorais do mesmo tipo de tecido. Exemplos de TAA incluem
mas nao estao limitadas a CEA, MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GP-
100. M™MUC-1, MUC-2, oncogene ras mutado pontualmente, pb53
normal ou mutado pontualmente, pPb3 sobre-expresso, CA-125,
PSA, C-erb/B2, BRCA I, BRCA II, PSMA, tirosinase, TRP-1, TRP-
30



2, NY-ESO-1, TAG72, KSA, HER-2/neu, bcr-abl, pax3-fkhr, ews-
fli-1, sobrevivente e LRP. De acordo com um modo de execucgao

-

mais preferido o TAA é MUC 1.

O wvirus recombinante pode compreender mais do qgue uma
sequéncia exdgena e cada sequéncia exdgena pode codificar
mais do que uma molécula. Por exemplo, pode ser uUtil para
associar num mesmo poxvirus recombinante, uma sequéncia
exbgena que codifica um TAA com uma sequéncia exdgena qgue

codifica uma citocina.

Noutro modo de execucdo do invento, o gene exdgeno codifica
um antigénio. Tal como é aqui utilizado, “antigénio” refere-
se a um ligando que pode ser ligado por um anticorpo; um

antigénio nao necessita de ser imunogénico.

De preferéncia o antigénio é derivado de um virus tal como
por exemplo VIH-1, (tal como gp 120 ou gp 160), gqualquer
Virus da imunodeficiéncia felino, humano ou virus de herpes
animal, tais como gD ou seus derivados ou proteina precoce
imediata tal como ICP27 de HSV1 ou HSV2, citomegalovirus (tal
como gB ou seus derivados), Virus Varicela Zoster (tais como
gpl, II ou III), ou de um virus da hepatite tal como virus da
hepatite B por exemplo antigénio de Superficie da Hepatite B
ou um seu derivado, virus da hepatite A, virus da hepatite C
(de preferéncia proteina nédo estrutural do gendtipo 1b
estirpe Jja) e virus da hepatite E, ou de outros patdgenos
virais, tais como Virus Sincicial Respiratdério, Virus do
papiloma humano (de preferéncia a proteina E6 e E7 da estirpe
HPV16) ou virus influenza, ou derivados de patdgenos
bacterianos tais como Salmonela, Neisseria, Borrelia (por

exemplo OspA ou OspB ou seus derivados), ou Chlamidia, ou
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Bordetella por exemplo P.69, PT e FHA, ou derivados de

parasitas tais como plasmédio ou Toxoplasma.

Figura 1: Vector que compreende um gene que codifica a

transcriptase inversa da telomerase.

Figura 2: Representacdo esquematica da insercdo locus
especifica do gene gue codifica a transcriptase inversa

da telomerase no gene HPRT.

Figura 3: Representacdo esquemdatica da eliminacdo do
primeiro e terceiro marcadores de seleccdo do genoma da

célula imortalizada obtida pelo processo do invento

Exemplos:

Exemplo 1: Sistema de expressao da telomerase

Insercao aleatdria

Utilizou-se ©para esta finalidade um plasmideo gque nao
partilha gqualgquer sequéncia especifica de homologia com o

genoma de pato (Figura 1).

Insercao marcada

Construiu-se um plasmideo compreendendo dois fragmentos de
5kb homdlogos ao gene HPRT de Cairina moschata que rodeia o
gene da transcriptase inversa da telomerase de <cairina
moschata e dois marcadores de selecgédo. Seleccionou-se o gene
HPRT que codifica a hipoxantina guanina fosforil transferase
como um sitio adequado para a expressao constitutiva da

telomerase de cairina moschata.
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Estes dois marcadores de seleccdo sao o gene FCUl (Erbs et
al. Cancer Res. 2000. 15. 60: 3813-22) sob controlo de um
promotor do CMV (Thomsen et al. P.N.A.S. 1984. 81. 3: 659-63)
e 0 gene de resisténcia a Neomicina colocado sob controlo de
um promotor do SV40. A resisténcia a Neomicina e a cassete de
expressdao de FCU-1 sao rodeados por locus de clivagem Scel
que permitem a eliminacdo das cassetes de seleccgadao da linha
celular final. Fora dos bracos do gene HPRT € inserido um
marcador de seleccao que codifica o HSVTK conduzido por um

promotor do RSV (Figura 2).

Exemplo 2: Preparacao de lote de CEC de ovos de Cairina

moschata com 12 dias e descricdo de subpopulacdes.

Incubam-se 25 ovos SPF fertilizados a 37,5°C. Abrem-se oS

ovos apds 12 dias de incubacadao seguindo protocolo disponivel.

Picam—-se 23 embrides, lavam-se uma vez em Tampdo de Fosfato
da Dulbecco (PBS) e dissocia-se em TrypLE Select (Invitrogen)

5 horas a temperatura ambiente.

Apds centrifugacao a baixa velocidade ressuspendem-se as
células em Meio Basal da Eagle (MBE) suplemmentado com 10% de
soro fetal de bezerro (FCS), gentamicina 0,04 g/L, semeadas

em frascos triplos de 500 cm’ e incubam-se a 37°C 5% CO,.

Apds 24h removem-se as células confluentes dos frascos usando
TrypLE Select (5 mL/frasco triplo), volta-se a semear parte
das células em frascos de 175 cm’ para segunda passagem.
Concentraram-se as restantes células a 10’ células/mL em meio
adequado (60% BME, 30% FCS e 10% DMSO) e congelam-se num
recipiente regulado com &lcool isopropilico (Recipiente
NALGENE ®, “Mr. Frosty” 1°C frezing) a -80°C antes de
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transferir para azoto liquido para armazenamento a longo
prazo, constituindo o Dbanco celular inicial (50x1,5.10’

células/frasco, 44x1.10" células/frasco).

As células que permanecem em cultura sao submetidas
classicamente até 18 passagens, durante as 3 primeiras
passagens  as células néao ligadas sdo recolhidas por
centrifugacdao a baixa rotacdo do meio condicionado, novamente
semeadas e passam adicionalmente do mesmo modo que a cultura
inicial.

As subpopulacgdes que exibem aspectos morfoldgicos diferentes
caracteristicos, foram reprodutivelmente isoladas durante a

vida da cultura.

Exemplo 3: Métodos de transfeccgao.

Sdo conhecidos na arte um grande numero de métodos de
transfecgdo para introduzir um vector capaz de dirigir
expressao de uma sequéncia de nucledétidos de interesse. Uma
lista ndo limitativa destes métodos ¢é apresentada a seguir:
precipitagao por CaPO., electroporacgado, método de transfeccgao
por lipofectina. Um exemplo facultado ¢ Dbaseado no

procedimento de precipitacao por CaPO,.

As células devem ter uma confluéncia de cerca de 80-50%. O
meio é alterado duas horas antes da adicdo de CaP04/ADN. As
30 ng de ADN sdo ressuspendidas em 31 pl 2M CaCl, - 161,3 mM
Tris pH 7,6. Adiciona-se H,;0 para perfazer um volume final de

0,5 mL.

Por transfeccédo, distribuem-se 0,5 mL de 2X HEBS em tubos
Falcon esterilizados de 15 mL e adiciona-se a solugao de ADN
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gota a gota enquanto se submete cuidadosamente a vortex ou
borbulhacdo a solucdo de ADN. A solucdo deve ficar leitosa.
Deixa-se que a solucdo repouse a temperatura ambiente durante
10-30 min. Em seguida pipeta-se uma vez para dentro e para
fora com pipeta esterilizada em cultura de tecido para
quebrar flocos e aplica-se gota a gota as células. Incubam-se
em seguida as células entre 6 horas até durante a noite a
37°C. Um precipitado fino deve cobrir a superficie celular.
Para completar o procedimento de transfeccdo aquecer até 37°C
a solucdo chogque de glicerol. Aspira-se o meio, adicionam-se
5 mL de BME para lavar a camada celular, aspira-se em seguida
0 meio e adiciona-se 1 mL de solucdao de choque de glicerol
durante 2 minutos ou menos. Subsequentemente adicionam-se
lentamente 10 mL de BME para diluir o glicerol e remove-se
completamente o BME-glicerol. Adiciona-se em seguida 10 mL de

meio desejado e incubam-se placas a temperatura adequada.

Exemplo 4: Métodos de selecgao.

Insercao aleatdria:

Aplica-se pressdao de seleccadao 48 horas apds transfeccéo:
dissociam-se as células com TrypLE select, centrifugam-se a
baixa rotacdo e voltam-se a semear em BME com FCS 10%, e G418

800 ng/mL.

Passam-se as células em série até poderem ser isolados clones
individuais em crescimento. Isolam-se 0s focos em
multiplicagcdo e amplificam-se antes da quantificacdo de
actividade da telomerase <com o estojo de deteccao de
telomerase TRAPeze®XL (S7707, Chemicon) e andlises de manchas
a sul para estabelecer a integracdo no locus especifico
marcado.
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Insercgao marcada:

Aplica-se pressao de seleccdo 48 horas apds transfeccao:
dissociam-se as células com TrypLE select, centrifugam-se a
baixa rotacdo e voltam-se a semear em BME com FCS 10%,

Ganciclovir 25 pg/mL, e G418 800 pg/mL.

Passam-se as células em série até poderem ser isolados clones
individuais em crescimento. Isolam-se 0s focos em
multiplicagdo e amplificam-se antes da quantificacao de
actividade da telomerase com o estojo de deteccao de
telomerase TRAPeze®XL (S7707, Chemicon) e andlises de manchas
a sul de oligos para estabelecer a integracao no locus

especifico marcado.

Os clones celulares com actividade em telomerase restaurada
detectada e integracao do locus HPRT marcado sao
subsequentemente transfectados um plasmideo de expressao da

meganuclease I-Scel seguindo o método a seguir em baixo.

Para seleccionar a eliminacdao dos marcadores de seleccao
aplica-se 5-fluorocitosina (5-FC) 48 horas apds transfeccao:
dissociam-se as células com TrypLE select, centrifugam-se a
baixa rotagdo e voltam-se a semear em meio com bL-FC a
concentracdo que varia de 10° a 10’ M mantém-se seleccdo de

G418 (BME com FCS 10%, 5-FC, e G418800 upg/mL) .
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val Ile Ser Gla Val Leu Lys Pro Glu Lys Lys Thr Val Tyr
800 905 810
Arg Arg Tyr Ala Val val Met Xle Thr Qly Ser Oly Lys Thr
9185 320 828
Leu. Tyr Arg Arg Kis Val ger Thy Phe Lys Asp Phe Met Pro
935 949
Lys @ln Phe Val Ser Arg Leu His Glu Ser Thr Ssr Leu Arg
350 :2-1-1 S&0
Ile Ile Val Glu Gln Ser Leu Thr Phe Asn Glu Thr Ser Ala
265 978 975
Phe Asn Phe Phe Leu Qln Met Leu Asn Asn Asn Ile Leu Glu
980 _ 285 950
Arg Ser Tyr Tyr Leu Gln Cys Sexr Gly Ile Pro Gla Gly Ser
295 1000 1008
Sex Thr heu Leu Cys Ser Leu Cys Tyr Gly Asp Met Glu
1015 1020
Leu Fhe Ser Gly Val ¢Giln Lys Asp Gly vVal Leu Ile Arg
1030 1635
Asp Agp Phe Leu Len Val Thr Bro Hig Leu Thy His Ala
1045 Y050
Phe Leu Arg Thr Leu Ala Met Gly Ile Pro Glu Tyr Gly
i 1080 1085
Ile Asn Pro Lys Lys Thr Val Val Asn Phe Ser val Asp
, 1075 1080
Pro Glu Cys Sar Glu Phe Lys Glin Leu Pro Asn Cvys Axg
1990 1095
Pro Trp Cys Gly Leu Leu Leu Asp Thr Gln Thr Leu Glu
1105 1110
Cys Agp Tyr Ser Ser Tyr Ser Cys Thr Ser 1lle Arg Sey
1120 1128
Sar Phe Asn Ser Asn Arg Thr Ala Gly Lys asn Met Lys
1135 1i%0
Leu Val Ala Val Leu Lys Leu Lys Cya His Gly Lea Phe
L1580 1158
Lew Gln Tle Asn Ser Val Lys Thr Val Phe Ile Asn Val
1165 1170
Ile Phe Leu Leuw Gln Ala Tyr Arg Phe His Ala Cys val
118¢ 1188
Leu Pro Phe Asn Gln Lys Val Arg Agn Asn  Pro Asp Phe
11388 120¢
Arg Val Ile Ala Glu Asn Ala Ser Cys Cys Tyr Ser Met
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Leu
Ser
Ala
Leu
Ile

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1208
Lys
32230
Gly
1238
Phe
1250
Leu
1265
Pro
1280
Ile
1288

2

Ala Lys
Met Phe
Thy Val
Lys Pro
Lysa Asp

Cys Gln

3915

ADN

Asn
Pro
Lys
Leu
Thr

Asp

Pro
Ser
Leu
Lys
Lys

Phe

Cailrina moschata

1210
Gly
1225
Glu
1240
Ser
12%5
Phe
1270
Ala
1285
Lys
1300

Phe Thr
Ala Rla
Asn His
Cys Met
Leu Leu

Ala Tle

41

Leu
Glu
Lys
Thr
Lys

Leu

Gly
Trp
val
Gln
Thx

Asp

1215
Asn
1230
Leu
1245%
val
1260
Leu
1275
val
1280

Arg Gly Ala
Cys Tyr His
Tyr Lys Cys
Phe Arg Lys

Thy Glu Pro



anggcgygcesy
geggoecooge
gtggtacagy
gtoegseooacy
agegaagtoa
acatatggat
aacgtgtaca
gaaacgebge
atctttatge
cttatttege
aaacgtagta
tcaaagtrac
aataaaacca
tecaatgoag
ctggaagtca
aatactgote
tcacgttcotyg
toctogteete
tetttontge
ggatocagea
atcgaacogy
ctggeagagy
gttergtate
ctgaagggta
coghtiggac
gcodaaacget
ttocettacy
ggaasagoca
geagaacage
cacaccaacy
9999999393
gagoattgoa
cecqgocgage
ttcatttcoa
gtaaatgact
cacogtace
gttgagttgo
ttctactaco
geoaragrac

cggagooTtt
tggagacett
acgacgacye
gegesegoga
teteaagagh
actoeotgct
getacetgee
Lgageaggat
tggttocoaaa
agaatgtaga

‘gettgettaa

gteagtogasa
goaataatat
gtttgtoage

cguctaagag

ctaatgtaaa
taagtettat
ctttagtteca
saggagetya
ggaagagagt
cggasagtag
agttaccaaa
cEogeagsta
gtgaggcagg
azaagegcas
tetggagaat
tagottick
agetgeteag
trtgggaagga
tgoecageag
agcagatooo
gocactteea
totggggtie

tggggaagta

geatgtoger
gtygaagaaat
teagateatte
gaaagtgtat
agctacgtoe

cggegeogty
cetoeggggy
dgootgltan
catooceogy
catgeagagy
ggatgaaaac
caagcacugca
aggggatgac
tagtaactgt:
atcageesoa
gtatacgeag
acgraggeaa
acasagecta
tacageacea
agcaagatta
ceagagtaty

taaagaaasa
caattctcat

gagtaacaga
agagatacag
ttcttcagga

tagggtettyg
crLggggggaa
tgtaaagega
ccaagghtotyg
gagaagtacy
gagacaaaat
toegggoaect
gootgetaag
cgbacgeget
tgoagaggey
ggtgtacete
aaaccataac
cgetaagott
tegiotggee
tftggetaaa
bitetatate
rigagecaag
tttaactgea

Crggaeycce
ctgggggaga
cgraccbiog
coctteaget
ctgtgtagga
agttotcact
acagaaacea
gtgatgatgt
taccaagtct
gogtitgita
Aaaaggetaa
agacttgaag
gggtocgetg
tcottaasaa
gaagagaaayg
cocaagagyt
tacatttote
catgggaaga
catttaaagce
aggectatac
Cacasadage
ccatotacaa
cgtttoccaa
ctaatagaaa
geacagaaaa
ttteaaaaac
tgrooteotie
ttgootggge
cgtgtggcaa
coretogeag
totgattcag
tttgtgagey
aagegosggt
teoktgoagg
aaaggtaate
ttcctatact
acgegagacca
ttacaggaca
gaggagatgg
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tgogggacty
geggegeega
tgtcecagty
tggageagtt
aaaagaagaa
tocaaateat
tgecgtatcag
atttattgga

grtgggcaaco

ascaacgyes
cgrtteacag
ctaatgtote
ctotggasas

ggaagetige

agagggagga
atggaaccag
aaagaagtaa
agtetgtgge
ceageattga
ctocggtigga
aggaaagles
tatacattga
aatcettect
cgatattert
aatggagaaa
tettaaagas
ggatatotga
aagcagagge
geagcagatg
catectgegtyg
cecteangas
agtgcgtgga
tottcaagas
tgttgatgty
acttigttce
ggatyatgga
tgttocagaa
ttggaattayg
aagegatoca

ctacgogoeag
ggaagcrgag
cgtggtgtgt
atctagtcag
gaacatooke
googstetoa
tggoetobyy
gractgtgca
aatttatgaa
ttcaaagcac
acagtatete
cageatgaga
acagagtage
tagggaacas
acaggcttgt
ctgtgtagoa
cagtgataty
agacaaaagc
satgeaagea
ttggatacoa
cctagetoat
caggaagttt
sttgaatcge
aagccasaat
gasgaagett
teatggasay
aagcattoty
fcacaagoaa
cgaatctggt
cgrggageca
getteteaag
gcgggtgate
egtgaaagcs
gaagavtgaga
tgectoetgaa
tacgtatgtt
aaatatgest
aaagcattot
tCagaaaaaa

a0
129
180
240
306
368
420
480
540
800

| 650

720
780
840
900
980

1020

1080

13140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340



taccttecka
gtragaatga
atgaatcact
ataasacaces
aagacatttyg
aaggccgaty
tcacaggtot
atgatcacty
gattttatge
gatgcaataa
trtttictee
tgctotggda
gacatygaaa
gatgactitt
goaatgggea
tetgtigacy
ccatgatgry
tattectgta
aacatgaaac
ttacagatoa
gottacaggt
cotgatttot
gotaaasato
geageagagt
tacaaatget
aaggatacta
getatocotgg

<210> 3
<211>
<212> ADN

<213>

<400> 3

tggeateaaa
goggtgttgt
acaacatgca
gttazategy
ttagazagyt
tgtoccagyys
taaaaccbga
gaagtggaaa
cagacatgaa
tagttgaaca
aaatgetaaa
ttocacagqgy
agaaattaty
tgetightae
ttoctgagta
atateogaga
goettattatt
cttoctateag
acvaaattgst
atagogttaa
tocatgoctyg
tectoagagt
cagagtttac
ggetetgota
tgcttaagec

aggeactact

actga

26916

geteeqtete
tgaagcacaa
actgaaaaat
ctecttcagtyg
tettaaatea
ttttgatage
gaaaaaaagt
aactaggaag
geagtttgty
gagottaack
taataacatc
ctecotbtty
cagtggggta
accagcactta
cggettttey
gtgttocgaa
ggatacacayg
stolagtott
tgragtectt
ascagtttte
tgttattcaa
categotgay
tctaggtaac
toatgectie
cotgaagtie
gaagacagtyg

Cailrina moschata

atveoeaaayg
acgttgagea
ctatitagty
tttgggagag
gatggtgaaa
acteotoacy
gtotactgea
ttatacagga
teceggette
ttcaatgaga
ctggaaatty
tcaacettge
cagaaggatyg
acgcatgeas
ataaacueca
tttaaacage
acacttgagyg
tecktoaatt
aaactgaaat
attaatgtet
chtogattea
aatgeategt
agaggbgoat
actgteagac
tgtatgacac
acagaageat
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tcagtggact
aggasageayg
Egttaascta
atgatatcta
ttectoatet
Ataaacttgt
tacggageta
gacatgtite
atgagagtae
caagtgocag
agogeageta
sregoagett
gagtectgat
gaagitiogt
aaaagacggt
tgecaaactyg
tetactgtga
caaacagaac
gecatggeott
acaagatatt
accagaaagt
getgetatie
ctggeatgtt
tgtcasacea
agctatteey
ctatttgtca

dagacecate
ageasagaaq
tgaacgaact
taagaagiyy
ctagtakgta
ggaagtgatt
tgcagtagie
tactttcaay
ctecatigrga
totatttaat
cracttacay
gtgetatgga
cogicteatt
agggaostets
gatgaatitt
togtibgate
tractecags
agetyggaaa
gtttottgat
tetactteag
taggaacaat
tatgetgaaa
cecticbgag
caaagtrgtt
gaagatecea
agatttcaaa

2400
2460
2820
2580
2840
2760
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
311890
3240
3300
3360
3420
34380
3540
3500
3660
3728
3788
ig40
3560
38185



geraboacte
aagtaggatyg
caggaggtte
caataagtee
atctagaatg
tattatiaag
gaageagagt
gotgataate

atootaatta
tettetteea,

F@ARAIRAA]
atatatgecat
tggagaacty
tagecatacat
ctatetacaa
gtttgragta
gttatgaatt
acttcagtyge
gaagacaagt
goattgticc
gtgaagtgge
gtgteataat
tgragaagay
tcagoaaaad
gagtgagaga

cattteoasgy
aaatagatta
tacgataaag
acgatetaca
argtggttag
taagaggeot
gagagatgaa
agtteatice
gttgaaatts
catcacaagy
aagaaaa’aco
atgtatgcac
ttgeetgtea
ttacattagg
tgttatgtat
ttagtetete
toatatttge
ataaaageag
gagtgcatae
tgactttgtyg
Lggectcacta
datttagage
cggatagaca
gaagaattge
gtgagtgagt

aaggyrasaa
gytgaccaaa
Qtocagtagy
etorantasay
actgaatotg
tgettettac
gaggtgataa
aaaaacgtta
atctgasgag
aacagattee
agaacagote
atteattaat
adaagoacts
tgtaaagaca
attrigito
tttattggta
atatatgtoco
tgttecctat
ttaaagtatyg
taatggataa
aaggttgceea
asgacagata
caggatgoakt
Ltggaagaty
aatatteagt

gyeeggttea
atatctgett
agttgtacea
tcrtgateotet
getetaaatt
tgetgootaa
tgtogtttgas
atgtgctgaa
aactgaaagt
actgtgttag
ttaatctata
cagcagtacsa
aggttagget
aggaatgtgt
tgttatatig
toottgeata
tttktetgaa
tgatgttaaa
etacttacty
gttgettigt
ttetoaccotk
ctgagageoge
gttagaacca
ektggtttey
atttttaaag
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ataccaacak
attocagragy
gegtaattee
aggtacaasyg
tetgttatta
atgasgatta
atatecagact
teagattgac
acatcatage
tgatagaggt
tacttattga
Lotoaacoct
aacattigea
aaaagagogt
geettactte
tatataragt
agtagsactt
gtacctggaa
gutggtaact
atttaccact
tcaaggactt
agagtgtaat
tataaatgty
tepaaataaa
tgtcgagaaa

ctgtgtagey
tgttgatoea
tggagggeag
agoetgbgetg
gagtattatg
actttacagt
taatctggra
aagaaaatga
aaatagtaac
ttatacaaaa
agecagattor
taaaagacce
gotkitygete
aaatgeattc
casagitgta
caataaatga
taasactgac
agrettacca
gegtatttgt
tgctaataat
ctrgaaggct
atagtbatgt
gtgrtaaaags
tagetgotga
tgtaatgggg

&0
iz20
189
240
300
380
420
480
540
600
660
729
780
840
00
860

102¢
1080
1149
1200
12360
1320
1380

1440

1500



aadaatttaa
catgttgatt
caacacagag
caaataatca
caagggttte
agttegetac
gtgetgtatyg
teaagaaata
tottggaata
tatagegtga
atgaacteta
ttatottbtgt
aaagaaggat
cttretgtte
tgtttgtgayg
agataaactt
taagaaaaca
ttggaaaaca
ctettagggt
aacacaaaca
gteottotte
agycactgea
gagggatgac
aaatetgtaa
acaagaasaa
attgteettg
atotcaggaa
gtaggttgga
totgcaagys
chtgacotts
tegtggtagt
rgtoaccane
crtactonea
agtgtackty
gtgcacatgt
accgaattag
tthtgtitag
gaagasacea
acatcacktyg
crtootgeaca
geagagggag
agottigenyg
cotagatace
atagtetiga
actcaatita
ggeaateect
cgggtgacgt
taggkrgoaa
gacatgagag
aacttittge
tottgatgoo
tttgeoctaa
bteggtebga
gtgaagoety
agtagttaaa
atettgeacg
tettotgtat
cttcacatte

taatttaaga

cctttggaaa
tgataaactt

astaaatygtt
taattactge
teatttgtea
gatettgaty
ctgaaaaggt
atggtatityg
cetEgeeet
tooogaacet
acgasagagg
tgtragngea
ctLaatctaw
goctagataa
gotgtaaagt
agacctotgy
eetatagaaa
ttigageaga
tgggastgty
aaacktgett
tgtagocact
ttgrtgtygga
tttaggtaat
ctecatggaa
aggataaaas
fagagocaca
taggtrtaayg
acagraggaa
ttaggtttta
ggtactgyyy
gtoagaacea
aggetoagag
aatsacatge
cagcasatgg
sattectgat
atacaaatgt
gototgtaat
ggeagegate
acagggtiot
accagggety
geacagatge
gactoagoca
gagacteack
tgagagette
tecaaaacaa
taatocotac
actbteaaatg
gasgtetgoe
gtocaaaaayg
aaagtbbbta
tatgaaatga
acaggactee
tacaagtttc
aataaatoge
atagcaaact
tatgtaaatyg
teectecaat
ggtgthaLte
seaattacot
ttrtbaaact
tgtgoectgyga
goetttetga
thocagagcte

crttgtioge
ggtaggtatt
ggaasaasat
gagtataatt
cagttrtaag
atgecatgta
teattcagho
gtettgtgga
aatccatagy
gagtggtgag
satatgtaag
tgtaccacat
cteaagtete
groagtaats
gatcaaatty
ggagaageay
gtoogagaos
ggaaaaccok
catcagetga
atgtatgaae
agtagaacac
aatgtgaaga
atgagecttg
gagaagaaag
ttgotgoagy
gaattasget
sagggaatat
ataaggctaa
ctkbtaeggaa
ccatgeattt
tetigoggag
cattttecae
tgaatacgac
gtgggactat
gatacagagt
tLasacoteg
ctgettgote
geagtgeoect
aataceetet
aattcetgon
coraaagoat
cttetggeat
aacaaaaagt
agtgtatcaa
tetgagttac

aagticaaaqg

ttttoctgtyg
aastatocaa
gaaagtoagt
ctggasagts
trgggtetty
atcakgtect
tegtigttae
atcatgatie
gattitcags
cteoeckbLet
gatttgtgtg
catcagtagt
aggaggttcaa
cactgteaay
caagtaaace

tttaaaagya
tagegtgece
tgtcatagat
artaatactg
Lettetatig
aatagttaco
agotggaate
tgtettocatt
cacaggacca
tactitcagtyg
agacttgeag
atggrtaasca
agetrgtgte
taaactggaa
tgtcagagta
tgaacagage
aatttaaaaa
attcagagel
atargattea
aggaatgtag
chttetggga
sagrggaaat
chtraaggty
aaagazacay
aagecttiag
gtagrakbgea
ttgtaggeat
tgygaaatono
gtaaaactet
cogttttoat
tggcacaggt
tettobgttt
tgaaaacttc
tgcacacaas
ceguggtgac
atohgaactt
geatttgttc
accttttare

tttcarcecy

tgecagtgga
dAtactaasaa
gtagoeatge
cgotasagiy
toetagttte
accattgaca
cagggaggag
gotttoctgt
attgetgeta
tocttgated
gggotggats
coatatttto
geegkatgte
tteteteaga
cteatitgoa
tatgtcacat
ttattghota
geaattaaac
atgaceacac
agagacagga
caatatitae
gaacaaceotsy
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gotytggot
tgggaascgy
catcttoaasn
tgattacata
tcaaatctga
agatagacgt
attgaaacay
graatagerg
aacacerLte
getoetgtgt
cacagygeaaa
atttreaage
tetgeticca
sarraatgga
atgttgotee
Ettactttea
tagaggbtte
gtgaatcatt
acgatatget
tckgtaagat
aaatggtatc
datoecagaga
atgagagaaa
ttokeateat
ctEagacate
cttoctggag
ctettgggge
taccagooac
gtactggeasy
cretteactt
ctgeatygLt
cagakttttog
aacacgtbtt
ttactgatte
tgaactgtia
ttgetagaga
taaascgaca
coctggatas
gtacccaaay
gggcgttaca
Laggecaaty
agotgoestta
aaatygcagec
ttecagagtyg
ccattgtoas
gocttiaaag
ggagtaggasa
actaaacate
agactageet
atagaagtga
cagtgatttg
ttgactatga
ggctgtigat
teaagaatat
aaatcacega
atactraget
agsagatoay
tagttugtct
geagtagigt
atcaaaaggg
agatttagat

Lttatgrrga
tatoeacagt
Laagagttga
teedtetty
tgtttggagt
pttattitat
agaaggtite
gtcactgaaa
atigtecetea
ccatgettta
acaagyggaay
cteagagaca
cotttetgtt
acagagaaac
ttctagacee
tgacttbgea
gaaaactigt
cacagacaac
gadldaaazaa
gegtgtotry
cagetgiegt
dsagesatga
agtgtootee
tgcaggragy
agaatgygta
aggtegtaga

‘Eggtgoaatt

tctaaggect
aggtoctgty
aaaatagoac
atgaacttte
ggagtactre
tagtgeacga
tetecactgt
ccoagtetit
tgatcttota
gtatggatga
tetacertgye
aaaagacgty
gaggetiggy
cattgcaasac
tagttttgayg
agcagtgett
caggtagtet
gactagtygct
ttgaaatact
ctgeagtage
cttaaatect
gaaaagaata
ttcattcagy
tyacatcatt
aaarggaggt
azaggaaaac
tttcoaaaat
daacacggta
tatatttgag
fgtcakogta
tgtaagrotyg
gtercastis
aactgaatte
aaagortggt

1560
1620
168¢
1746
1800
igeq
1920
1580
2040
2100
2180
2220
2280
2344
2400
2460
2520
258¢
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
Jgsg
3120
3180
3240
3300
3350
3420
3480
3540
1800
3860
3720
3780
1840
3900
3960
4920
4080
4140
4200
4280
4320
4380
4440
4560
4560
4620
4680
4740
4800
3860
4920
4980
5040
53100
5160



ggatktaaaa
gacgtatatt
azaaa’aaace
tacaggtget
tatgattagt
ggaccatgaa
tgtoocagaa
acttttcate
gggtasagey
ceaggttgtt
agttctigag
gtigoacate
ctgtttgaqy
caaaggggay
cogettooey
ctgeatggga
gaggcagtgs
tgatcagatt
agatagectt
gtaagcoecat
tebggetoa
atgtttetgg
cLgitoatte
ctgtgtbect
geocttoogtt
tgacttgett
. ctgokgatto
acagagggat
toaagtgoaa
ggtateoregg
cattcatgea
aggataasat
attttgoctt
geatcatoeta
tgecobggaa
cegttgctga
aatcbgrtat
tggteggoag
tegtoegett
agatgeeget
totbeagtaa
acagacactg
tgrttttece
gtatttcatt
asccgageca
geetgtitge
citobgagoo
attgecatag
Caagtotira
gethtcagoet
goggeattge
tocktoceat
aagatcaaat
coocttgeate
gggaceectt
ttgaaceetc
cogggagetc
g98g9agegqey
cgetcetoge
acceccagee

gggeeoggey

actigatggt
tegaggaaay
geratercty
ctgttotgea
gtotyggagee
gritttagee
gasaggebat
cttgtetoat
ggatostgaa
tatcttgaga
geacctttic
taacccaaat
atctgaatga
gggagteotg
tataatotge
ggcagoages
cagetggats

gotgecttgy

accagetoet
ttaccoatge
agctagggag
agggatgcay
cticgaaage
gacggoaaga
crgactgaag
trttaggagy
greoetgagho
tgatgaatgg
gtgtcaagat
traccaages
ggecatgatt
aatttagaag
craaaagaty
getagaaaat
acabcastgg
tekcagetaa
toetteeata
gaagaacaaa
gggagaagtl
ggatgttact
ccagactasa
cocarkgoe
agocttetag
ckgotgeant
aactgbagers
ttcattaaga
caaagtagea
cactgtatga
tgeggcagaa
gatagttget
cetteantee
atgagaccag
ttbchooagg
ceacggaget
cooacangey
ctecgggete
cLeacaggac
graggeqgacy
CHOCEGeRgs
getgeategt
tgegatgase

atcactgtet
gotitcagtt
cteagtackt
attaacecygt
aggtagetiyg
ctoectitag
treteoectt
agggattitt
tggygtgarayg
tottaaaaat
cactgaagtsa
tdagatecayg
crattetgeo
atgggcaght
coagasaagy
Ltggeatgty
tgoaageotc
ageotettge
cteateatot
tgakatoaac
cototaghga
gtacgtetty
aactaagoas
cotectygeda
ttgaaggtac
ctigeetigt
aseoagoage
acagtgagtyg
ataaatgctyg
agaktttagt
tgocaggect
tcaggaaace
tgegttocag
gtgeagoette
ctoopatsce
ceaacticet
atggggtgoe
gaaatrgtee
goacagaact
tttastagoa
agcagatect
agtaatgtca
aaataggeca
aggcagtity
gagceacetoyg
toctgottaaa
gtgotaggty
ataaagttat
aatcaasaactt
taagctagas
agacectacag

gggagatace

cagttaaagg
gegtttagtyg
togoegicee
tobeggtieg
Legagaceceyg
coggggecge
cgeaacacay
ggtgagtgeg
9999499999

aagagcttgtg
aattgataaa
catgygcatet
getgttaats
aaaaagette
aggaaggtte
agaatqggygce
aaggacagat
ataatacgta
ggactbattt
totgactity
ggtgtggtgt
agettgtgee
cectoceage
tttetgaaat
agetatgeea
agegaataca
tggtettont
tttgagrtee
aggttecaga
cacagrtaag
cactecaggty
agtggggaat
grancaacoyg
agtacaaact
ggggaaaaaa
gatggraaag
acctgaagat
agttgttgte
aagtotgbte
gagelotgay
agtcagagac
agaaatcaca
cagakacege
agtaagaaca
gtaatatcag
agcaggaaty
accoagasgyg
tatgccaaca
gacgttaata
gaaacactec
ggegeteten
gototgacat
atalagyete
cegraacaas
tegriteogta
tacatcagga
tttrtaagaat
ggtotccaqe
tataagaaac
asaaaaacga
gaggeattse
cagoebgease
agaaacctoe
toitcteagt
gegaaggeayg
gggcggagey
tyoggagege
gogoeggoce
ggcoogygeqe
gagygeggety
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ttageccate
attaagagea
tgaatitotyg
asaatgtact
aagattatet
ageggaggte

ttggragtee

ttctgaaagy
ggaatitctgy
coegtetttaa
coottactge
tackagtaga
atacaacteg
cEageargeg
actrgagcag
cetgatgeos
geottegtea
cagekotick
tatcetsacyg

thttttaaaa .

tcoectgoay
cotaatgaas
cecatgiote
cotytgtityg
getggetaaa

aaaasaagta

gtaggagaaa
ctaactoaaa
teoaagtace
gaaaagtLac
gtattootgyg
aaacdattat
acgttggete
cagaccacot
daactggtoa
caaatatitc
ctggaatco
graaasaagyg
acttttgeac
tragttatia
tgtggttgaa
gaacttqaca
grrtetgata
chtocteotg
actgoactoy
caaaggaaca
gttgtttage
cattatecot
cttacagaaa
catgaattta
cacttttgLt
caktottata
cagagacche
ceogagytaa
goaalacycaqg
gadggaggecq
geogeggeea
ggegeekece
cggeggyecy
tgoctectey
cggggagecyg

agatattgea
gagttttgge
cagttagagy
gtttgotaaa
ctttttacca
ctatttaate
ttttcagage
attticcace
cticctactyg
gtgtasacty
eratetoage
avagetetta
agaggaccty
chtegtgtot
cltygccacaat
ggtectgtact
gegagteote
cetgttagsts
ttacagocay
ascaatooty
cocatttagaa
geagattgac
tgeoogactt
gagtcagoca
agaagotgoet
cagataaatt
aaatgggate
ggacgttact
ocactgttagy
atacagotga
acggttagag
ttataaaatbt
caaccLetet
ceottgaces
tetactaaat
tgotLttgta
agaaatgogo
actaatgott
goaatceagaa
attagaaatg
cagtotoettg
gggcagetge
ceagotgygt
ctocagaget
ctagggtict
ctcaaactga
atgaagaaac
pectigatac
goagaggaat
tgtgtgeact
acratirort
attttaccte
getiageeta
caggetgeag
acagegeges
rgesegeoqe
Lgrtgaggyc
cgcteccege
sgecatgyey
geooLecoget
QQQQQQSCCQ

5220
5280
5340
5400
5460
S530
5580
5640
5700
5760
S820
5880
5940
5000
6060
6120
$180
6240
£300
6350
€420
6480
6540
6600
660
§720
£§780
£§840
£900
§860
7040
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
620
1686
7740
7800
7860
7920
7380
8040
8100
B180
8220
8280
8340
2400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820



ecegloneeg
tgoooctgoae
ctootgeeny
gggeggrtey
craccagasa
gekectoaca
cegaactggy
tgctotgeta
cegtgagcyg
aggetgtgee
gaacagoocg
tatggggely
cagraggrea
Lggorgggag
aaacatgtaa
gaagoegtgat
catigocage
agoctgogtaa
ggotaaggte
goagtggttg
taatgttgoa
ggotttaatt
aaggottgtt
agagebgged
ttacaaggte
gatgthgaaa
agattatityg
agggetgaa
acaactetty
ataaggtgat
geagtitetbe
cagattgacg
geagatgakt
ctecagacay
atagtertge
[cagatgttaa
tackgttigg
rogttacayt
tagttcaate
attattaate
attttoocet
gttgctgaaa
aagctataag
cagaaccact
catggtgety
ctgaaagace
aagtttgtaa
ataccatget
tgtteagtqgt
ticagraaaa
agagetgrtyg
atotttggaa

thcagattty

ttagattaac
attaggraad
cttgoaatac
grotttetet
ggaggacats
ttattagact
gacttcatta
gtaaatctgs

tggggegeos
ggrooogeoe
gtgtectyas
cggtigagay
taacttccac
gegegotegg
atgecttttg
agaateoottt
tagoegtgaca
cgogogecty
ctcagtacea
ascogtagya
cgageteggt
ggraggeotg
acagergget
stgcacegge
ageaggotto
coaacaagty
caggggaagt
tataattacg
agrtgtitca
krtgatiota
ceataggoac
tgtatgtite
tgcttactta
agetgaaage
aggtgtagta
atcatttoce
tgaactgbgy
gecaactagt
actacaggact
atgatgaada
tggaasaagt
tacagtgete
tgoctagtga
ttaactotot
aaattbgtoa
gtttotttga
taaaaacagt
acattatgat
agtgtoetgey
tgtatgattt
grtgttttegt
gaagagogat
tEtgatcaga
ctatatagga
tggeaggoat
tcotgaatta
toetottgete
cataacgeta
teptottggt
gasgaaasca
stitggetyga
crtggaacyge
tatttetgay
aaaatactge
tgerLergta
acatigtage
acatcaaage
ggttgaagag
craactLcaa

cgcgiggegt
ggeouegage
atgnggecgy
agecgegggt
caggeaccga
gaggtogtgc
gaggaaganc
cttttttaat
<geatgrgge
catgtacttt
aacgtagect
aattteggta
gectggoety
geteoogges
gatcacagge
agcggagoetg
agtgttcecoo
aagogattos
gttttettay
tacatagges
tgtggaaaat
aagatctiga
ataactigte
gttgtgatto
gttgraaagg
tgcttgatec
atttcatttt
ctecacateyg
gttgrgoesag
gtaatggatt
ttocLataaga
aggttacgacg
cratattect
cagetgatto
crtgtetaaac
cttgtttage
attctraaag
tgbtttante
tatagtotet
aagachtttt
aaagacatta
toretggaag
trractetyt
toctgagtaga
ttattacagt
aageattgga
toketgagaa
aattgeaaga
tgotttatiy
tagttgaraa
tgtgctgatt
cecttatgte
gtatgatgta
aaaactetgt
caaaatatge
tgroatagts
taggacagay
tcteigigta
actgaacaga
tractgtgta
attaacaacva

ggagteacct
JooLotegto
cagggtgteg
gokgectcag
cocoggestyyg
Lecgrgtacy
eegetgagag
tattattitt
gootogegge
ctegetaaaa
gcaaggetia
qotgctgaga
crgogageay
aaadtecctca
aaggtaaghty
aggtggatge
acaaacttet
asatgtattg
tgottttgga
aacgootgt
ctgeecgbge
acciooactyg
cegtiaatat
ggtgtkgtgg
caggtittge
ctgtttattt
ceongetote
Tgctgagoga
ctececackttt
tggtagttta
ctttgtagaa
ctggactegt
catgageotea
catgacacty
agattacatt
ttcaaagagt
aaatttgtgg
aaagraatta
caaatatott
catgttcatyg
gecittgraa
ttttageteg
grasgtadag
tetigtgaal
atitataata
casagtacag
acctygctgte
‘taaattcaga
geattatatt
tttgagagtt
tattttgete
tcttacetyga
tgaaaacaaa
tgaccaatag
ttecgaghtt
agoaasctaa
agactggoac
ctosagggly
aacagtgsca
agtatctctg
gggatgateg
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tgaggggete
ggctgecgge
geaatttogy
aaggegeeea
tacaacttee
Aaaacctyey
rgtatitboe
ttraaaccca
geacggorat
atocatotgt
gtggatgtge
gggacecage
gggttgtgea
ctaccgetoy
cttootiggg
ttaccatgos
tittavactyg
toattticaa
acaatatgec
cataattaat
ggaacaggtt
tttecagatg
agetgtettyg
agatttggaa
attacactge
atttattree
caatgggaqaqy
cageteatgt
gtgcretgtt
tigagtaaag
atcteacett
totgeatace
teatggacag
gaaasaacaa
taattagaga
ttgtacater
tacgtagoag
gaacaecatta
taggatatta
tagtagatas
ataccaatot
tgatgagaaa
tggaggagtt
aggaatgett
aaatgtitte
gucattaagt
agctgetata
aagaatgate
ttgoagteay
tretkgetog
totgcatygga
cagtaazaca
gaagkttgge
tgggttasay
geatgigtt
atgtgttaca
gqagaaattat
gctataaatt
aateaatecce
caataccary
agaattgeca

gagetogoge
toggtotoge
gacgetgett
gaaataagty
tattectget
agceteageas
atcatcagtyg
geoeegggtg
geotgrogto
aAaaaccoacn
tagatgtagt
Lockgacacy
gggactgety
cgcaaccaaa
cactgaaatyg
tgooeegety
agoageoetig
gLogoagedgg
ctgaactaca
acacteckge
getgaaacag
gtagteagag
tettgtattyg
gatgkecetyg
tgraaatcaga
aaakgaaata
azatgttgtt
ageattteag
cagaagoaaa
caaaggattg
atttoocthtt
taaacatbat
grttgtttga
totteceagtyg
ctaagaaata
goagtitacge
totgtgactt
cttgttgtge
ataagagtag
ctaacaceea
gtcactigty
tgggtacatg
gotggagaca
ctagattttg
taactttaca
agctgatgea
ctygtaaatae
actgaasaac
gacaaattta
teagttagty
agetgaacet
attcagggty
agtgttactyg
tgactgaage
goetgitgity
acagotaact
gaagggeatyg
rettgotgat
catgactgta
caattttooy
acaaatgttyg

aago
4940
9000
9060
2120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
2540
2600
9660
9720
5780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
16500
10580
10620
106890
10740
108090
10860
10929
10280
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11530
11580
11640
11700
11760

11820

11880
11940
12000
12060
123129
133180
122490
123400
12380
12420
12480



caaaagoLLe
ttaaggggaa
ttotttcaga
teoktbacte
fagaataata
tcatgtgget
atttggatte
catttggaca
atatggtgcel
gaatttattt
gtatgtaaga
agatgtatgt
gacagtatit
taagtetret
agttctgtgt
tggagtagtyg
tgttoattta
gutteaaaaa
azagoetoaga
aaggtgtgty
grgctgcagt
rgecageott
eqeacaldasg
agatacgetg
ttgaaagaat
" cttcaaggaa
ctetotocae
gaasaaatac
tatgeattag
tagtgettrt
trrttgtage
gtaagcagas
tgtagaggaa
ctageagatt
agacttacgt
catgogtygts
ctetgtagtt
aaccatcaca
ggatgcaatt
accgtogltLy
gatgtictat
tteataatge
atgatgaagc
gttttaatygs
atctotgtat
gtittectygea
cagaacacaa
tgeagettta
ttaactgage
tetigeagea
agtagaLeLg
aataatgetc
ggasatobgg
cagaaactoa
tgttaaasaaa
ggttagatty
gragtgatot
agagateace
catggtgtet
atggtgcottt
ataagagaga

gectaaghas
aaaagcagte
ctttatetee
cttaaacaak
dagaggatag
Lagacateac
ectacetoat
tgaggaaata
accttttaza
tcattitgea
tttttataag
tagtactgta
gtgggtaatt
gatttcaatt
gtogatgact
cekgotgcag
attaaaccay
tgegetgotyg
cragtcagay
tgragtgatg
gactcagety
tegttacate
attcaggete
rctgtaaaay
aggaaataac
cacatccaat
cLhcegagta
tacattgeaa
geatgtattyg
atattaatag
aagaaggagt
tghtticcat
tgttttetty
attacgageas
tokttagatt
attgattcas
tteattogty
aacegtaaty
actagatcac
cataaacaas
tectatttga
adaagtrcata
tgtgattaaa
tetggeaage
tettgacaaa
tgtaaagtta
tggacgegtt
aggcaaaato
cttatageaa
tgttattatt
taatgtgtka
ctgaagataa
ttaaaaccay
gtaccigeat
tatageaatt

tttrtotetyg

ghagttohgt
aggaaactga
taatggaaca
ttacatogtt
atectgcaal

tgectasatt
acaagctaac
toggeorage
ttcetokety
tectacaaat
tecaccagata
ctreighttyg
ctagakttcat
geotaggtee
cacaagtatt
ggaagoatta
tgekbootga
tagatetttt
tacggtgtea
gtgttrteca
tagaaxaazaa
agataggggt
ctgttoageg
LErggCTagg
tectgggact
cactotttaa
tigeaagegy
cetetaceay
ceacaacaga
toegacctet
aactteggtte
acttggaara
agoaaggett
gttotgetge
gaaactgaas
aaactaaagag
gaggtgttay
ttctatatga
tttcatttok
grataackty
ttagttttec
cettactaaa
gacagtrgas
gectgootgoe

gcageotgaac.

aattgatcat
ctatgattge
tgttgettat
kgttaagaas
tagtttavet
gagttaagea
goattgtoac
tagttagyct
ataccatgayg
ttocageaat
aatcacaaag
ttazagtgtt
tgttggaaat
aggcgtgtag
tgcagggtyc
ctgatcagtg
gttgktattg
getgeatygra
aatatctgta
ceatggaaaa
ataaacagay

gtgataatt
tegttoetity
aaaatocaga
coooctghes
cttattacaa
ggaaaacklyg
golcaactga
aaaaacagar
aggttgooty
taactiktaca
gattacatty
cteageaaca
ccataagatc
aaataaattg
gtcagtagta
tagactacta
acttgeagat
atctgtasas
cetgtitgea
acctygaaac
agagaagges
agagctgoer
tecatigaas
adggtgaaty
trtggegagg
tatttaasat
agetatggga
attgtacage
LLLLattet
agcasaatas
adaagcagay
cticagggtt
cogaggaget
ghtoaactete
atagactgag
attattaatg
cggaggagta
agtagagecta
trtacagact
toghataatg
ttaatatote
acecaaaaat
aattectget
ttgaaagata
ctettgtget
faagregett
tcagggaaat
ggttgagaca
gaacttaaaa
gacaatgagy
cattaaagroe
gottaattat
ttgttaadea
gtttatatge
ttggtgggaa
tacttgagta
tttgattata
tgtactgaga
acatctitct
aggacgaaat
aaaagettaa
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tatacazata
tetateteat
gradagagac
cagetctaaa
aaacttaact
aaaactgtya
acaatgaaty
ttatggtrag
ggotttatgs
g9gaaatgga
tgoaggtcaa
gectagtota
acctgtagtyg
cttettaagg
taagoctacty
agtrggasac
ttaggtrgga
atttcaccte
gaaaagokbgt
caccgtcatyg
Aggooaggea
gacacacttt
cacaaagoca
tototattay
aaattigtat
ataaggacta
taagtgtigt
atgttttiat
tacaccgeee
ttacggaagt
aaatttacac
ttggtiteigt
ccagttactt
taaggtagtt
taagactgte
gtgetggaat
ageattctta
getobottgt
gggtgaaaga
gtbctaaaat
caagetraty
aattetctaa
ttoggagtoe
gtgtttgtga
agaagaatqg
atgtagtoac
agggettite
gtattctgsa
tgoctigtea
cagtgaaaac
ttaccagtac
taaacaaagt
tttergates
cagegaaggt
gaagaagggce
tgeataacce
gtgtgttget
ggackggict
cgatotect
tottattagt
agetgtcatt

gttaagacaa
atgatotggt
corttesaty
actgtggiic
ctaggaatit
goatggttat
gaatgaattg
eggscactga
tittgyaaasa
geatgaggta
aggaggaags
gtgkttteaa
tggaaataat
teatgotgte
gteatggrtyg
tecaacrgcat
ctgtagaaga
grLgagtgge
gecagotece
cetgragage
gaaagggacs
gtttetgete
ctacgtgece
aggataatar
trtctgott
caccotietg
gaaacacctyg
tgttcatett
cccgaaacta
tttaattete
agaaaggagt
cagooaatte
gatggoogea
attaatabtee
ctaacacaaa
gttaaatetyg
atgatgggaa
gattgtigtt
tgttasaaat
rgatgogatt
ggteattege
gaatactgag
ttacaaatga
acagaaecag
sttttcacca
aaagggrage
gaaggagrac
agatctedtg
ggggttacga
agatetaaac
tgasatcaga
retttocaat
tttaattget
tratgtitty
agatttrgit
acagggtioet
ttgtagocag
atcatorgey
totgtaagaa
gtaggaatag
Laagataatt

12540
12600
12660
12720
12780
128490
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
138860
13920
13980
14040
14100
141&0
14220
14280
14340

14400

14460
14520
14580
14840
14700
147850
14820
13889
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
18380
18420
15480
15540
15600
15860
18720
1578¢
15840
15800
15860
16020
16080
16140



ctaagataky
teecatttie
ctgggreasg
ttggttetgt
ctaatgigty
atotgttagt
gageattgao
gteagttatg
tgataacact
acaggaaget
treggggege
ttgggetica
aagagetgty
taggataatg
taggagacaa
ggaggtaceo
ratcasages
gtgtegeokge
asgaettitct
tggctatite
tcaaagtita
ttbtoctgtt
gtgtgtatat
caaacaatol
atagatgtty
agttttgata
gotetttott
ctttcaacet
cagaaaaaaa
caaaacaasx
gaaaaaaaaa
ggactigatyg
aaatattoac
ttgascttoa
tgttitttotg
adaagagagta
gtactigtcta
gagacagada
atcattgage
ggetttodeg
gatgtygacaa
aggecacttt
tagageatca
ceatggtaca
atgtaagaaa
caccagaatyg
gagtggoaaa
tteaaggttt
attacctgtyg
atctgtgtaa
cttaaacgte
tactaagtgt
tagasagaay
catctetgtyg
ataatgotta
ctecagtotg
gaacgatgtt
cgetaactty
ataatgtctt
tcagacacea
ctttttrraa

atgascyeag
gtgattaate
cageagacat
tcactatage
gtgottgeet
ctogttatek
gtcactgtee
gtgtgoteag
totackittt
gtatgtggee
ggggaadggaa
gactgaageg
agaatgaagh
acatcatetg
tgtoaaggto
caggagitgt
tagttttact
ttaattaces
gygctattett
attgttgtta
aaatgtaaat
tteoatacct
ataatggtga
tttatetgaa
ctggtygcaat
titattagaa
gctagaatga
Lgactggaaa
aatactaaaa
coaaasdaaz
asaaaagasd
atcttgaggt
cattgtagag
taagatatgt
cattgactaa
gogttactta
gacatataac
tgcagagaat
tagacatotyg
ttotgattac
gacagtacat
gtactcagos
gaaatgtiaa
aatatttaac
tgotgtatie
tetttaattgt
agaccttaaa
trtagtttoty
rrtEgaatec

Aasttgotige

cteeeetese
gttattgtte
ttocctagtag
tacagtttet
attoeooatet
atttcotagt
gektacatte
aggttggcraa
cagactocaa
aatgaaagga
tttgagaagy

gaaatgeoeo
tasccagtat
ttiggacatre
tttetttaaa
cregtttaat
gettttagat
aagggatike
tgtgtgrte
gtetgeaagt
gtotgttoge
ctgotetenk
geaaaataat
ttgaasagty
taagtageac
taaagteage
ttttaacket
aaageaaaat
caatgagtaa
gtagoettata

tgattgectta

taccagetat
ttaatgaata
cagatgagaa
ataggatett

gottotgaas

gasaaabtac
teagteaack
ggtatggoat
satwctaaaa
&saaaacace
gaagactgta
cEcttocaac
tgatggogty
atgtatattic
gaatagtett
ttactgtgtt
ttgoaggtta
gtaaattggy
tgggtaaaac
agatasaray
agcttatay
tgagatgttg
ctaaatagaa
tgrattgaaa
titaaatget
agaagtaagt
cagaagttgg
actetaggee
tcacatagea
tgttbgoatt
ctctaataat
tgagtttata
gaatatoota
ttacaggeat
ctetatettg
agetactgte
agtaagtatg
agcagaagta
atagtggaaa
tgtttcoctte
ttatattatt

reageattae
cterggcatt
ctatttitgg
acatggggta
gttetgteat
acctagagaet
aatacakbitt
tetotaaace
ggtacagtat
ctgtggtets
getgettgto
aaaggtetic
gtatgacoot
agtaatgagt
tgaatgacky
cttatataac
getgtactto
tttatcacta
Ektcttgtes
cttttatica
atagragogt
tgtaggaast
gtggtgcetyg
tragtitygat
getttggtat
tttaattoty
ggagatataa
greatatgtt
dadaacaaaa
aaagaaccaa
gtgttrcant
ctagaaatte
cataageese
actgtetica
gtetbtgghtsg
ggtgtttcat
gggaataagg
aatetgokte
atggatgoct
tetetgtece
tatgacatte
aggeaagtcot
tteactgtta
aataaattat
aatggattel
attatgttte
ttttaagtca
tgaattatge
ttraactata
tgatiteagt
tettattasag
acagosaact
aaatacatgg
ggagaakgte
tegtggeect
gcttaaaget
acktttacaa
ctaaacagga
tggettgte
tgteattaaa
crataggaaa
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aaacacggty
cagtagceagt
acgrettcaa
aaacigtaaa
gggaatotasy
gtoagtacty
cbeotttactg
atttacoeect
gaatatgtgt
ctototattyg
tgoatggtea
Lasagggaag
teaaataaat
atagcacaat
taaataaact
aaacagtiea
agtgatagga
tttgtasaat
ttaatctgty
gagraagget
agagettgga
aatattteee
tacttatgta
racttgraat
cegtaggtta
gtaatactaa
aagteatigy
taaageaade
caaaacoaaa
ataattagag
tasaatttag
tgrgattetg
accagageea
gtatcaggaa
ttgttaacaa
tgcaatagtg
gtoctgttac
goercagtgy
cetgttotgt
acttcagtgt
tetgoattat
cattgtcaac
tgtgtoctas
taagttatag
L] ok 2 g o o2
acttigaagt
gaaatecLac
aagtggrote
craaatttaa
ttictgrgat
aagtagocoty
aggaaattaa
gajaacagay
gattocotaat
fegakactayg

‘rgettocaca

aggatgatct
aaaatgaaty
¢cataagerat
tgtgbtkttt
cacttttgac

citasctkgaa
ctgetgtrta
cacagtggta
ggogeotitte
aatagaaage
ctttatecta
taatcocagt
trettgeaty
gtecagtgaaa
tatctgeoecat
tgragtaagg
atatgaagty
gattaaattg
Eaataagaac
gragagaktet
ctgatgotta
ttgtgtaget
aggeaaacec
cotightbgo
ttetaaggra
aacgstteeg
taatatacat
satattteet
tteottagtta
tgtactitge
tgettaceoot
tggggatgac
cectecsooy
agalacaaasa
ttttagaaag
gttagaggtt
tgattcogta
tragtttagt
gegttagagt
agtaccbtta
aacagagttg
aggraatgaa
ctgtgtagag
cagaacacat
aagtgatgta
aagaatttaa
taattgtoat
catacataas
gagacaatat
tetttottte
tetaacgtgt
agttectagt
tgaattigaa
caaggaaaal
tetgtcaatt
agecaaagtag
actggagggg
ctaaggecaa
ttgeattibg
gtacaataca
cotettigat
agaataagat
tatagaagta
ggraactgat
ttatgtacgt
ctasactgit

16200
16260
16320
16380
16440
15500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17260
17340
17400

17440

17520
17580
17640
17760
17760
17820
17880
17940
18000
18080
181320
18180
18240
18360
18360
18420
18480
18540
18600
18680
16726
18780
18840
18900
18980
19020
15080
19140
19200
19260
19320
15380
18440
19500
19580
19620
19680
19740
19860



ttagttoagt
ggtggcgtec
ctegattica
atctgtteay
accettegae
cagasaacat
tataaaaaca
ggattaagay
acccagatay
ttgesctiet
prtotbtetg
aatactygaa
cagaggaage
gitigacrgt
atcaccigta
aatitetgea
gagacttita
tactoaagoa
atctgtgety
atattcocat
tagagttcay
gacraacaga
tetagtaata
agaaktttaaa
tteoaacacaa
gggattaaaa
cagtrtgeaa
getttacetg
gtgtagebga
tretacttag
cagttagtaa
ttaaattgea
gattgoetgag
ataacaatgt
ggatgaccty
coagatttta
gaatgcagea
cogaagacat
- Erteagttgee
gesgggagat
actactoaas
aatgtoagga
ttasactaga
ttacacoctot
cagaaceaat
ggacatgtty
cactaacger
acctgogage
cacttotggo
LLtgtttate
atgabcaget
thatacacat
aacckggtgt
aaagaactee
atcagttttt
ceasaggatgt
gRagtttass
ttttottaac
agttaatces
agesgaagkg
agtgocacte

totaaaactc
tttgaagtgt
gargaatgra
tgeateatet
cagtcacegt
tattatagge
ascaaacgaa
ggtgtgtcaa
tgeragtgca
chttcettta
Ltgtatacat
ttaascaatyg
ctagaaggte
tgtgatcact
tetgactatyg
gtaaaaactt
ttticaggat
gtacaatoca
tatttoaact
agaagagaaa
tatttgttta
aatgerotre
trhgtggaglt
tattttggge
atttagttaa
aaaaaagtca
etucatebey
tagaattaaa
gootcagagy
ttgeatettt
gaaatgttga
tottttatbtge
gattagagat
caaggoagtt
ctgaagagtga
aatattLgte
tgaacaaage
gageaagtaa
ttrethtuet
gtgaatiaat
ttaagactcot
tgatggagte
azggtattte
gactattaat
tacattbet
cacaagigaea
ttigaaaaga
taaactgalbt
aatgaaaate
cohtaggety
geacctgeas
gtagtotea
trttocacgt
tegaagogty
aaaaatatgt
tecaagtaag
tattbggaat
ccktbgtgge
totecatatyg
toatottiga
ggatgtecee

craedaaact
atttgcttca
tgtettcaaa
ctecagtgee
tttaactgte
accagagoagy
aaagaagaaa
acatcatity
gertocttgt
attgcattga
cterototyga
tttgtcaaat
atagtteagt
ttactgagca
aacattatrt
gaagatgota
ataattgata
aagatggtga
tcagaatgac
caggaaggaa
aackcaactt
tttocoagrec
Ettaccacty
ataadaazac
taaatataaa
gtggrrgacy
ttscagtygt
ttagttigea
tcattctgtg
aateagtkag
gggtaatats
tectatgoty
aaaccagaac
gttagatgta
ggttttegte
actgaatagt
ctagotteog
gegtgateogt
taattttgit
getaatgtaga
cxattagaay
atctiotgaa
attetgotac
totgtgasay
gtatgagggt
attgaggtta
cetragetgg
goacebgaay
ehtecagtaa
taaaccate
atgaataata
tgaagtggaa
tteagtetia
ggatatoggc
tgtatatatg
tittocatgsa
gtattttgac
attitattat
gaaattetes
cacttrtgyy
agaaatgtas

agtatgtata
gataggraga
greccaggea
tkatatataa
aaacaatgyy
ttaggtitte
agaateccogat
agtgtatata
crttggartt
tgggttgite
gticaactge
agotacaagy
aactgoetite
Laattgeotta
tgtoatattt

ctitgaaaat

ctggtaaaac
aagtagoeay
acacagtgyga
catttotges
ctgetegttyg
tattgettga
atecLttaack
acaacascol
cttbataaat
totatggaca
gtatotgeaa
ctaaacatta
agtracceag
ttatgaaacy
aaccaatate
tgattgtgba
tgtgtgtaasd
ctagagease
bk ek oF 5 4 o 1 vt o}
accttaacge
attgtttaaa
gotagatage
cretictet
LLttaggtty
tttcagaaac
agtgtgeaac
agtaccegca
tggagetggt
aattagtact
catitaaccs
totggetaga
tttetasaas
agtatcteac
atgattotay
tgtitaaaat
ttcagetaat
cattgttrtt
cagactgtas
ttgatgtant
tggtttttga
agagttaata
acadaaagyga
tagettgeac
agtgticcay
tgggaccaca
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cageagteat
tgeattraat
getaagtagy
tratacatty
ggaadacaaa
catacagaab
cectttetgt
aatagaaact
ctibgggtor
tgaatgttie
Aaagactaatyg
aacagaages
aaagtagtag
ageacaatat
ttgtgetatkt
tttaatatte
aaggaaaaca
gtaascticr
ataaasatat
ggsatcatac
tgggagcata
aaaatateag
taggtttaaa
ctoaaggtgy
atasagtibta
tacagtatct
tggagacett
cogtttarat
ccatatgece
ttttctaatt
asgatbooto
ttttacaata
atctaabeag
tettottgat
cogtggeoty
tacagtgtac
cotgttgoag
tttaagegre
ctgacaatta
gtitgatcaa
tgaatgtcta
tgaataatga
actergoatg
ttatatcage

acpagtggas

gotgsacttt
tecceaaghtyg
cacataaaar
agectoprty
gaagttctga
gtatatagte
cttogtgttt
atttgacagt
gtgactEttt
gtgtactett
ttrattbtge
cagatitagh
aactttgata
gttaatcaaa
gtgcctaaac
cagggtaaca

ctgbgtgacc
tacgtatety
Ltagtttote
traaatatga
casacaagar
cectttgatg
geaggggaty
ttagaactge
gtaatgtaag
caogtettat
Ctocatitat
ataaactcry
Ltatctagag
agegttatgt
acggatgage
tcacttacat
ttgotgtete
aaatgtgate

aatatagaat.

argatggagt
tgttoattaa
egesttatat
agcatatgga
cagyggtatt
agtagagatc
gaacatgtit
tggtetgoea
agagtatara
cretaggert
aaataactes
ctacttgoten
aaagoataat
ttgtgttgeo
gataatgtag
cttaaatgta
atcacaagta
ttegggtotg
atgetettay
ageagtogta
gttttatgee
aagacagaca
gtgagtoaas
totatgerst
tiatgatcat
aaacagetga
rgottcataa
teacetotot
ctaattaagt
ctgeaaacat
gtitgictat
atgetgtoaa
catataagtg
ttgttggtaa
gacacoeatt
tggtcaaagt
tettatergg
ctagtoettt
titragteca
tggkttggte
atagccaccee
gatctgatea

19880
19920
19980
200490
20300
20160
20230
20280
20340
20400
20460
20520
20589
20640
20700
20760
20820
20880
30940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
231368
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
218490
21300
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22326
22390
22440
23500
22860
22620
22680
22740
22900
22860
22920
223980
23040
23100
23160
23220
232820
23340
23400
23480



argtttacay
ttaectoctgh
goacacggygy
tgtgecagag
gaattgeatc
tecagtgectt
agategeatt
tgactegttt
aggcaagaga
caagtagact
cegtgtgatt
acageacage
cetraggtty
gactgttetyg
trtaggeaget
tttebkgaaasa
ctatketota
gteagagtatl
ttgtLtggea
tggtgitgad
geacaccegt
gacettactt
taatactgtg
taaatctatt
tagottgaat
tctatasaat
taacatactyg
gttgtygggat
tocegtatge
tractoktie
aacgacgaga
trtrgtitey
cgtggcagte
cEgcttagtt
atgcraggte
aggagagaga
tLtttetgea
taterittre
aacaggagct
deagaaatac
tttgtitact
gaatktatcca
cottgtottyg
atttegatte
gtgagetecy
tgaaatagkt
atttretaaaa
ggatagetge
tcageaagga
adaaasatebt
sageagaatg
taaaaatace
tgaagaagta
aggoctgtobe
ctettgaaat
asgbttgtta
ggeetgaggy
asatgcacta

<210> 4

tggtaagatg
catgrettet
gtgtcagtga
gtratticet
ttetttoeor
gaaagettaa
atgggrttay
tgegatetgt
cagcgoagoa
Ctaaacatty
tatctocgtt
tcgggagtot
tottacageg
ctagagecat
tetatgggaa
gtgcaagtga
taceaagage
gteotggtac
ctgootcaaa
gtgttecatg
agttttgagy
atagetgtge
agggtgacaa
Loattctgty
attaatceeg
tctagattet
atgacttaty
acgoectaga
tttigtorat
tctbotgtgt

‘graaaggota

ctteatgeag
tatatgaagt
acateaaaat
actattaatt
gagaaagtee
tasacaatat
agaagtygcat
ttttatttty
aaagcatgaa
gagtectate
coceoottge
tetoatttata
geactatgag
gagtectaact
caagtactgt
teggtaater
accLetgggr
getgattoaa
tretttttta
titasaatet
catcagacag
ttgtaatgte
tttadaataa
tetottagta
totttgtaga
aaagctateg
agtagtgtec

<211> 18700

<212> ADN

ttcasagtag
cgtetgtoce
tagocootet
gteoatgtgy
toctttecaa
ttcaggigte
cigggteaac
ccagagacga
geagagerty
eoLtatgetit
crrtttoavta
ttcatgtita
tgtgtggatg
gtesavttyg
aaasanaaaa
cacogtasat
ttggcactta
accagghtgt
gacaaaggac
tttactcree
gagetgagay
craaggegay
ctaaaacaaa
ttagthgaat
gyatacttga
ctotgtasaa
ttetttetea
tiagaatgaa
ttaaaagtag
aaatoacage
gagoageaca
asatggaggia
ttektatett
tagagaggayg
ttecatetgg
agtgttgaga
cacaaggetce
tattgaatac
ttitgbtaca
ageatagite
ttreacagge
catatgetta
ttttagaaat
totacegact
cLtgcagtagy
aaatgtaaaa
aagttrtata
grtataaaae
gectontgga
attteeetia
agtttaagtt
tgaaattgoe
tactttataa
goeeeataca
atatttetea
goectttagte
aaatactige
cgtattctgt

cacaaagoee
aagaccataa
tggcttggaa
actgtgeget
gtttgcacag
Lteeetcacte
agtaetgeott
cotgticagh
ggcetgoott
tecagaagey
ctgagactey
geataaggyg
geLtggactyg
getatetogty
cgaaacaaaa
asagagagoyc
cagegtgtig
cgtocacgag
tggttoeoet
cagetoettea
ctgaacotat
ggracactea
ataaaatget
taaat<aaca
atggaagsaa
aggtotagty
gtrgttggar
tactteagay
ggaggaggas
teatgtgoas
acagtgtttt
crotycatga
accagacata
agaccttgga
gtetcactaa
tetgtagaca
tioggtactyg
atctgtaaac
gcatatoegt
aagtgohotyg
titcaactotyg
cktataactta
gtaaacaatt
attgetgece
taaattygaett
cactitatga
vEtroatgaa
ATFaggages
gttgeotbat
tetttgage
gagoctattea
ttttazatte
gatctaaaaa
totatgecacs
taagtgtttc
agtattgtge
gtattcetata
ttgge
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atctigtita
aAdgaaggaag
agggetacgt
tteacastgy
tattetbasa

gaggatgect

tetgageate
goagaaccey
ctgtecergt
tacacagtot
ctgtaaccayg
Fgaaageebt
atacttotrg
gaacagetga
wacaacasas
crittaecot
ctotgeagay
cagecagagy
goggtaacte
faaagageea
ctgetegtta
cacaggtygee
actgottagy
aatagagtta
tgaaatgtta
aactctagga
ttgaagrges
atttgaatgt
goaagqgaag
geotgttaca
ggagcteata
agetgtoeage
tetgeaagaa
tgttgagaty
cottataaca
Aaaaaaaaaa
aaatgtgtat
ateatectad
gtgatcagty
atagragags
gtacactage
ttgcatgtac
agtgeaatte
ctggtioggt
aaacctoate
tagggaagtc
caagtgtgat
gegagitaca
cgetgtaaaa
rasaaggaga
cttetrtegy
aaacaatitt
acaaaaagta
teattotgta
tgacagtgaa
catotacaay
agcaaacktgg

agcatctgga
ageatccaaa
gtgeratooe
aagtttaaca
ttgaaatite
ctoettteoety
tigeagcaga
tgagetictga
atcatgaagc
tteactggaa
ggagagagaa
ctygasacgt
actatccaay
tgtgrteete
gaccogeoegy
gtggtortea
ctgtocogea
gyagtgaatt
tggttoctar
agtigggett
tecgagaggt
accttttgaa
aaccagtaag
gaccaliaac
tyeErataty
agttetttto
agacaaatrk
aagtaactie
tctoetegea
ttagtgatge
tgaaactaac
trtgaaatad
acaagtgeat
tregeattth
gacatagggt
gaagetaaag
ageatgott
attactiteot
agacggggas
tttgaaatgt
taaaattgta
aatatacaaa
tgractecty
tgtgotgott
sacccagaac
tattagtaat
tgtgattaay
gtatoigtaa
gteegggtaa
tggaatgaca
atcetttett
aatatatttt
ctttasataa
tattaaagty
gacagactet
agatgatzaa
dtkteagaga

23520
23589
23640
237098
23760
23820
23880
231840
24009
24060
24120
24189
24249
34300
24368
24420
24480
24540
24600
24680
24720
24780
24840
24300
24950
25020
25080
25140
28200
28360
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25730
25800
258690
25920
25580
28040¢
26100
26180
26220
26280
26340
264090
264560
286520
26580
26640
26760
26760
26820
26880
26916



<400> 4

agoaaaacga
gtgagagagt
aaatitaaaa
tgttgatita
acacagactet
aataatcaaa
agggtttoet
vtogetacat
getgtatgte
aagaastate
ttggaataac
tagegbgaty
gaactetact
atettegtgn
agaaggatge
ctetgticayg
tttgtgagee
atasacttkt
agaaaacaty
GYASBACRAA
ctiagagtig
cacaaacatt
oQtrottott
goactyeact
gogatgacag
atctgtaaga
aagaaaaata
tgtocttgac
ctecaggaatt
agghiggagyg
tgcaaggagt
tgaccttaag
gtggtagtaa
tcacgaccoa
tackocosaa
tgtactttat
geacatgtge
cgaattaggg
ctgtttagag
agaaaccaas
atcacrtgge
cetgescaga
agagggagga
ctiigotgtyg
tagatagoete
agtotrgata
teaatrtaac
caatocetga
gytgacgrgt
ggtigcaaaa
catgagagta
ctttitgeac
ttgatgoeta
tgoocetaaaa
cggttitgaat

agaattgett
gagtgagtaa
taaatgtttt
attactgeyy
attigreagy
tetigatgaa
gaaaaggtca
ggtgrttgat
trLgtteeee
ctgaacotgt

gacagaggaa

ttagggcaga
taatctacdca
ctagataatg
tgtasagbet
acorotagge
tatagaaaga
tgageagagyg

ggaatgtggt
actrgettgy”

tageccactea
gtrgtggaat
taggtaatag
ceatggaaaa
gataaaaaat

‘gagecacaga
ggtttaaget

agtaggaaga
aggttttaaa
Lgoctggggat
cagaaceact
gotcagagos
taacatgete
geasatgges
ttootgattyg
acaaatgtgt
tetgtgatgs
cagogatett
agggrLetot
cagggetaye
agacatgeaa
cteagecaaa
aagteactee
agagettoct

caaaaca’aaa

ateectacag
ttcaaatgte
agtekgocaa
ccaaaaagtt
agtrrttaaa
tgaaatgaga
aggacteecet
caagtttest
taaatcgeat
accaaactte

<213> Cairina moschata

ggaagatget
tatteagtat
tegrtrgtet
taggtattta
aasaasattg
gtataattat
gttitaagte
gocatgtaaa
attcaghoay
tttgtggaty
tecataggea
gtaggtgagta
tatgtaagag
taccagatat
caagtctoay
cagtaattta
tcaaattgtg
agasgeagty
cegagaceas
aaaaccetat
tecagetgaat
gtatgaacag
tagaacacot
tgytgaagaaa
gagecttgot
gasgaaagaa
gergoaggaa
attaagetgt
gagaatatte
aaggctasty
tetoggaagt
atgcatbtoe
ttgoggaghy
ttttoocacte
aatacgacty
gggactattg
tacagagtet
aaacecttcat
gottgottge
setgeociad
taccobiitl
trootgooty
caaagoakat
totggeasgt
caadaagLoy
tgtatcaakt
tgagttacac
gttoaaagea
ttoctgtygge
erctoeaaat
sageecagete
ggacagtbyg
ygggtkekgoo
cargteetge
gttgttagtt

tggttitgte
ctttaaagty
taaaaggage
ctgtgeecty
tcatagatca
taatackyty
ttotattghe
tagttaccag
chggaateoat
tetEcatige
caggacoaaa
cticagtgge
actigoagea
gygtaaacaat
cttgtgbcte
aactggaass
tcagagtaat
aacagagets
tetagaaata
teagagotgt
atgatt<aac
gaatgtagte
ttergggaasa
gtggaaataa
ttaaggtgat
agaaacagtt
gectttaget
agoatgeack
gtaggeater
gasatcoota
saaactotgt
gitttcatet
gcacaggtbot
ttetgttoea
aaaactbcaa
cagaTRIctL
ggggrgacty
ctgaacttty
atbtgttcta

ettetattoe

toacccogyt
ceagtggagqg
actaaaaata
ageeatgoag
ctaaagttaa
ttagettott
cattgacace
gggaggagyge
trLocetgtay
tgotgotaac
crtgatttag
gotyggataat
atatttteca
cgtatgtttt
ctLtoagaygy
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Cagzataaata
tegagaaaty
Egtgtgettt
ggaaacggta
tettraaata
attacatatc
Aazatctgatg
- atagacgrtt
tgaaacagag
aatagetggt
cacotLtcat
toctatgkon
caggcazaac
tttcaagect
tgtttecace
ttaatggaac
gtitgotectt
tactttoatg
gaggtittga
gaatcattoca
gatatgotga
tgtaagsatge
atggtatcca
toeragagaaa
gagagaasay
cteatoattyg
tagacateayg
toectggagag
ttrggggety
coagoeacte
actggeagay
ttteoacttaa
geatggktat
gattrtoggg
caegttetta
actgathite
mactgtrace
gotagagaty
azacgacagt
ctggatactt
acgraangaa
gegttataga
ggceaatgea
etgoettata
atgeagegag
ccagagtgea
attgteaaga
ctttaaagtt
agtaggaact
tasacatocet
actagetiga
agaagtgasc
gtgattrigrg
gactatgaaa
chgtgataa

gotgetgags
taatggggas
tatgttgaca
fccucagtca
agagttgaca
catotttgea
tetggagtag
tatttratgt
aaggttLoete
cactgaasto
tgtecteata
atgctitaat
aagggaagtt
CRYgIgACAAN
Ettotgttct

agagaaacty.

ctacacceag
agtttgeata
aaacctgtis
cagacaaced
&aa3asalaa
gtgtortggt
getgttgtag
aglaatgaga
tgctittoaa
caggtaggac
aatgggtaat
gtegtoggaat
gtgcaattgt
taaggectic
gtockgtgot
aatageactt
gaagttteotg
agtactLect
gtygcacgaag
tocactgtgt
cagtetttae
agtettoccatt
ctggatgaga
tacttggcae
aggacgtygok
ggctigggge
tigoasarayg
gttttgagoe
cagtgortar
ggkagtttae
ctagtgatyy
gaaatacteg
goagtagcta
taaatcetga
daagaataaa
cattecaggte
agateatct
atggaggttt
aggaaaacgt

&0
128
180
239
300
380
420
480
548
609
660
730
780
8§40
900
850

1028
108¢
1140
1200
1264
1320
13890
1440
150¢
1560
1E20
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
252¢
2580
2640
27708
2760
2820
2880
29490
3000
3980
3120
3180
3240
3300



gaagettita
tagttaaate
titgracggy
ttetgtatee
tcacatteovy
atttaagaty
tttggaaage
gtaaacktty
atttaasaaac
cgtatacete
aagaaacoyge
caggtgctot
tgattagtgt
accatcaagt
teccagaaga
ttttcatect
gtaaageggy
aggttgrtta
ttcttgagge
tgoacattta
gtttgaggat
aaggagagay
getigeatta
gcatgggagyg
ggragtgeca
atcagatoge
atagecttac
aagoonaktt
tggoteacayg
gtttoctggag
gttecatteet
gtgttoctga
ottcegttet
acttgokite
actgattoot
agagggatig
aagtgeaagt
tatcetaggtt
ttoatgoagy
gataaaataa
tregoctict
atcatetage
ceetggaaac
gttgectgatc
tetgteektg
gttggragga
gteegertgg
atgoegetygg
ttcagtaace
agacactgecco
tttttoccag
attteatter
ceeacecaaa
cigtitgote
toctgagecca
tgeeatggca
agtetttatyg
tLcagoetga
gacategoce
cttoccatat
gatcazattt

tgtaaargat
cetocaatga
tgttttetct
aattacctyga
tttaaackted
tgectggaag
ctitctgaca
ccagacteca
ttgatggrat
gaggaaaggc
catctotgeot
getetgeaat
ctggagooag
trttagooct
aaggetattt
tgtotcatay
atcetgaatyg
tettgagate
agottttoes
agccaaattc
ctgaatgast
gagtacotygat
taatetgece
cagcagectt
grtggatolyg

tgeettggag

cacetootot
accoatgoetg
crtagynagec
ggatgcaggt
togaaagoaa
eggeaagace
gactgaagtt
ttaggaggct
tergagtoac
atgaatggac
gtoaacatat
accaageaag
ccatgattig
tttagaagte
aaaagatgtyg
tagaasatge
atcaatgyget
teagetaace
cptecataat
agaacaaaga
qagasgttge
atgttactie
agactaaasg
cactgteccay
certotggaa
gotgcooctay
ctgtagocga
cattaagate
aagtagceagt
ctgtatgaar
cggeagaaaa
tagttgetta
ckeattecag
gagascagyy
tetecaggea

catgatttob
trttcagota
(el oo} 4 2 o 4 ok o o
tergtgtgge
tcagtagtat
gggttcaaag
cltgtcaagea
agtiaacega
cagtgtotaa
tttcagttaa
cagtacttca
taacecegtge
gtagetigaa
coctttagag
ctegeottag
ggattbttaa
ggtgacagak
ttaaaaakgg
ctgaagtatc
agatcoaggyg
atittgecay
gggcagttoe
agaaaagakt
ggcatgtgag
caageeteag
coenttgetg
catcatetit
atat¢aacayg
tetaginaca
acgtottgea
ctaagcaaag
teetgecage
gaagqtacag
tgtettgtgg
coagrageoga
agtgagtgac
aaatgctgag
gttiragtaa
ccaggectga
aggsaascas
cgttocagay
gcaggettgea
cogatancag
aactbeotgt
guggtgcaay
aattgrtdac
acagaactta
taatagoaga
cagatcotga
taatgtoagy
ataggeecage
gragtttgat
geaccreget
tgettaaatt
getaggtgta
aaagttatty
teaaacttgy
agetagaata
acctacagaa
gagetaceoca
gttazaggea

cattigeate
tgtcacataa
attgtctaat
aatiaaacag
gaccacacta
agacaggage
atatttacat
acaacotgag
gackttgrgte
tgataaaat
tggeatettg
tgttaattaa
aaagetteaa
gaaggtteag
aatggggott
ggacagatte
aatacgtagyg
acttattLec
tgacttigoe
tgtggtgtta
erigtgecat
checeagoot
tetgaaatac
etetgecace
cgaatacage
gtotteetoa
tgagtricta
gttecagatt
cagetaagte
croaggtgee
tggggaatceo
Agccaacegoe
tacaaactge
ggagasaaaa
taggeaaaget
ctasagacet
trgttgtate
grotgttecga
gotetgagat
tcagagacaa
agatcacaace
gatacqgeea
taagaacaas
astateagoa
caggaatgoe
coagaaggyge
tgcoraacaac
eghtaatate
aacacteety
cgetotetga
totgacatgt
aaaggokect

FJTIACAARAC

Ftttegtaca
cateaggagt
ttaagaatca

tetecaceet

taagaaacca
daaaacgaca
ggeattteca
gctgeacecg
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aagaatatet
atgacegaas
actcagetta
aagatoagog
gttggtetey
agtagtgtgt
caaaagggaa
atttagataa
ageerateay
taagagcaga
aatbtctgea
aatgtastgt
gattatbtet
aggaggtcoet
ggcagtectt
ctgadaggat
aatictgget
gtttttaagt
cttactygace
cteetagaac
acaactegag
ggeatgeger
ttgageaget
Egatgocogy
cttogivage
getettetee
tecteacgtt
trttaaaaaa
certgcagor
taatgaaage
catgtototy
tgtgtttgaa
Tggcetaaaag
aaaaagtaca
aggagaaaaa
aactcaaaqg
caagtacoce
aaagttacat
atteootggas
agcattattt
gttggetoca
gategacctoe
actyggteate
aatatttctyg
tgggatceag
aasaaaggac
ttrkgeacgo
agttattaat
tggktgaaca
acttgacagg
trotgatate
tectoctget
tgcacteget
saggaacact
tgttiggeoat
ttategctte
tacagaaagce
tgaartterg
ctttightac
ttcttataat
gagacchboge

tcocagaatay
aganggtaat
tatttgagte
teattgtact
taagtttgta
cteacttece
ctygaattotg
aceoktggtyg
arattgraga
gttttggcaa
gtragaggta
tegotaaata
ttttaccosagy
atttaateotyg
ttragagoae
tttocacegg
tectactgee
gtasactgag
atetoagtot
agetobtacy
aggacctgea
cogtgtetoo
gocacaaktet
tetgtactga
gagttotetg
tgttacteoag
acagccaggh
caatcetghe
atttagaaat
agattgacet
ceocactiet
gtoagoeage
aagetgettyg
gataasteot

atgggateac

acgttaciie
actgtigyggy
acagetgaca
ggttagagag
ataaaattat
acettttrge
ctitgacootg
tagtaaatow
ctttkgtaaa
aaacgogoty
taatgebte
aatcagaaag
tagaaakgte
gtorektgae
gcagctgetg
agetgagtgt
cragagctaa
agggitenge
caaactgatt
gaagaaacat
cttgatacca
agaggaatge
tgtgeactge
takerbtite
ttkaectecaa
tcagectoce

3360
3420
3480
3540
3600
1660
3720
3790
3840
3900
3960
4020
4080
4140 .
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4850
4920
4980
5040
5100
8160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6189
£240
6300
§380
5420
§480
6540
6600
6660
5720
8780
6840
6900
6960



sttgeatoes

gaccotttoe
gaacocctoot
gagageLeeoe
ggagegogga
crectegeny
cgeggageee
gotggagace
ggacgacgas
cggogerege
catckcaaga
atagtectty
cagotacotyg
goetgagoagy
getggttcea
geaaaatgta
tagottgote
acgteagteg
cageaataat
aggttigtea
cacggctaag
tcotaatgta
tgtaagtott
tictttaght
goaaggaget
caggaagaga
ggeggaaade
ggagtiaccsa
ttetegoagy
tagtgaggea
geasaagoge
sttetggaga
egqtagettta
caagekgoto
gottgggaayg
cgtgeccage
ggageagate
cagegactia
getetggagyt
catggggaag
chtgratgtgy
cogtgaagaa
goctcagatea
cegaaagtgt
acagctacgt
tatggoatcea
gagoggtget
ctacaacatyg
cagttacate
tgttasaaay
tgtgtocagd
cttagaarct
tggaagtgga
geeagacatg
aatagttgaa
bECaaatgeta
aattceacay
aaacaaatta
ttigetigtt
cattectgag
cgatakogea

acggagonge
gacacgegic
wogggetete
cagagggeeo
aggeggegec
cocgeageey
tteggogeey
ttectecgay
googaeetget
gacatecocs
gtoatgeaga
ctggatgaaa
cccaacancy
ataggggatry
cotagtaack
gaatcagoeo
aagtatacge
aaacgoagge
atacaaagow

gotacagoag

agageaagat
aagcagagta
attaaagaas
cscasttate
gagagtaaca
gtagagatac
agttoricay
aatagggrit
tactoygagg
ggtgtaaage
aacsaaggte
atgagaagta
trgagacaaa
agtegggeae
gageetgota
agogtacgoeg
cctgragagy
caggtgtaco
tcaaaceata
tacgctaage
cttegtotgg
attttgyeta
tttttetata
atttgggora
potetaacty
aagctoogtt
gtigaagoac
caactgalaa
ggctottcag
gttertaaat
gottitgata
gagaasaasa
asaaccaggs
dagcagtttyg
cagagcttaa
aataataaca
ggetoootty
tecagtgagy
asaccadact
ratggettet
gagtgttcey

gtttagtgag
ceoegbocett
tocggtregga
|ggeceegygy
ggggccgety
caacacegge
tgetgggege
ggotggggea
accgrageet
ggaoaticag
ggctgtatgg
acagttotoa
caacagaaac
aggtygatgat
gthtaccaagt
cagegttigt
agaaaagger
aaagactiga
tagggtecge
catocttaaa
tagaagagaa
ttcecangag
aatacattte
atcatgggaa
gacatttaaa
acaggoctat
gacacasaaa
tgeocatgtac
aacqgttteee
gactaataga
tgeoacagaa
cgtLtcaaaa
attgocoetek
ctttgectyg
agegtatage
stootobege
cgtotgatto
tetttgtgag
aCaAgGeYCoyY
tttecttgos
coaasggtaa
aattoctata
ccacogagac
agttacagga
cagaggagat
Ltoattoccaa
agacgttgag
atetatttag
tgtitgggag
cagabggtga
geatioetea
ctgtetacty
agttatacag
tgtooogget
ctttcaatga
tectagaaat
tgteaacott
tacagaagga
taacgeatge
tgatasacce
aatttaaaca

aaacctoges
ttoeteagtge
ggaggoagga
gcggagegge
<g9gggegrag
cooggreecg
cebgogggac
gageggegoe
cgtgtoccag
cttygageag
gaasaagaag
ctkogaaatc
catgegtate
gtatttatty
chgtgggraa
tasaacaacygyg
aacgtiteas
agetaatgte
tgetetggaa
aaggaagoLt
agagagggag
gtatggaace
tcaaagaagt
gaagtetgty
goocagoatt
acctoggtty
goaggaaagt
aatatacatt
aaaatecttc
aacgatatte
aadatggaga
actoktaaag
toggatatet
geaageagay
aageoageadga
ageatctgeyg
agtoctoagg
ggagtgegly
gttcticsag
ggtgttgatg
teactttgtt
ctggetgatyg
catgttccag
cattggaatt
ggaagegate
aghoagiaga
caaggaaage
tgtgttaaat
agatgatate
aattcoeteat
cgataaactt
catacggege
gagacatgtt
teaktgagagt
gacaaghgeoe
tgagegeage
gettigeage
tggagicceyg
aagaactite
caasaagacy
gotgoraaas
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cgaggtgacg
adaggoages
gegggcogty
cgeggoeatyg
cgcotoceey
gegggcedey
tgceacgege

gaggaagoog

tgogtggtgt
ttatctagte
aagaacatco
atgocgetok
agtggeotet
gageactgty

‘ceaatbtatg

ctiteaaage
agacagtate
torageatga
saacagagta
gctagygaad
gaacaggott
agetgtgtag
aacagtgata
geagacaasa
gasatgoaayg
gattggatac
cegctagabs
gacaggaagt
ctattgaate
ttaagocaaa
aagsagaage

aatcatyggaa
gaaaccattt

geteacaagqge
tgogaatetg
tgrgtggagr
gagettctea
gagogggtga
aacgtgaaag
tggaagatga
cotgectety
gatacgtaty
aga’aacatye
agaaageatt
catoagaaaa
ctaagagcea
agagosaaga
tatgaacgaa
fagaagaaght
ttctactatyg
gtggaagtga
tatgcagtag
tétactitoa
acetostige
agtetatita
tactacttac
ttgtgetarg
atcogtetea
ctasggacte
gtggtgaatt
tgtegteigsa

ggctgcaggy
accgoeocokt
accgc_:cgccc:
trgagygceg
cLreoooygocy
ceatggegyy
aggeggecce
aggtygtgeg
gtgboccooca
agagogaagt
tecatatatyy
caaacgtgta
gggaaacget
caatertrat
aacttatete
agadacgtag
ttteaaagte
gasataaase
getecaatge
aactggaagt
gtaatactge
catcacgtte
tgretogtee
gotottteot
caggatcoag
caatogaace
atctyggoaga
tretectgta
goeckgasgyy
atcogtttgy
ttoecaaacy
agttocctita
tgggaaaage
aagragaacsa
gocacaccaa
£agggoagga
aggagcacty
Lecoogoaga
catteattee
gagtaaatga
sacacegtta
ttgttgagtt
LEtoectacta
ttgecaaagt
aatascttecg
toghragaay
agatgaatea
ctataaacac
ggaagacatt
tasaggecga
ttteacaggt
ttatgatcac
aggattttat
gagatgcaat
attttttbet
agrgetotay
gagacatgga
ttgatgactt

tagcaatgag

tttotgttga
tceratgatyg

7020
7080
7140
7200
72649
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
740
T80¢
785D
7920
TORG
8040
8100
8160
8220
azago
§340
8400
8460
8520
4580
8640
8790
8780
8820
8880
8%40.
S000
2060
8130
9180
240
8300
9360
9420
9480
9540
2600
9660
97920
9780
S840
9300
2960
10020
10080
101490
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620



tggottatta
tacttoctate
acacaaattyg
caatageogtt
grttoccatgec
cttocteaga
Locaggget
gtggekctge
ctigettaayg
taaggracta
ggactgatet
ctagttgoea
ceaeteogac
gtcattetat
atageaggca
geagtttore
cagattgacy
gcagatgatt
cttoagacay
atagtrttge
cacatgtias
tattgtitgy
totttacagt
tagtteaate
attattaate
attttaecoet
gttgotgaaa
aacetataag
cagaaccact
catggatgetyg
ctgasagace
aagttigtasa
atagcatget
tgttecagtgt
ttcagcaaaa
agagectgttg
atetttggaa
ttocagatbteg
ttagattaac
attaggcaaa
tttgraatac
ctottettet
ggaggacate
ttattagact
qacktteatta
gtaaatttga
caaaagebty
ttaagogygaa
ttoetttcaga
Cectttactt
tagaatsata
tcatgtgget
atttgggtte
catttggeea
atatggtget
gaatttatte
gtatgtaaga
agatgtatgt
gacagtatie
taaghtetee
agttotgtgt

trggatacac
agaktcaagte
grtgeagtes
aaaagagttt
tgtgttacte
grecatocgetg
actittaggta
tateatgect
ceeetgaagt
ctgaagacay
agagLiecta
gecatctgit
tgtecottice
totggagagt
tgerggggay
actacaggel
atgatgaaca
tggaaaaagt
tacactgeta
tgoctagtga
ttaactotot
Raattbgtea
ghttctttga
taaaaacagt
acattatgat
astgtotgey
tgbatgattt

gtgettttgt

gaagagcgge
tttgatcaga
crtatatagga
tggoaggeat
ttotgaatta
tctoctigete
cataacgota
gctettigat
gaagaaaaca
cttrggetga
abtggaacye
tattictgag
aaaatactygc
tctttctgra
acattgtage
agatgeaaags
ggttgaagag
ctaacttcaa
goectaagtad
asaageagte
ctttatdtece
cttaaacaat
gagaggatag
tagacatcac
cctaccteat
tgaggsaata
agottetaaa
tcattittgea
creetataasg
tagtactgta
gtgggtaatt
gattteaart
cbegatgact

agacactiga
titoctivaa
ttaaactgaa
tcattaatgt
aagtigeatt
agaatgcate
acagaggtge
tcactgbocaa
tctgtatgac
tgacagaace
gietagacta
gtitgeococt
taataaaatg
geagtygggge
gtaatggats
ttctataaga
aggttacgac
ctatattoct
cagotgatts
ctgtetaaac
ctrgteigge
attetoaaagy
tgttttactet
tatagtetet
azgactetet
asagacatta
tetotggaag
tttacktigt
tetgagtaga
ttattacagt
aagcattgga
totetqagaa
aattgoaaga
tgotttattyg
tagttgatas
tgtgctgatt
cegttatgtce
gratgatgta
aasactrtgt
caaaatatgco
tgocatagta
taggacagay
fotocrgigta
actgaacaga
rtacrgegta
attaacaaca
tgectaaatt
acaagotaae
teggoecagh

ttectototy

tootacaaar
teaceagata
cettigtity
ctagatteat
geotaggtet
cadagagtatt
ggaageatta
tgettoctga
tagattteeyr
tacgotgtea
grgtttieca

ggtttactgt
ttcaaacaga
atgeeatgge
ctacaagata

‘taaccagaaa

gtgetgetat
atctggoraty
actgtcaaac
acagetatic
atctatttgt
gagctogety
coecogtyes
aggaaattge
aggacagraa
tggtagttta
ctttgtagaa
ctggactigt
catgggotea
catgacacty
agattacatt
ttcaaagagt
aaacttgtag
aaagtaatta
caadcatett
catgttoaty
gootttgeaa
ttttatoteg
gtaagtaaag
toetbgtgaat
atttataata
cazagtacag
acctgotghe
taaatttaga
geaccatatt
tttgagagtt
tattrtgeote
tottatotga

tgaraacaasa.

tgaccaatag
ttecgagitt
ageasactaa
agactggeas
ctoaaggaty
aacagtgaca
agtatectetg
gugatgattyg
gtgetaattt
ttgrtestbg
aaaatcoaga
cegcetgtee
cttattacaa
gaaaaacttg
geteaactga
aaaaacagat
aggtrgeett
taactttaca
gattacateg
coocaghaaca
ccataagate
aaataaattyg
gteagtagta
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gattactoea
acagetggga
tegttretty
tthtactte
gttaggaaca
tetatgetga
tteccttety
cacsaagttg
‘ceggaagatoe
caagatttea
atcagoctey
ttectigace
atcgoatigt
gggggaggat
tegagtaasg
atckoacett
totgoatace
tocatggavag
gaaaaaacaa
taattagaga
ttgtacattt
tacghagcay
gaacacatta
taggatatta
tggtagataa
ataccaatct
tgatgagaaa
tggaggaget
aggaatgott
agatgttttt
gtcattaagt
agetgeotata
aacaatgate
Ltgcagteag
ttetigotee
toggeatgga
cagtaaaaca
gaagtttgge
tgggttaaay
gcatgtgree
atgtgttaca
gagaaattat
gctataaatt
aatcasteece
caataccaty
agaattgoea
tatacaaata
tetatertat
goalagagac
cacctetaaa
agacttaace
aagactgtya
acaatgaaty
ttatggttag
ggotttatge
gggaaatgga
tgcaggtcaa
geetagteta
acctgtagty
cktettaagy
taagetaget

getagecetg
aaaacatgaa
atttacagat
aggeottacag
akccegatet
dagetaaaaa
agygcagoaga
tttacaaaty
caaaggatac
Zagetsteet
antgtgocet
ctggaaggty
ctgagtaggt
tgggasgaca
Taaaggatig
atbteoatted
taascattat
gtttgrttga
toktecagty
ctaagaaata
geagttacge
totgtgactt
ctEgtigigo
ataagagtag
cbaacaceed
gtoacttgtg
tgggtacatyg
gotggagaca
ctagatttty
faactitaca
agctgatgta
cogtaaatac
actgaaaaac
gacaaatita
tcagttagtyg
agotgaacct
attcagagty
agtgttactg

tgactgaage.

gotgtgtty
acagetaact
gaagygeaty
ttttactgat
catgactgta
caatttttot
acaaatgttyg
gttaagacaa
atgatoLgyt
cotttocaty
actgtggtte
ctaggaattt
geatggttat
gaatgaatig
cggocactga
ttttggaaaa
geatgaggta
aggaggaage
gtggtiteaa
tggaaataat
rcatgetget
gtcatgattyg

106690
16740
10800
10860
10920
10880
11040
11100
113160
11220
11289
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700

11780

11820
11880
11940
12000
12060
123120
12180
12240
312300
12360
12420
12480
12540
13600
12660
12726
12780
12840
12500
129860
13620
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13629
13680
13740
13800
13860
13520
13980
14040
14100
14160

14220
14289



tggagtagty
tgbhogbtta
goetoadasa
saagetosga
asggtgtgty
Hrgotgeagt
rgcesgookt
LECacaassy
scatacgery
thgasagaat
ctotohrcas
gaasaaatac
tsegoatiag
tagtyotict
ttkcigtagt
ytssgesgas
tatasaggsa
ctageagats
Agsctraogt
sabgogtgta
stetgkaget
agecargaoa
goatgedatt
acegtegty
gatgtistar
ttoatsatgy
atgatgaage
ghtecastas
aretotytat
grktautgoa
cagaacatas
tgeagotica
tragctgage
fattgoages

agtaastets

aataakgots
ggaaatotyg
cagaaactos
tgtiaddaaa
gattagarty
gtagtgatel
agagateace
cargutqies
StgigotEe
ataagigaga
LEasgatatyg
Loceattt
ckaggtosay
crggttetgt
chaatgltakbt
skotgteagt
gageattgac
gigacttaty
Lgataacant
atagnaaget
LEtggageat
Ltggoottey

dagageraty

taggataatg
taggagacaa

seLgcLgeay
atiagaccay
tgegeracty
seagtoagag
rgeagtgaty
garkoagoty
togtracate
attcagants
tatgtaassy
Aggaaataae
‘CaCIEOTEAL
crtecgagta
tapakbtygoas
Yoatgtateg
. AtatEsatag
asgsaggagt
tgrrErocat
tgrtkrckrg
attacgages
L petEtagaty
atigasta’e
L Eegaktogryg

isacEgtaaty

actagatuss
catRARCARS
teetatkraa
saagttcata
tgtgattaaa
EELEGoa3gs
LebEgaesas

tgtazagtea

tggargtaet
sggraaadne

ctbsbageaa;
tgttartact

Eaatgtgtta
phgsagatas
LEaaascosy
glacutyoat
tgtagaaany
fhbrbotory
gtagkbctgt
aggaaagtgs
taatggaacs

grasabects’
acectgoaad
‘gasargeces

atgascgoay
gtgattaate
Cageagacsy

toactabagt:

gtgetkgent
crogttatot
gteactgtog
gtgrgeboag
torapneLte

gtavgtggce

guggasgyaa

gackgasgey

sgeatgsagt

acatcaterg

tgtcaaggit

tRgadasay
agataygggt
CEgREgagey
tkEggecang
toctaggget
esctobeiaa
thgeasgugy
coRgLascag
crarsacaga
fod e ey e Tk nh 8 8
aactehgutt
agrtggaaca
agcaagqgety
gttergetys
gaasrigass
ABACARIFAG
guggtytigy
tEgtatatga
tEtoatttar
goatanctey
tragtttrce
chttactaas
gacaghttaas
grigestges
goagetgaar
aatbgatost
CLatgatbge
fgrtgottat
rgttaagaaa
tagbetatkt
Faghbtaagos

‘goattatese

tagtiagget
ataccatgay
tEesagoaat
aatoacasay
thassghgks
Egtiggaaat
aggugtgtag
dgoagagbge
etgaboantg
gtEgbtatty
tohgcatgea
daratotgra
cratggassd
atasacagayg

Taac c_agtgt;

LEEggacate

LrLotrtaaa
trtetttaag
gogtttacat
aagggatiet
Egtgratite
gretgeasdt
gictgtivec

cogeroaiey

goasaatast
ttgeagagty
faagtagoas
tazagtaage

tagatbacca

acttgragat

SEOLgEIAaN
cergthtgoa
aestgglaae

&saga&gga&_

agagebgeets
tepsttcass
xaggLgdacg
Lrbggegagy
tatorasaat
agetatgags
attgtagage
LtrRatetee
sgcadaataa
sasagoagag
sikeaggatt
cogaggager

greaackahn

StAgactggy
atrattaaty
cogaggagte
agtagagoers
trkacagast
tegtataaty
ptaatateee
sgooazasat
aatzectget
tigasagata
travegtget
aaagttgett
toHggSaast
gyt rosgIcs

Hascbbasss

gasaateigy
cathasaghs
gettasktat
ctgtiaaces
gtroataktge
ctgutygeas
cacttgagis
thtgattata
Egtactgags
acatctbeot
aggacgsaat
toagoattag
cECtggeatt
stattttrgg
agabgggata
gttttgroat
agotagaget

astacatoo

torckadasy
gutacagtat
crgeagtate
getgekoghe
aaagubitie

‘gratgaceat

agtastgayt
rasatgactt
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aAgLtggsans

resactgest

traggbtgga ctgtagaaga

areEcacote
gaaaagetar
cscogtosty
SgEScAgaras
gagacssgty

_Cacasageca
kehotatiag

Spattightak

-atzagEacta
tasgtytiut

atgbekttat

CEagacegees
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REIVINDICAGOES

1. Polipéptido isolado ou recombinante compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 80% de identidade
de sequéncia de aminodcidos com a sequéncia de aminocdcido SEQ
ID N°: 1 da transcriptase inversa da telomerase de Cairina

moschata, e tendo actividade TERT.

2. Molécula de Aacidos nucleicos isolada ou recombinante que

codifica um polipéptido de acordo com a reivindicacédo 1.

3. Molécula de &acidos nucleicos isolada ou recombinante de
acordo com a reivindicacdo 2 em que a dita molécula de acidos
nucleicos compreende uma sequéncia de &cidos nucleicos que
tem pelo menos 90% de identidade de sequéncia de Aacidos

nucleico com a SEQ ID N°: 2.

4. Vector que transporta uma molécula de &acidos nucleicos
isolada ou recombinante de acordo com gqualguer uma das

reivindicacdes 2 ou 3.

5. Vector de acordo com a reivindicacdo 4, em que o dito
vector compreende duas sequéncias homélogas a uma sequéncia

de ADN alvo.

6. Vector de acordo com a reivindicacdo 5, em que a dita
molécula de acidos nucleicos é rodeada pelas ditas sequéncias

homélogas.

7. Vector de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 5 a
6, em que o dito vector compreende adicionalmente um primeiro
marcador de seleccdao em que o dito primeiro marcador de

seleccao ¢ um marcador de seleccdo positivo e em gque o dito
1



primeiro marcador de seleccao € rodeado pelas ditas

sequéncias homdélogas.

8. Vector de acordo com a reivindicacdo 7, em que o dito
primeiro marcador de selecgdo é rodeado por sequéncias que

permitem a sua supressao.

9. Vector de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 5 a
8, em que o dito vector compreende um segundo marcador de
seleccdo que nao é rodeado pelas ditas sequéncias homdlogas e
em que o dito marcador de seleccdo é um marcador de seleccao

negativo.

10. Vector de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 7 a
9, em que o dito vector compreende um terceiro marcador de
seleccdao em que o dito terceiro marcador de seleccdao € um
marcador de seleccdao negativo e em que o dito terceiro
marcador de seleccao fica situado entre as sequéncias que

permitem a supressao do primeiro marcador de selecgéao.

11. Célula aviadria transfectada por uma molécula de &acidos
nucleicos de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 2 ou

3.

12. Célula aviadria de acordo com a reivindicacgao 11, em que
a dita molécula de acidos nucleicos é inserida no gene HPRT

da dita célula aviaria.

13. Célula avidria de acordo com qgualquer uma das
reivindicagdes 11 a 12 em que a dita célula avidria deriva de
um animal que pertence a familia Anatidae, de preferéncia as

espécies cairina moschata ou Anas platyrhynchos.



14. Célula aviaria de acordo com gualquer uma das
reivindicacdes 11 a 13, que compreende adicionalmente uma
sequéncia de &cidos nucleicos que codifica uma substancia de

interesse.

15. Célula aviaria de acordo com qualqguer uma das
reivindicacgcdes 11 a 14, que compreende adicionalmente uma
cassete de complementacdo gue permite a propagacado de um

virus defectivo.

16. Uso de um polipéptido de acordo com a reivindicacao 1,
de uma molécula de &acidos nucleicos de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 2 ou 3 ou de um vector de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 4 a 10 para a imortalizacao

de uma célula aviaria.

17. Uso de uma célula avidria de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 14 para a replicagcdo de um virus vivo,
atenuado ou recombinante, escolhido de preferéncia do grupo
que consiste em poxvirus, adenovirus, retrovirus,
herpesvirus, alfavirus, virus espumoso, e virus adenovirus-

associado.

18. Uso de um célula aviaria de acordo com a reivindicacéo
17, em que o poxvirus é um virus vaccinia, em particular um

virus vaccinia modificado Ankara (MVA).

19. Uso de uma célula aviaria de acordo com a reivindicacgéo

14 para a producgdao de uma substéncia de interesse.

20. Uso de uma célula aviadria de acordo com a reivindicacéo
19, em gue a dita substdncia de interesse é seleccionada do

grupo que consiste em factores de crescimento, reguladores de
3



crescimento, anticorpos, antigénios, interleucinas, insulina,
G-CSF, GM-CSF, hPG-CSF, M-CSF, 1interferdes, factores de

coagulacao do sangue, e suas combinacgdes.

21. Processo para imortalizar uma célula aviaria
compreendendo o passo de transfectar na dita célula um vector

de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 4 a 10.

22. Processo de acordo com a reivindicacao 21, caracterizado
por compreender adicionalmente um passo em gue as ditas
células avidrias sédo cultivadas num meio que apenas permite o
crescimento das células que incorporaram O primeiro marcador

de seleccao.

23. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
21 a 22 caracterizado por compreender adicionalmente um passo
em que as ditas células avidrias sdo cultivadas num meio que
nado permite o crescimento das células gue incorporaram O

segundo marcador de selecgao.

24. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
21 a 23, em que o dito processo compreende adicionalmente um
passo que consiste em excluir o primeiro marcador de seleccgao

do genoma da dita célula aviaria.

25. Processo de acordo com a reivindicacdo 24 em que células
avidrias, obtidas apds o dito passo gque consiste em excluir o
primeiro marcador de seleccdo do genoma das ditas células
avidrias, sdao cultivadas num meio gque nao permite o
crescimento das células que compreendem o terceiro marcador

de seleccao.



26. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
21 a 25, em que a dita célula avidria é retirada de um
organismo que pertence a familia Anatidae, de preferéncia as

espécies cairina moschata ou Anas platyrhynchos.

27. Processo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
21 a 26, em que a dita molécula de &cidos nucleicos &
inserida numa sequéncia de ADN alvo da dita célula, de

preferéncia no gene HPRT.
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