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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

1

“wr Oap. 25U NUECKEACIUNES

ACt 411 PREGENTACKN -olow: 1/

x | Patente de Invencién.

SOLICITUD DE:

Patente de Modelo de Utllidad.

x | Capitulo 1.

Capitulo II./

] Nombre: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT / IDENTIFICACION
Direccidn: Mdllerstrasse 178, 13353, Berlin C.C. NIT
Alemania
S LI::;;)A NTE Nacionalidad o Domiclilio: ALEMANA C.E. Otro
Lugar de Constituclén:  ALEMANIA
Cual
: Teléfono: Fax: .
' E-malt: Numero
b IDENTIFICACION
. @ Nombre: J. IAN RAISBECK
_ _ _ C.C.| x | NIT
: Direccién: World Trade Center Torre A,
S ADG | | Calle 100 No. 8A-37 Plso 10 ce[ ] otro
! ) Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799 Cual

E-mall: _office@olarteralsbeck.com

Nimero 79.376.996 Bta

TP_135.799

Nombre: VER PAGINA ADJUNTA

Direcclén: _VER PAGINA ADJUNTA

INVENTOR (ES)
: (72) Naclonalidad o Domiclllo: | A //
j“ - PCT (86)

Solicltud Internaclonal No.

. Publicacién Internacional No._WO 2005/118825

Fecha

PCT/U520051013301; . Fecha  Mayo 24, zoosz y/

Diclembre 15, 2005

/

’ @ Clasificacién Internacional (51) C12N 15/861, 7/01, 7/02, A61K 48/00,

(33) Pais de Origen |

(32) Fecha / | (31) Nimero df Solicitud |

us Mayo 26, 2004 #/

60/574.351 /

(®) comprobante de pago No._ 06 - 94.431

Fecha Diclembre 12, 2006
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ANEXOS

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencla y representacidn legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso. Ver expediente No. 05-119.657. Adjunto copla simple.

Documento de cesldn del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copla de Ia solicitud Internacional. {Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud Inbemnadional al castellano. (Resumen, descripdén, retvindicaciones, dibujos).

Copia del examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

Traduccién del examen preliminar Intermadional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser e caso, documento Que acredite Ia licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsita del material bioldgico.
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero par el mismo
titular o su causante, relaclonadas parcial o totalmente con Ia invencldn de esta solicitud.

De ser ¢l caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intermacional.
Otros. Blsqueda Intemacional

©

NOMBRE:_), IAN RAISBECK

Solicito la concesion de {a patente, {
FIRMA:

C.C. 79.376.996 Bta T.P. 135.799




LISTA DE INVENTORES PCT/US2005/018301

HARDEN, Paul

879 Larkspur CT

Brentwood, CA 94513,
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

HERMISTON, Terry

9 Seamast Passage

Corte Madera, CA 94925,
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

KUHN, Irene

5647 San Jose Avenue
Richmond, CA 94804,

Estados Unidos de Ameérica
Nacionalidad: Estadounidense
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5 | lolio 186, protocolo corriente, de este Regisiro Notarial a mi cargo, fue inc orpomdo v

;| trascripto al mismo, cuya primera copia tengo para este acto n In vista, doy [y en lo s

| OLARTE y/o JAMES JAN RAISBECK, al solo y dinico objeto de que er nombre y ',

»-004947041
' LA R
FOLIO 189.- PRIMERA COPIA.- ESCRITURA/NUMEROQ: CUARENTA Y:.

CINCO. SUSTITUCION PARCIAL DE PODEW: MESSERER, Gerardo a’"

favor de OLARTE, Carlos Reinaldo y otre.~ En la Ciudad Autdnoma de Buenos,)

Aires, Capilul de In Repiiblicn Argenting, el dia VEINTITRES de JUMIO el afio!!

DOS MIL CINCO, ante mi Marfa Silvina Lasarte, Escribuna Auforizantes, tifular del ',

Regislro Notarial nimero 1788, COMPARECE: Geravdo MESSEREAL, arpentinc, -

mayor de edad, casado en primerns nupcins con Karina Ana Reynolds, titular dei: "

Lie

Documento Nucional de Tdentidad nimero 13.782.654, con domicilio especinl en Ia "

Avenidn Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°, de esta Ciudnd, persona capaz y de mi-"

conocimiento personal, doy fe- INTERVIENE: por su propie dzrecho.- \'!

EXPRESA: PRIMERO: Que In Sociedad “SCHERING ai

AKTIENGESELLSCHAFT”, con domicilio en Millerstralle 178, 13:153 Berlin, -l‘

m-.:

Alemanin, le confirid el dia 7 de Abril de 2.005 en dicho pals, un Pacder, el cunlsi; -

L 'l
medinnle escritura nimero 44, de fecha 22 de Junio de 2.005, olargada ante mi, al w-

PRLD

pertinente transcribiré en ln presente.- SEGUNDO: Manifiesta bajo jutamiento que el .

referido poder invocado se encuenira plenamente vigente en virtud de no haberle sido 5.
revocndo, suspendido ni limitado en ningunn de sus partes- TERCERO: En’
. '-‘i-
consecuencin. DICE: Que en uso de la facultad conferida SUSTITUYE .
. "

PARCIALMENTE el poder mencionnde a favor de CARLOS REINALDO™

representacion de In Sociedad “SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT” vy 1!

4| actuando en forma individual, indistine y/o slernadamente, se presenten ),

s | exclusivamente ante las autoridades de COLOMUBIA que correspondan y reaficen los %}

i
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sclos enmnerados en el citado poder y con las fnculiades ue surgen del misimo, el que
ll.'nnscriplo en lo pérlineme dice: “FFOLIO 186.- PRIMERA COPIA.- ESCRITURA
: . NUMERO CUARENTA Y CUATRO- ...- En In Ciudad .Aulbnunm de Bucnius
: Aires, Capital de la Repiiblicn Argentina, el dia VEINTIDOS de JUNIO del afio DOS

- MIL- CINCO, anle mi ..., Escribnon Auforizante, ..., COMPARECE: Gerardo
l . MESSERER, argenlino, mayor de edad, cosodo en prinieras nupcias con Karina Ann
, Reynulds, tilular del Docunenio Nocional de ldentidad namero 13.782.654, con
., domicilio uspecial en Ia Avenida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°, de esla Cindad,

., personn capuz y de mi conocimiento personnl, doy fe.- INTERVIENE: por su propio

* ! derecho. Y EXPRESA: Que n los efectos que hubiere lugar, solicita de ml, |a
i:Aulurimnh:, LA INCORPORACIOM y TRANSCRIPCION en esie prolocolo, del
v ' PODIR que le fuera conlerido a su favor el dia 7 c:Ie nbril de 2,005, en Berlin,

* Alemanin, por la Suciedad “SCHERING AKTIENGESELLSCHATT™, con domicilio

» "en Mtllesstrafie 178, 13353 Berlin, Alemania, sobre cuyn plena vigencin responde el

£ * requircnie oajo jummentu.- Yo, la Aulorizanle, hago constar: a) Que el instrumento de

- pder cuyn incorporacion y transeripeidn a este pretocole solicita el comparecienle, se

'::encuenlru exiendido en idiomn castellano, ceriiltcadas las [irmas por notario en

, : idiomu nleman, legaizado en idioma aleman (Sello de Apostilla de la Convencion de

E ! Lu Haya dit 5 de oclubre de 1961) y traducido en lo pertinente at idioma nacional por

A ¢ [n "Fraductora Phblica Laura Thieberger.- b) Que el requirente tiene interés legltimo en

'su solicitud.- Bu, consecueucin, me lace entregn en esle aclo del original del

i :rvinstrumenty de poder relacionado con su respectiva traduccion al idioma nacional, €l

;--: que nprege o, la presenle y (ranseriplo dice: “MOELLER & CO (sigue texio en idioma
L eximnjero).- Poder Los abajo firmnnte/s Schering Aktiengesellschafl Mllerstrale 178

013353 Berlin, Germany domicilindos en declaran pur el presenle otorgar a

~yy
[

&
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GERARDO MESSERER poder general amplio y quluté e pom recabar de fas';.

1w
nulondadcs ., sud y centroamericanas ... que correspondan, ln oblencisn de patentes "

o |

de invencidn, el regisiro y~ln renovacidn de mnarcas y nodelos y/o derechos de 1

vy

propiedad intelectual y/o nombres de dominio, a cuyo efecto lo faculla para llevar n ™"

cubo anle dichas autoridades todns las gestiones necesarins al objetn indicady, '

presenlar saliciludes, formular descripciones, oposiciones, protestos, declaraciones, i

npelaciones y reclamos, oblar impuestos, justificar explofaciones, rolicitar':

testimonios, nceptar {ransferencias, recibir documentos y valores, percibir y hacer '™
=l

cuanto fuere necesnriv nnte las autoridndes adeinistrativas de. cualquier orden. ’or'+

otrn parie, le confiere mandaio para que en su nombre y representacién puedan inicigr -

(R

[RX]
y proseguir cualquier juicio que nctualinenie los que suscriben tengan o en el fidura

| TTh

tuvieran en ...., en Sudamerica, Cenfroamérica ...., con wmwolivo de su nombre, marcas we

' L BH
de (dbrica o de comercio, patentes de invencién y modelos y/o de sus derechos der

"1 1Y

pmplndnd intelectunl que actualmente posean o adquiemn en lo sucesivi, promover w.

juicios de cuniquier jurisdiccién, criminales, correccionnles, civiles o tomercinles, 1.

. .. . fr
conire los falsificadores, usurpadores o imifadores y contra los tenedores e articulos .

que mfruunu su nombre, maréas o palentes de invencion, se;,ulr los juicios por 1

oposicidnt u olros en que fueran parte como actores o demandados, defender el .
nownbre, las marcas, patenles y modelos y/o de derechos de propledncl intedectunl y.n v
a; [

nombres de dominio, haciendo las pratestas del CASO 0 diciendo de nulidad Al efecto, ,

podrd presentarse con escritos, querellas, pedidos, y 1o que fuere necesario ante :’:,"
e
cualquier nulurldad judicial, presentar testigos, documentos y demds justificativos, |

AR T

Al
rendir prucbas de cyalquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver o

posiciones, asistir a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiceion, tachar,''”

hd LLH

recusir, apelar, transar, someler a arhitrjje o mediacidn, hacer renuncins, exigiv y dar '™

pif”
H
et
-.:-|
H
L]
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Iy
.+ cauectones, pedir embargus preventivos, definitivos o inhibiciones y su levantamiente,

» pedir la venig de los bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento e

sentencias, prestar juramentos, decir de nulided, desistir, percibir, otorgor recibos y en
general pue cticar todos los actos y diligencias que sean precisos al desempefio de este
mandaio. Podrd nsimismo substituir €l presenle poder-en 1ode o en parte. Dado y

firmado en Berlin, 2005-04-07 Schering Aktiengesellschall Corpornte Patents ppa.

ppn. Hay dus [irmas ilegibles Dr. Thomas SeuB Dr. Waller Klose™.- ES COPIA FIEL,

:* doy fe.~ En hoja adjunta conata la certificacién notarial de las finnas obrantes en el

t

' - puder, en idioma alemén, electunda por ef Notario de Alemania, Dimitri Rempen y en

' huja siguiente consia la legalizacion de la firma y sello del meucionado notario, en

’ idioma ale-ndu (Sello de Apostilla de: la Convencion de La Huya del 5 de octubre de

" 19G1) doy fa.- A continuacion sigue la referida traduccidn de lo pertinente al idioma

**cional I que  transeriplo  lextualimente “dice: “TRADUCCION PUBLICA (A

o — vy —

_continuacion de un PODER otorgado en idioma uacional por la Sociedad “Schering

* Aklicngesellzchall”, de Berlln, Alemania, redactado en idivma nacional, aparecen los

* siguicntes ‘extus que traducidos dicen:).- La versidu en inglés es para su informacidn

' inicamenl:.- Registro de Actus N° R 142/2005 - He advertido sobre la prahibicion de

:wlahumcinn segiin el Arliculo 3, Pdrrafo 1, N° 7, de Ia Ley de Certilicuciones. Mi

' preguntn de que si cxiste alguna dispugicién previa en el sentido de dicha Mormia, fue

- conlestada u-:gulivhmenle.- Certilico la autenticidad de las firmas trazadas ante mf por

« los siguientes:- Dr. Walter Klose, que nacit el 26 de diciembre de {952, y del Dr.

« Thomns Ssuas, que nacié el 17 de seliembre de 1963, ambos de mi personal

ygonocimiento- ambos con domicilio vomercial ‘en 13353 Berlin, Milllerstrosse 178.-

r
{

. . Al mismo tiemapo doy fe, en base a que tuve a la vista en el din de boy las Aclas del

' :chislru de Comercio del Tribunal de Primerm Instancia de Charlottenburg, N° de

or,
o

UL

i

an

ar

|

an

44
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.| TRADUCTORES PUBLICOS 24.5.05. LEGALIZACIONES $20.00. CVPBA.

JUNIDAD N°* 2" A conlinuacidn sigue I legalizacién de la finma de la nombrida ':;'_g_

¥4

Acta HR B 283, que el Dr. Klose y el Dr. Seuss esldr%)rimdos en su cardcter de

Mandalarios a representar a la Sociedad “Schering Aktiengesellschafi” de Berlin.-**

34!

Berlin, 7 de ubril de 2005.- (Firma ilegible del Escribano, liquictucion di: derechos y!™

Il
i

sello en oblea aplicado sobre, precinto:) TRIBUNAL DE PRIMERA INSTANCIA DI

CHARLOTTENBURG - BERLIN.- APOSTILLA- (Convencion de La Haya del 5 de!™

ociubre de 1961} Pals: Republica Federl de Alemania.- Este Instrumento piiblico fue !

- [

{irmndo por Dimilri Remipen, acluando en carfcler de Escribano y Heva el sello del!'!

Escribano.-Cextificado en Berlin, el 28 de abril de 2005 por el Presidente el Tribunal -

Regional de Berlin con el N° 910! a B- F 192772005 - Sello ( I-In.y un sello en oblen:

sobre precinto:) PRESIDENTE DEL TRIBUNAL REGIONAL, DE BERLIN- [l w

ey

Funcionurio aulorizado (Firmado y actarado:) Binnitig — Juez Principal ¢el Tribunal -
Regional- ES TRADUCCION FIEL de las partes periinentes del documento cle::'-‘:::_
relé:rencin, que en los idiomas nlemdn e ingiés, he tenido y he verlide al idioma E"'
nacional, en Buenos Aires, el 19 de mayo de 2005.- Hay una [irma ilegibls y un sello ::

ul
que dice: “Lanra Thicberger Mairlculn de Traductores. Alemin- Francés. Tomao 1] ..

Folio 254 (Cap.) Tomo [if - 98- (La Plata). Inglés. Tomo I} - Folio 14 (C'ap.) Tomao -

11 - Folio 329 (La Plala) Colegio Traductores Piblicos N° 173.”.- ES COPIA FIEL, -

doy fe.- A continuacién hay un sello que dice: “COLEGIO DE TRADUCTORES .

PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES Corresponde a la Legnlizacion 5
N°® T5-3258/05. Hay una firma ilegible y aclarada: Gustavo Adridn SIGALOFF".- Gin ::1',:
el margen superior derecho hay un sello timbimdor que dice: “COLEGID DE %]

(R ]
w W
Tou®

traductors, ..., que dige: “N° 00824 188. COLEGIO DE TRADUCTORES MIBLICOS '_:::‘

AR L]
[

DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES. Repiiblica Arpgentina. Ley 20.305.

ey
e
H

-

"I|.'l

'L
H
fm
!. [
H
o
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LEGALIZACION. Por la presenle ¢l COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS
DE LA CLUDAD DE BUENOS AIRES, en virtud de la faculiad-que le conliere el
. articulo 10, ine. d) de ln Ley 20.305, cerlifica (nicamente que In firma y sello que

« aparceen en la traduceién adjunta, eoncuerdan con los correspondientes al Traducior

.+ Publico: '[l-llEl]ERdER, LAURA que obran cn los registros de esta inslitucion en el

. lolio tome ALEMAN 254 2 INGLES 14 3 Buenos Aires, Legalizacion Nimero;

. Marcelo I Sigaleff Encargado Dio. Je Legalizaciones Colegio de Traduclores

. el compaicciente expresa que en la forma expresada deja INCORPORADO vy

. ' TRANSCRIPTO en este Protocolo el Poder que agrego a tn presente, solicitando de

*

: . ml, la Oscribana Aul(')'i'imnle, expida primera copia de la presenle para el nombrado

- " apuederado -....- LEO 'e:sl_li escritura al conpareciente, quien asl la olurgn y en prueba
: ‘de conformidad, la Jirma ante mi, doy fe- GERARDO MESSERER. Aule mi:

i:MARIA SILVINA LASARTE. Gscriban. Esta mi sell. CONCUERDA con su

- eserilum nialriz que pasd ante mi, al folio 186 del Registro Notarial namero 1788, a

! mi cargo. PARA EL APODERADO expidu la presente PRIMERA COPIA en tres (3)

“gellos Jde actuacidn nolarial numerados correlativamente desde el namero

. NOD4§23958 nl presente inclusive, que sello y firmo en In fechn y Jugor de su
_ ¥ olorgamiento, doy fe.”, Sigue una firma y un sello: Maria Silvina Lasarte. Escribana

: Mat. 4413.” - ES COPIA FIEL, de Ins porles pertineules de In escritum de relerencia,

vdoy fe- CUARTO: Finalmenle el comparecienie expresa: ) Que el presenle
" olorgmiento o signilica renunciar al ejercicio de las facultndes suslituidns; y b) Que
 lus nombradus apoderados sustitutos MO podrén'sustiluir el presente poder en ninguna

 de sus purtzs.- Yo, In Autorizante advierto al compareciente, it tenor de fo dispuesto en

» 3258/2005/T5 Fecha: 24/05/05.- Hay wna linua ilegible. Fany un sello que dice '

el

31

Al
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el articulo 77 inciso 1) de la Ley Orgdnica Motarial Nimero 404, respecto de los ']

A

alcances de las clausulas contenidas en la presente escrilurn y det derech de leer por 7}

sl este insinunento.- LEQ esfa escritura al compareciente, quien asi la oforga y ¢n

prueba de conformidad la finna aute mi, doy fe.- GERARDO MESSERER. Ante mi: ;":::!

MARIA SILVINA LASARTE. Escribana. Esié mi sello. CONCUERDA con su'i

escrilurn matriz que pasd ante mi, al folio 189 del Regisiro Notarial niniero 1788, a'™"

vt

mi corgo. PARA EL PODERDANTE. expido la presente PRIMERA COPIA en!'

cuatro (4) sellos de actuacién notarinl numerados correlntivamente desd: el namero v+
1n

N004947041 nl presente inclusive, que sello y firmo en Ia fechn y lugar de su :.'-

olorgamiento, doy fe.- _ . "
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'I.'E‘é'?ﬁ%.i (Convention de ia Haye du 5 octobre 1941)

1. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA . ...

El presenie documento pablico ... ... ......
[“gsHa sido firmado por  NESTOR ESTEBM AZLOR-
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.BEl__ COLEGIO DE ESCRIBANOS .__DPE LA CIUDAD DE BUEMOS AIRES
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y GULTD
{Convenla 02/09/2003) ... .. ...
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EL COLEGIO DE ESCIRANOS de fu Cladiad Jf2 Livenss Aiv e,

sello del escribane  MARIA SILVINA LASARTE

el contentda y forian del docnmenio, /
.+ UDuenes dires, /JU

(%

Copltal Friboand de tu Brgaiblies me-

Argenitna, en virind de las focubiades que le coaflere By Jey vipowds, $1GAT 2278 b flima on

dhranies en ¢} docnments anaxs, presemisde su @l Jdiy o In fecha Dhado

F o v+ 050623226358/6 L presenic lepofiwtiin e jusps  sobre

o . e g 1 —_— Tim

23 de Junlo da 2015 fn
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2 amn A

E5C. NESTOR ESTERAN AZLOR tpu
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY @cT

T
[ v .
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CHIMERIC ADENOVIRUSES FOR USE IN CANCER TREATMENT

This appllcaﬁondama the benefit of U.S. Provisional Application Serial No. 80/574,851, filed
on May 26, 2004, which Is incorporated herein by reference.

FIELD OF THE.INVENTION
The invention described herein relates generglly to the fieid of molecular biology, and more
spedﬁmﬂyboneolyhcadmovkumhavlngﬂumpeuﬂcnpphﬂon&

. BACKGROUNDOF'I’HEINVEHI'ION
Cancer is 8 leading cause of daath In the United Siales and elsawhere. Dependlngornho
type of cancer, it is typically treated with surgery, chemotherapy, and/or radiation. These treatments
often fall, nndItlsdaarﬂmuwﬁemphn.mnm.p-bemedaloneorhoombhnﬂonm
danlmllnquues
Omappmmhumnmundmmmwamabhbddw
gpﬂ-ﬂneermuﬂcpmgdnstommorcdls. Adenoviruses are non-snveloped icosohedral
* double-stranded DNA viruses with a iinear genome of approximately 36.kliobase palrs, Each end of
the viral genomé has a short sequence known gs the inverted terminal repeat (or ITR), which is
ruqulndfnrvlralrapucatlm. All human adenovirus genomes examined to date have the same
general organization; Ms.hegenaumdmamdﬂc!undommbmhdutﬁomm
onmovhlgm memmmmmmuumunmsm E1B, E2, E3, and
Ed).twqdehyadoﬂlyunlhﬂx:ndlvaa Wonehhunlt(nnprhh)um-pmmudb
mmdemRMs(LH.s) Pmbhsoneodadbyﬂneaﬂygenumlmdvedln
.- repfication, mmmmmmmmm Paﬂonsofmevlmlgmsan
be readily substituted with DNA of foreign origin and recombinant adenoviruses are structurally
mbb mmmmmmmummﬂ(mm D. (1994)
. Cancer Gene Therapy 1:51-84).

. Currently, mmmmmmmwmwummmmwmw
onmoadenwlralurotypa.hds Thegeneﬂuofmbhumanadmlrmamwall-dnmmmdand
symmsarawell desciibed for its molecular manipulation. nghcapadtyprodudnnmeﬁwdahm
bmmmwwmﬂdhmlawhmwmdMummeaQMh
availgble, See, Jolly,.D. !1894) chereone Thcn_lpy._151-64 Research lglnte_dmtheuuof

. human adenoviruses (Ad) in cancer trestment has focused on the development of AdS-based
adenovlrusa that have a higher potency in, or are pmlmhally targetad to, specific mmor cell types
andtherae:dtba ‘need for generation ofnmputmtoneolyﬂcvlrusu if adenoviral lherapy is to find
-prachcal_applluﬂpn In a chnical setting: . P )
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Ad5 is only one of 61 currently known adenoviral serotypes, which are classified into
subgroups A-F, based on various atiributes Including their hemaggiutination properties ((see, Shenk,
“Adenoviridae: The Viruses and Their Replication,” in Fields Virology, Vol.z.' Fourth Edition, Knipe,
ed., Lippincott, Witiams & Wilkins, pp. 22686-2267 (2001)). These serotypes différ at a varlety of
lavels, 8.g. pathology in humans and rodents, cell receptors used for attachment, but these
differences have been largely ignored as potential means to develop more potent oncolytic
adenoviruses (with the exception of fiber afterations, see Stevenson et al; (1097) J.Virol. 71:4782- .
4790; Krasnykh et al. {(1696) J.- Virol. 70:6838-6848; Wickham et al. (1897) J.Virol. 71:8221-8220;

‘Legrarid et al. (2002) Curr. Gene Ther. 2:323-326; Bamett et al. (2002) Biochim. Blophys. Acta 1-

3:1-14; US Patent Application 2003/0017138).
Exploltation of differences among adenoviral gerotypes may provide a source of more

‘effective adenoviral-based therapeutics, using novel adenoviruses with increased selectivity and
-poténcy. There Is a nesd for such improvid adenoviral-based therapies. -

SUMMARY OF THE INVENTION

- Thepmsantlnvmtionpmvldesnovelohlmbadmmnms orvarlanlsordéﬂvaﬂves
Ihurbof useful for viral-based thérapy. " In particular, the Invention provides fordumenc

- adéhoviruses; or variants or 'derivatives thereof, havlng @ genomé comprising an E2B region

wherein sald E2B reglon-comprises a nudsic acid sequence derived from a first adenoviral
" serotype and & nucklc acid sequieice derived from a secorid aderioviral serotype;
* -whereln eaid first and second aderiovirsl serotypés are eactselected from the sidenoviral
" .- subgroups B, C,D, E; or F and are distinct from-each other; and .
wherein sald-chimeric adenovirusIs oncolylic and demonslmhs an enlianced therapeutic

T hdaxforhmrmreell

'-In oné embodiment, the chimeric adenovirus furlher compriges reglons eﬁcodhg fiber,

. -heaon, andpenbnpmhm.whemlnmenudelcaddsencodlngaldpmmmullﬁomﬂusame
30 % .gidenoviral serotype. In anotlier embodiment, the chimeric adencvirus of the invention eomprlseaa

maﬂlﬁadanrEArognn

. In another embodiment, the chimeric adenovirus demonstrétes &n enhanced therapeutic
index in & colon, breast, pancreas, lung; prostate, ovarian ‘or hemopoietic tumor céll. In & particularly
‘praféired embodimeént, the chimeric adénovirus dlsplayu an enhanead thempeuuc Inde in colon
tumor celis. .

In a preferred embodiment, the E2B region of the chimeric adenovirus.comprisés SEQ ID
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In a particularly preferred embodiment, the chimeric adenovirus comprises SEQ ID NO: 1.

The present invention provides for a recombinant chimeric adenovirus, or a variant or

derivative thereof, having a genome comprising an E2B region

10

1§ .

wherein said E2B region comprises a nucleic acid sequences derlvadfmmanratadano\dml
serotype and a nuclaic acid second derived from a second adenoviral serolype;

whereln sald first and second adenoviral serotypes are each selected from the adenoviral

subgmupsa €, D, E, or F and are distinct from  each other;

wherein said chimeric adenovirus is oncolytic and demonstrates an enhanced therapeutic

index for a-tumor cell; and _

wherein said chimeric adenovirus has been rendered replication deficient through delstion of

mwmﬂnoﬂm“mﬂlngpmm:wmuemmuﬂmm

from the group consisting of E1, E2, E3 or EA4.

In one-embodiment, mmmmofmelnmﬂonfummma

'.heﬂobgomgemﬂmtenmdunhnmuﬂcpmbm.whaﬂnuﬂhmmmhmd

..-mhaealllnfachdwlth sald adenovirus. In a preferred embodiment, the therapeutic pnmh Is

.mmmegmpmmdmmmmﬂwb.MmMg

) -enzymes and Irnmuuaguhhw proteine.

mmlmmmmmmmmmmmm

.. for therapeutic purposes. In one embodimen, the chimeric.adencviruses cein be used o lahibi the
_-Mdﬂncarcells. In 3 particular embodiment, aehlmerlcaduwvlrucwnptblng SEQ ID NO: 1
.huquorlnthl&ngﬂngthdeolonmealh . )

25

lnanoﬂnrunhodhmntheademvtumofﬂninmﬂonmuuﬂlasmbdﬂw

E m;rapeutlcpmhlnstocalls

Thapruammvanﬂon prwldasanﬁhodforpmdueﬂonofmodmnﬂeadenwlmdm

30 . Invanﬂon wheralnmomeﬂndcomprbu

. a)

b)..

35 .

poollng of adenoviral serolypes Mm adenavlral subgroupn BF, thamby ematlng an

adancmral mbdura
passaglng me pooled adanowral mbevre from step (a) on an actlvelygruwhg culture of

tumor cells at: a parbcla percdl mtlo high enough o eneoumgo raeomumtlon batwaen
serotypes, but not so high as to produce pramatura cell death;

harvesting the supematant from step (b)
infecting a qulaecant culture of tumor cells with the supematant harvested In step (c):

' harvastlng the cell culture uupemalant from. sbp (d) prlor fo any slgn of CPE
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f) infecting a quiescent culture of tumor celis with the supematant harvested in step (e); and
g) isolating the chimeric adenovirus from the supematant harvested in step (f) by plaque
purfication. ;

‘BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1. Ad retention time profiles on a TMAE HPLC column. A) Retention profiles for the
Individual Ad serotypes that were used to generate the originel starting viral pool. B) Retention
profiles of the passage 20 pools derived from HT-29, Penc-1, MDA-231, and PC-3-call lines,

respactively.

Figurs 2. Cytolytic activity of the individual virus pools. A) HT-28, B) MDA-231, C) Panc-1 and D)
PC-3 colis were infbcted with thelr respective viral pools at VP pericell ratios from 100 to 0.01. MTS
assays were performed.on differing days. post infection (as indicatied) depéndent upon the cel line.
Each data point:in the panel represents an assay done In quatriiplicate and the resiilts are
expressed as the means +/- SD. The panel depicts one representative expérifnent and all viral pools
mmﬂmm&mlmmmﬂmmmuwwwlheﬂmw_._
AdS; —O— initial viral pool; -—i— specific cell derived pool, passagezo)

Figure 3. Cytolytic activity of CoioAdt and A3S on human tumor cell inés. An‘MTS agsay was

 ‘performed on A) @ broad panei of human tumor cefl ines and B) on a panel'sf human colon cancer

cell lines t détérmine lis potential potenicy specificity. The MTS assay was performed on differing
days dependant upon the céll ine. Each panel is & representative axperiment that has beed
repeated at iaast three imes. Each data point in the panel represents an assay done in
quadruplicate and the results are expressad s the means +/- SD (Figure Legend: —e— Ad5; —0—
CaoloAd1). )

Figure 4. Cytolytic activity of ColoAd1 and AdS on a panél of normsil cells, HS-27, HUVEC end
SAECeelIs(pﬂmalyﬂbmblast.endomalal and epithellal celis, mspectmely)devdm
ColnM1andMSatVPpereallmhosﬂom1ootooo1 MTSassaymperfonmdondlﬂadng
daylpoltlnlbchondepandentuponmeoeﬂandaachpandharapmentahwmrrnentmathal
beenrapeahdatleastlhrsehmes Eadtdatapolntlnmepamlrepmaemsanmydonem
quadmprcah andthemultsa(ewdas the mesns +/- SD (Figure Legend: ~—s— AdS; ~0—

ColoAd 1).

Figurs 8. cmyue acﬂvﬂy of ColoAd1 AdS and ONYX-015 on pnmary normal endoﬂmllal cells
(HUVEC) and a colon tumor cell fine (HT-28). Each panelis a mpmsantalwa e:peﬂment that has
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been repeated at least three imes. Each data point in the panel represents an assay done In
quadruplicate and the results are axpressed as-the means +/~- SD (Figure Legend ‘—ea—AdS;

—0— ColoAd1, —B— Onyx-015).

Flauroc. Cytolytic activity of ColoAdt, Ad11p and Ad5 on a normal epltheilal cell line (SAEC) and a
human colon cancer cell line (HT-28). Each panel Is-a representative experiment that has been
repested at least three times. Eadldahpointmmepanelmprmmsanamydoneln
quadruplicate and the resuits are expressed as the means +/- SD (Figure Legend: —e—Ad5; —0—

Ad11p;
—— ColoAd1).

Figure 7. Cytolytic activity of Recombinant Viruses. Recornbifiant viruses representing four viral

ponulauons(Adpﬂ coloM1 left end Ad11piight end Cow1(ColnM1 1) andlsltentl
Oowvrlghund Ad11p {ColoAd1.2)) were constructed a8 described In Enmplea Cytolytic

'.lcﬂvnydemhpopummmmmdaMhedupmbwydm (FIgumLegend
| =—a— AdS; —D——M11p. ~-i— ColoAd1; —0O— ColoAd1.1; —A— ColoAd1 2)

BETAILEDDEOCRII'TIONOFTHEINVENTION
Allpuhllcatbm. md_udhmuhnhammmapplaﬂom.mnhonodhmhaﬂedﬂmﬂonm

* herein incorporatiad by reference to the same extant s if each individual publicstion was spacificaly
_'mmwmmdmdmhemwmudbymmuunm :

Definitions
- umudennadomm ﬁilteelmbalandsdonﬁﬂctormuudherehhmmem

; mmaseomnly understobd by one of ordinary ekill In the art to which this Invéntion’ bolongs.

Genérélly, the nomenciature Used herein and the laboratory procediires denertodbolawaretrma

wall known and commonly-empioyed In the art -
As used hereln, tfie term “adenovirus”, 'eerutypa'or'adenovlralumtype‘mhtstoanyd

“ the 51 humanadanwlralserolypetwmﬂyknm erlsolauu i the future. See, fore:amplo
' Straues, 'Adenovlrus infeétions in-humans,” in The Menovl:useu. Ginisberg, ea., Plenum’ Press, New

" York, NY, pp. 451-596(1984) Mmtypesamdnsdﬂedlnmesubgmupchﬂm Shenk,

" ‘Adencviridse: The Virusés and Their Replication,” in Fields  Virology, Vol.2, Fourth Edltlon Kmpe

35

ea., l.lpplneouwmhms & Wilkins, Pp. 2265-2287 (2001) as shown in Table 1.
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. Teble1

SubGrou Adencviral Serotype

A 12, 18, 31
B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35,
51

1.2,56

8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-

30, 32, 33, 36-39, 4248, 50
4

40, 4+

'ﬂl_m ol o

As used herein, “chimeric adenovirus” refers to an adenovirus whose nucleic acid sequence
. is comprisad of the nucieic acid sequences of at ieast iwo of the adenoviral serotypes described
s above. -
"As used hersin, mmwmbmmmm )
Mmmﬁmmmmahmﬁnedﬂnmmtm
' , As used herain, the term *homologous recombinistion” refers to two nuclelc acid molecuies,
-udmuvlnghomobgoussequencu mmmmmemum
10 recombination in the region of homology.
As used harein, the term “poiancy” refers to the iytic potential of a virus and represents its
- abliity to replicate, lyse, and spread. For the purpesas-of the indiant invention; potency Is a value
whld:mmparuhecyblyﬁcacﬂvltyofaghanadenmﬁmofholmenﬂonbﬂmdmmthonmt .
‘cell i, Le. potency = ICxp of AdX/ICy of AUS, mxummmwmlmmm
15 "exarniried and wherein the potency of AdS Is given a valie'af 1.
As used herein, the term onwlylbvlnn mn.m.mtmmmuwuulh
_as compared with normal celfls.
e - As used herein, the term “therapeutic index” or *therapeutic window" refers to & nuniber
jndmmgmganeolrﬂcpotenﬂalolaglvanadeno\dmsandsdcu'mlnedbydlvmmepobmyof
zo ﬂpaddnwhmhaunwodlumbympomﬁﬂmaameadﬂmmm:md(to.m

cancerous) cefl line.
As used herein, the tarm meammanudeoﬂdenrunhoadd

mdiﬂuingmanaumny-mm e.g. awild-typnnudooﬂdeoramhoacduquem. A
. uwdlﬂadnnlecubcanmntrnhmcﬂmormtydawllﬂypemohunu a modified adenovirus
25  may retain ts oncolytic activity. Madificatians incude mutations to nuclelc acids es described belaw.
.. .As used hereln, "mutation” mufemncehapotyqudeoﬂdeorpolypepude refers to a
naturalfy-occurring, synthetic, recombinant, amemlcaldnrmordlﬂormoatomepnmary
secondary, or tertiery structure of a polynucieotide or polypsptide, as companed 10 a reference
polynucieotide or polypeptide, respectively (.g., as compared to a wild-type polynucieotide or
30 polypeptide). Mutations include such changes as, for axampie, deletions, insertions, or substitutions.
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Polynuciectides and polypeptiies having such mutations can be lsolated or generated using
methods well known in the art.
As used hereln, “deletion” is daﬁned as a change in either polynucleatide or amino acld
sequences in which one or more polynuclectides or amino acid residues, respectively, are absent.
As used hersin, "Insertion” or "addition” is that change in a polynucleotide or amino acd

".gequence which has resulted in the addition of one or more polynucleotides or amino acid residues,

respectivaly, as compared o the naturally. occurring: polynuciectide or-amino acki sequence.
As used-herein, "substitution™results from the replacement of one or more polynucieotides or

" - amino acids by different polyniclectides or amino acids, respectively.
0 -.
" .-. has been modified such that an addition, deletion or substitution has been made (o or in the vira!

As used henein, the term "adenoviral derivativa® refers to an adenovirus of the invention that

“genome, such that the resulting edenoviral derivative exhibits a potency-and/or therapeutic index
- ‘greaterthan that of the parent adenovirus, of. In soma.other way is more therapautically useful (f.e.,

T

less immunogenic, improved clearance profiie). For axample, a derivative.of an adenovirus of the
invention-may have a deletion In one-of the early genes of the viral genome, including, but not Emied
to, the E1A or E28B region of the viral genome. . .

e Mmumun.WMMbanewmmmba
polynucieotide or polypeptide that may vary In primary, secondary, or tertiary structure,-as compared

- {ora reference polynucieotide or polypeptide; respectively {(e.g., as compared to a wiki-type

polynuciectide or polypeptide). For-axampie,.the amino acid or nuclelc ackd sequance may contain a -
muuﬁmormodﬁuﬂanﬂntdlﬂanﬂunarduumammoaﬁdwnuducﬁdm in some

- ambodiments, anadenwlnlvnrlant-nuybeadmmmnorpdymuphbm Variants can be

.' naturally-occurring, synthetic, recambinant, or chemicallty modified polynuciectides or polypeptides

.+ Iisolatad or generated using methods well known In thé.art. Changes iri the polynucieotide sequence
of the varlant may be sllent. That is, they may.not alter the amino.acids encoded by the

‘polynucieotide: Where alterations are limited to sliant changes of this type, a variant wil encodea’
polypaplide-with the same amino acid sequence as the mfemma.l Alternatively; such changes.in the -

. polynuciectide sequence of the variant may alter the amino acid sequence of & polypeptide encoded.

©* by the referance polynucieotids, resilting in conservative.or non-conservative amino ackd changes,

30

35

as-described below. Such polynucisotide.changes may result in amino acid substiiutions, additions,

- deletions, fuslons and fruncations in.the polypeptide encoded by the reference sequence. Various
.. codon substitutions, such as the slient changes that praduce various. restriction sites, may be )

' introduced to optimize cloning mloaplumldorvlmlvednrorenpmsslonlnapammpmlmm

or-aukaryotic-system..
_As used herein, an “adenoviral variant® refers to an adenavlrus whose'polynucieatide

uqumdnﬂeuﬁmnrcfompolynudaoﬁdo.eg -awild-lype adenovirus, as:described above. -

P Thtdll\'uancamnmlhdsommapdynquummofﬂmpamntammewﬂunm
. similar.overall and, Inmostreglons identical. - As used herain, a first nucleotide or amino-acid
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sequence Is said to be “similar” to a second sequance when a comparison of the two sequences
shows that they have few sequence differences (ia., the first and second sequences are nearly
iientidal). As used hereln, the polynuciectide sequence differences present between the adenoviral
variant and the reference adenovirus do not result in a differenca in the potency and/or therapeutic
index.

As used herain, the term "conservative” refers to substitution of an amino acid residue for a
different amino acid residue that has similar chemical praperties. Consarvative amino acld
substitutions Inciude replacement of a leucine with en isoleucihe or valine, an aspartate with a
glutamate, or a threonine with a serine. insartions or deletions are typically in the range ofabout 1 10 §

amino acids.
As usad herein, the term:"nonconservative” refers to substituting an amino acid residue for a

- ‘different amino acld residue that has different cherwiical properties. The nonconservative substitutions

friclude, but are-not limited to-aspartic acid (D) being repiaced with glycine (G): asparagine (N) being
repiaced with lysine (K); or alanine (A} being replaced with arginine (R).

The single-letter codes for amino acid residues. include the following: A = alanine, R.=
arginine, N = gsparagine, D = aspartic acid, C = cysteine, Q = Glutamine, E = Giutamic acld, =
glycine, H = histidine, | = Isoleucine, L = lsucine, K = lyalne, M = methionine, F = phenylalamnu.P-

- proline, 'S = serine, T = threonine, W = tryptophan, Y= tyrosine, V = valine.

nmuuwmwmmmmmwmmzom

* acids commonly referredto as the 20 naturally. occurving-amino ackis, and that many-amino acids,

including the terminal amino ackls, may be modified in a given polypeptide, either by natural

- - processas such es glycosylation and. other post-transiational modifications, or by chemical -

modification tachniques which are weil known in the art. Even the common modifications that occur

. naturally In polypeptides are too numerous to list-exhaustively here, but they ane well described in

basic texts and in-more detafled monographs; as well-as in a. voluminous resaarch literature, and

 they are well-known to those of ekill in the art: - Among the known modifications. whichmay be

present in polypeptides of the present invention are, to-name.an lliustrative few, acetylation,

. acylation, ADP-ribosylation, amidation,-covalent attachment.of flavin; covalent sttachment of @ heme
" molety, covalént ettachment of a paiynucieotide or polynucieotide derivative, covalent attachment of

@ lipid or lipid derivative, covalent attachment of phoaphotidylinositol, cross-linking, cycization,
disulfide bond formation, demethylation, formation of covalent cross-links, formation of cystine,
formation of pyrogiutariate, formylation, gamma-carboxylation,. glycation, glycosylation, GPi anchor

- " formation, hydroxylation, iodination, methylation, myristoylation, axidation; protaclytic processing,

phosphorylation, prenyiation, racemization, seienoyiation, sulfation, transfer-RNA medisted addition

of amino acids to proteins such as arginyiation, and ubiquitination.
Such modifications are well known to thosa of skiil and have been described in great detall In

- the sclentificilterature. Several particularly. common modifications, glycosylation, lipid attachment,

suifation, gamma-carboxylation of glutamic acld residues, hydroxylation-and ADP-ribosylation, for
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instance, are described in most basic texts, such as, for stance, I. E. Creighton, Proteins-Structure

- and Molaculer Properties, 2nd Ed., W.H. Freeman and Company, New York, [983. Many detalled

reviews are available on this subject, such as, for example, those provided by Wold, F., in

. Postiransiational Covalent Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New York,

pp 1-12, 1983; Selfter et al., Meth. Enzymol. 182: 626-846, 1680 and Rattan et al., Protein

Synthesia: Posttransiational Modifications and Aging, Ann. N.Y. Acad. Sci. 883: 48-62, 1892.
It will be appreciated, as is well known and as noted above, that polypeptides are not always

:entiraly linear. For instanca, polypeptides may be brenched as.a:result of ubiquitination, and they
-. .may be circular, with or without branching, generally.as a result of positransiational events, including
«fietural processing events.and events brought about by human manipulation which.do not occur
. --neturally. Circular, branched and branched circular polypepiides may be synthesized by non-

nmwmmmmwmmqm:mmum )
‘Modifications can occur anywhere in a polypeptide, Mud'mgmepepﬂdebankbone the

:..-ninlnoaddude-dnlmandﬂnanﬂmorearboxylmm Infaﬂ,blocfagaofha_mhoorcubuyl
- group:in a polypeptide, .or both, by a.covalent modtfication, is commen in naturally occurring and

-mﬁuﬂcpﬂypopﬁeamdwﬁmodhﬂuumhmthpolypapﬂdudmw

-+ -linvention, as well.- For instance, the amino terminal reaidue of polypeptides made in E. coll, prior fo
. proteclytic processing, almstlnvarhblywllbeﬂ-lbmwlmehbnlm .

mmdmmm”hnpdypepﬂdeonmudlhoaMneﬂmofhownmnado. For
polypeptides - made by axpressing a cloned gene In a host, for instance, the nature and éxtent of the
modifications in large:pert will. be determined by the host cell positransiational modification capacity

‘and the.modification signais present in the polypeptide amino acid-sequence. For instance, as is

well known, glycosyiation oftan does not occur in bacterial hosts such.as E coll.. Accordingly, when -

. ‘glycosylation Is deslred, a polypeptide should be expressed in a glycosylating host, genersllya
_ eukaryofic cell. . Insect cels often.carry qut the same postiransiational glycosylations as mammalian
+ ¢elis and, for this reason, insact call axpression systems heve been developed to éi\‘ldenﬂym
. «:-mammalian proteins having native.pattems of glycosylation, inter.afa. -Similer considerations apply
1o other modifications.

Itmuwmmmmdmdmﬂﬂmmaybprﬂmumoor

'(mymgdegmeatumlsﬂnmaglvan polypeptide. mo.agqvanpolypepﬂdamyeonlnnman_y

types of modifications. .
As used herein, the following.terms are used to dosaibe the sequence relationships

WMNM polynuclectide or amino acid sequences: _‘Meraneemuonce‘ "comparison
window", “sequencs identity”, “percentage of sequence Identity", "substantial identity”, “similarity”,

-:and "homologous™. A mfamneesequenca":sadeﬁnedaequmuudaubasisforaaequance
. comparison; arﬁannuoeqummaybeasubutofahmormum formmple.asa

s ugmentofafull-lengﬂnd)NAorgsnaaequmgmnmasequeneellsﬂngormayeompmea

completa cDNA or gene saquence. -Generally, a refarence sequence is at least 18 nucleotides or 6
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amino acids In length, frequently at least 24 nucleoctides or 8 amino aclds in length, and often at least
48 nucleotides or 18 amino acida in length. Since two polynudieotides or amino acid sequences may
each (1) comprise a sequence (l.e., a portion of the complets polynucieotide or amino acid
saquence) that is similar between the two molecules, and (2) may further comprise a sequence that
is divergent between the two polynucleotides or amino acid sequences, sequence comparisons
between two (or more) molecules are typicaily performed by comparing sequences of the two
molecules over a "comparison window” o identify and compare local regions of sequence similarity.
A “compartson window”, as used herein, refers to a concéptual segment of at least 18 contiguous
nucieotide positions or 8 amino ackis wherein a polynucieotide saquence or amino acid sequence
may be compared to a referencs saquence of at lsast 18 contiguous nuclectides or 6 amino acid
ssquences and whereln the portion of the polynucieotide sequence in-the comparison window may
comprisa additions, deletions; substifutions, and the ke (.e., gaps) of 20 percent or less as
corripared 1o the reference saequence (which doas not comprise additions or delstions) for optimal
afignment of the two sequences. Oplimal alignment of sequences for aligning a‘comparison window
-may be cohductsd, for example, by the local homology algorithm of Smith and Waterman, Adv.
Appl. Math. 2:482 (1881), by the homology afignment algorithm of Nesdleman and Wunech, J. Mol.

. Biol. 48:443 (1970), by the search for similarity method of Pearson and Lipman, Proc. Nati. Acad.

Sol. { U.S.A ) 85:2444 (1688), by computarized implementations of tese aigorithms (GAP,
BESTFIT, FASTA, and TFASTA In. the Wisconsin Genstics Software Package Release 7.0,
'(éulﬂlbl Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), VeciorNT1 from Infoarmatix,

* Geneworks, or MacVector software packages), or by inepection, and the best alignment (. e.,

resutting In the highest percentage of homology over the comparison window) generated by the

various methods is selectad.
" As usad herein, the term “sequence idantity” means that two polynicisotide or amino acid

$squences are identical (Le., on & nucisotide-by-nucdieotide or rasidue-by-residue basis) over the

"* comparison window. The-terfn “percentage of saquence Idenfity” is calculated by comparing two

optimally aligned sequences over the window of comparison, determining thé number of positions at
which tha identical nucleic acid basa (e.9., A, T, C, G, U, or |} or residue occurs in.both sequences to
yleld the number of matched positions, dividing the number of matched positions by the total number

: iifpo'eltloni in the comparison wWiridow (L., the window gize), and multiplying the result by 100 to
" yleld the percentage of sequence identity. The terms "substantial identity” as usad hareln denotas a

characteristic of a polyniucieotids or amino acld saequence, wherein the polynuciectide or amino.acid

""éomprises a sequence that has st least 85 percent sequence identity, preferably &t least 90 to 95
" ‘percent sequence identity, more usually at ieast 99 percent sequence idantity as compared to a

‘feference sequence over a comparison window of at lsast 18 nuclectide (8 amino acid) positions,
frequently over & window of at ieast 24-48 nucleotide (8-16 amino &cid) positiohs, wherein the

" percentage of sequence klentity Ia calculated by comparing the reference sequence to the sequence
" ~which may include deletions or additions which total 20 percent or less of tfie reference sequence
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over the compartson window. The reference sequence may be a subset of a larger sequence. The
term "similarity”, when used to describe a polypeptide, is determined by comparing the amino acid
sequence and the conserved amino acid substitutes of one polypeplide 1o the sequence of a second
polypeptide. The term “homalogous”, when used to describe a polynucieotide, indicates that two

. polynudeuﬂdes.ordulanahdaequmum mnopﬂmlyallgnedandm are identical,
- with appropriate nuclectide insertions or delstions, in at least 70% of the nucieotides, usually from

about 75% to 99%, and more prefarably at least about 88 to 86% of the nucieotides.
As usaed herein, "homologous”, when used to describe a polynucieotide, indicates that two

. polynuciectiies, or designated sequences thereof, when optimally aligned and compared, are identical,

with appropriate nuciectide insertions or deiletions, in at least 70% of the nuciectides, usually from
about 75% 10-99%, and more preferably at lsast about 88 to 99% of the nucieotides.

As:used-herein, “polyinerase chain reaction™ or “PCR" Mbaptoeeduwmﬂqndﬁc
pieces of DNA are amplifisd-as describad.in U.S. Pat. No. 4,883,185. Generally, sequence
Information from the endsof-the polypeptids fragment of interest or beyond needs to be évadable,
‘such that oligonucleotide priniers caiv be designed; these primers will point towards oria ancther, and

~ will be identical or slindar In seqisence to opposite sirands of the teinpiate to be ampiified. The 5'

terminal nucieotides of-the two primers will coincidé with the erids of the amplified material. PCR can

 be used to smpiify specific DNA sequences from ttal génomic DNA, CDNA transcribed fiom total

cellular RNA,-plasmid sequences, eic. (See ‘generally Mullis et al., cddsﬂtharborSnnp.Qmm
Bial., 51: 263, 1987; Eriich; ed., PCR Technology, Stockion Press, NY, 1988).
‘As used herein, menammwmmumy

" - 6°C (6" balow the Ty, ofthe-probs) to about 20°C to 26°C below T hhﬂlhmwmﬂd

wmmmammhwumunuwmumwadmmmmm

- SequUences or 1o identify or deléct similar or related polynucleotide sequences. As herein used, the ’
' mmmmrmmmmmmwmmnmmsmmmnw

<. ot loast 87% Identity between the sequences.

30 -

. As used Herelr, “hyliridization™ as used herein, shail include “any process by which a
mmmmmammummhmm (Onombs..l Dictionary

- of Biotechnology, Stockion Press, New York,-N.Y.,- 1884).
As-used herein, ﬂlohrm'ﬂlmpeuucallyamcﬂvedoao or'eﬂbctiveamounl‘mforslothat

amoumdadanwlmswhld\amaﬁmamu\esympumorwndiﬂomofadm Adosels

' -comldgmdnmerapauhllycﬂuchwdmlnmmmmammeronh metastasis when tumor
- or metastatic growth Is slowed or stopped, or the tumor or metastasis is found to shrink in size, 0 as

~ 4o lead to an extension'in ffe-span for the subject.
' 3‘5 -
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Adenoviruses of the Invention

The present invention provides chirmeric adenoviruses, or variants or derivatives thereof,
having a genome In which the nuclectide sequence of the E2B region of the chimeric adenovirus
comprises nucleic acid sequences derived from at least two adenoviral serotypes, which serotypes
are each selecied from the adenovial subgroups B, C, D, E and F and are distinct from each other.
A chimeric adenovirus of the invention 1s oncolytic and demonstratas an enhanced therapeutic index

for a tumor cell

The chimeric adenoviruses of the invention, or variants or derivatives thereof, can be
_produced using modification of a technique refemed to as “bloselection”, In which an adenovirus with
destred properties, such as enhanced oncogenicity or cefl type specificity, is generatad through the
use of genetic selection under controlled conditions (Yan et al. (2003) J. Virol. 77:2640-2850).

in the present invention, a mixture of adenoviruses of differing serotypas is-pooied and is

pauaaed preferably at iéast twice, on a subconfiuent culture of tumor cells at a particle per cell ratio

high enough to encourage recombination betwsen serctypes, but not so high as fo produce

- premature cell death. A preferred particle per cell retio is approximately 500 particies per cell, and is

.easlly determined by one skilled in the art. As used hereain, a “suboonflusnt culture” of celie refers to

' a monolayer or suspension cuiture in which the cells are actively growing. For.cefis.grown as a

monolayer, an example would be a culture whare approximately. 50% to 80% of the aree available for
.call growth Is covered with cells. Preferred is.a cuiture where approximately 75% of the growth area Is

covered with celle. )
In a preferred embodiment, the adenoviral mixture-is one.that includes adenoviral serotypes

. ) 'lppluonhﬁva of the adenoviral subgroups B, C, D, E and F. Group A adenoviruses are not .

included in the mixture as they are assoclated with tumor formation in.rodents. Preferred tumor cell
ines useful in the bicsalection process include, but are not imited to, those derived from breast,

colon, pancreas, lung and prostate. .Some examples of solid tumor cell lines-useful for the
“bioselective™ passaging of the adenoviral mixture inciude, but are not fmited to, MDA231, HT28,

PAN-1 and PC-3 cells, Hemopoigtic cefl lines include, but are not limited to, the Rajl and Daudi B-

lymphoid cefls, K582 erythroblastold cells, U837 myeloid cells, andHSBz'lf-l!mnhddeellp.
Adenoviruses produced during these initial passages are used {0 Infect quiescent tumor cells

al a particie to cell ratic low enough to permit the infection of a cali by no more than one adenovirus.

Afer up to 20 passages under these conditions, the supematant from the last passage Is harvested
prior to visible cytopsthic effect (CPE, ses Fisids Virology, Vol.2, Fourth Edition, Knipe, ea.,
Lippincott Willams & Witkins, pp. 135-136) to Increase selection of highly potent viruses. The
harvested supsmatant can be concentrated by techniques well known to those skilied in the art. A
preferred method for attalning quiescant cells, i.e. ones in which active cell growth has stopped, in a
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monolayer culture s to allow the culture to grow for 3 days following confluence; where confluence
. means that the'entire area available for cell growth is-occupled (covered with cells). Similarly,

: membnwhmmhgmbmmwmademungM.

The sercotype profile of the concentrated supematant, which contains the bloselected
adenoviral poal, can be examined by measuring the.retantion times-of the harvested viral pool on an
anion exchange.column, where different adenoviral-serotypes are known to have characteristic
retention times (Blanche et al. (2000) Gene Therapy -7:10565-1062); see Example 3, Figures 1A and
B. Adenoviruses of the invention can be isolated ffom the concentrated supematant by dilution and
_plaque purification, or other techniques weli know-in the art, and-grown for further characterization.
Twhnqu&wellmnmhaﬂmuﬂhdﬂemﬁnhmumdhmm

adenoviruses-(ese Example.5).
mmwaammummﬁmmmbmmmmcow1

- which was isolated:using HT29 colon celle in the bioselection process. 'CaloAdt has the nucieic acid

- sequence of SEQ ID NO: 1. The majorily of the nucieotide sequence of.ColoAdY is identical to the
nucleotide sequence of the Ad11 serotype (SEQ ID-NO: 2) (Stone et al. (2603) Virology 309:152-

- 185: Mel et oL (2003) J. Gen. Virlogy 84:2081-2071). There are two deletions In the ColoAd1

1 huclectide sequénce as-compared with Ad11, one 2444:base pairs in length within-the E3-

s+ - transcription unit-region of the genome (base pairs 27679 to 30423-of SEQ ID-NO: 2) and a-second,

smalier deletion, 25 base pairs in-length (base pairs 33164 to 331809 of SEQ1D NO: 2), within the
. Edorf4 gene. The E2B transcription unit region (SEQ- ID-NO: 3)-of.ColoAd 1, which-encodes the
+ adenovirel proteins:DNA polymerase and tarminal protein, is locatedbetween base pairs 5087 and

' 10354 of SEQ'ID:NO: 1,.and Is.an-erea of-homologous recombination betwean thie Ad41 and Ad3

. suutypu \Mlhmhlsmgbnof(:ohAm there are 168 base pair-changes, as.compared with the

. soquumofAdﬁ (SEQ ID NO: 1).. Ther changes result in stretches-of nucleotides within the E2B

region of ColoAd-which are homologous to the saquence within a portion of the E2B. region of- A3
(SEQ ID'NO: 8), with the longast stretch of homology between ColoAd1 and Ad3'being 414 bp In
..length. The E2B regjion of ColoAd1 (SEQ ID NO: 3) confers enhanced potency to the ColoAd1

) adenovirus as compened to unmodified Ad11 adenovirus (see Exampie 6; Fig 7). -in other

30

35

-smbodiments; a chirmneric. adenovirus of the invention can wmg&nudolc_@mw fom__.

mmmtwoadenovnlwmypu
. A chimeric adenovirus of the invention, or:a variant or dertvative theredf, eanboevamhd

,hrlhsaheﬂvnylnalpadﬁcumtypebymmmdhlyﬂcpmml in & panel of tumor cells
derived from the same tissue upon which the adenoviral poolwaslnihally pauagod For example,

. .,ihodtlmeﬂcadonovlm ColoAd1 (S8EQ ID NO: 1), which-was Hﬂallydeﬁvadfmmﬂnudonovimlpool

pauagedon HT-29 colon-tumor call fines; was re-axamined both in HT-28 calls and in & panel of
- other colon-derived tumor cells fines, including DLD-1, LS174T, 151034, SW403, HCT118, Swas,
and Colo320DM (soe Figure 3B). Any avallable:colon tumor cell lines would be equally useful for

_ such an evaluation. Isolated adenoviral clones from adénoviral pools selected on other tumor cell



30

35

WO 2005/118825 PCT/US2005/018301

-14-

types can be simiiarly tested in a suitable tumor cell panel, including, but not limited to, prostsite cell
lines (a.9. DU145 and PC-3 cell lines); pancreatic cell lines (e.g. the Panc-1 cell line); breast tumor
tell lines (0.g. the MDA231 call line) and ovarian cell lines (e.g. the OVCAR-3 cell ling). Other
available tumor cell lines are equally pseful in isolating and identifying edenoviruses of the invention.

The chimeric adenoviruses of the Invention have an enhanced therapeutic index as
compared with the adencoviral serotypes from which It is derived. (see Flgure 8, which compares the
cytolytic activity of the chiméric adenovirus ColoAd1 with Ad11p).

The invention also encompasses chimeric adenoviruses that are constructed using
recombinant tachniques well-known to those ekilled in the art  Such chimeric adenoviruses comprise
a region of nuclectide sequsnce derived from.ane adenaviral serotype.which Is incorporated by
recombinant techniques into the genome of a second adenovical-serotypa. The incorporated

- gaquence confers-a property, .g. tumor specificity or enhanced potency, to-the parental adenoviral
-serotype. For example, the E28 region of ColoAd1 (SEQ ID NO: 3) can be incorporated into the

- genome.of Ad35 or Adb:

-Adenoviral Derivatives
The invantion also encompasses a chimeric adencvirus of the invention that ls modified to

-provide other-therapeutically useful chimeric adanoviruses.. Mbdiﬁnaﬂbﬁslmude but are net imited

.+ to; thase  described below.

- One modification is production of derivatives of the chimeric-adahovirus:of the invention
substantially lacking the ablity to bind -p53, as a result of & mutation In the adenoviral gene that

" - s-encodas the E1B-55K protein. Such viruses generally have some,.or all, of the E1B-55K region .
. .deleted. (see U.S. Patent No. 6,677,178). U.S. Patent No. 6,080,576 describes; among other things,

‘Ad5 mutents that have deletions in the region of the E1B-55K prétain that Is responsibie for binding

. .p53. Another preferred modification.to the chimeric adenoviruses of the inséant invention am
- mutations in the E1A region,-as described in U.S. Patent Nos: 5:801,029 and 5,672,708. These

-mdmmmmmmmemmmwmmmgm

seleeﬂvltylorhmorcollu .
Anoﬂlermnmleofa modification ericompassed by ive invention is a chirheric adenovirus

which exhiblts an enhanced degree of tissue specificity due to placisment of vira replication under

- . the control of a tissue specific promoter as.described in U.S. Patent No. 5,898,205. Replication of a

chimeric adanovirus of the invention can also be put under'the control of an E2F responsive alement

- as described in U.8. Patant Application No. 09/714,409. Thie: modlhjbﬂ affordda viral replication

control mechanism based on the praaence of E2F, resulting in orihanch tumor tiesue specificity,
and Is distinct from the control realized by a-tissue specific promoter. - In both. of theee embodimants,
ﬂnﬁuuespedﬂepmmohrdndﬂmE:FmpomlveelsmMamopuauyhmban adenoviral

. gmmathuuntnlformemplhﬂonofmeadenowua
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Another modification encompassed by the invention Is use of a chimeric adenovirus of the
invention, e.g. ColoAd1, as the backbone for production of novel replication-deficient adenoviral
vectors.. As described in Lal etal. ((2002) DNA Ceif Bio. 21:895-813), adanoviral veciors which are

- replication deficient can be used fo deiiver and express therapeutic-genes. Both first ganeration (In

which the E1 and.E3-regions are deleted) and second generation (In which the E4'region is
additionally deleted) adenoviral vectors derived from the chimerc adenoviruses of the invention are
-provided herein. Such vectors are easily produced using technigues well known to those skilled in
the ert.(see Imperiale and' Kochanek.(2004) Curr. Top: Micrabiok immuncl, 273:336-357; Vogels et

" al. (2003).J. Virol. 77:8283-8271).

--A further modification mnpmedbymo invention is the Insertion of a heterblogous gene,

- useful @8-a marker or reporter for tracking the.efficlency.of viral Infection. One embodiment of this
- type of modification is-insertion of the thymidine kingse (TK) gene. The expreesion of TK within

infectnd.celis can be used to-track the level of virus.remaining. in-calls following viral infection, using
radiclabeled;subtrates of.the TK reaction.( Sangro et:al.. (2002) Mol. Imagirig Biol: 4:27-38).
Methods for the construction of.the-modified chimeric adenoviruses are generally known in
the art. See; Mittal, S. K. (1983) Virus Res. 28:67-80 and Hermiston, T. et al: (1998) Methods In
Molecular Medicine:-Adenovirus Methods and Protocols, W.S.M. Woid, ed, Humana Press..

' Standerd techiniques.are.used for recombinant nuclsic.acid methods,. polynuciectide synthasis, arid. '

microbial culture and transformation-{e.g., electroporation, lipofection). - Generally, enzymatic™

- ‘reactions and purification steps are performed according.to the manufacturer's specifications. The:
. -iechniques and-procedures are generally performed according to conventional methods i the art
" -..and various general references (see genarally, Sambrook et.al.,-Molécular Cloning:-A Laboratory

Manual, 2nd. edition (1989) Cokd Spring Harbor Laboratory Presa, Cold Spring Harbor, N.Y.) which
are provided throughout this document. The nomenclature used herein and the-laboratory :
procedures in analytical chemistry, organic synthetic cherilstry, and pharmaceutical formulation
described below are those well known and commonly smpioyed in the art. -

chmuemmmdmmnﬂon crvamnhordorlvahvuﬂuaof eanbemlmhd e,

* for their therapeutic utiity by examination of their lytie potential In tumor celie derived from tissues of . _

intarest as therapeutic targets. Tumor cell fines useful for testing such adenomruns include, but are

.-not imited to; colon-ceil lines, including but not limited to, DLD-1, HCT116, HT29, LS1034 and SW48
" call ines;-prostate cell lines; including but not limited to, DU145 and PC-3 cell lines; pancreatic cell

lines; including but not limited o, the Panc-1 cell ine; breast tumor-cell ines, lneludlng.—bqt notlimited
-io; the MDA231 cell line and ovarian cell ines, including but not limited to, the OVCAR-3 cell line.

erythroblastold cells,. U§37.myelokd cells, and HSB2 T-ymphoid cells: ‘Any other tumor cell knes
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that are available can be used In evaluating and identifying adenoviruses of the invention for use in
the treatment of neoplasia.

The cytolytic activity of adenovirusaes of the invention can be determined in representative
tumor cell ines and the data converted to a measurement of potency, with an adenovirus belonging
to subgroup C, preferably AdS5, being used as a standard (Le. given a potency of 1). A preferred
method for determining cytolytic activity is an MTS assay (see Example 4, Figuré 2).

The therapeutic Index of an adenovirus of the invention In a‘particutar tumor celi line can be
caiculated by comparisonof the potancy-of the giver*adenovirus in a tumor cell- ine with the potency
of that same adenovirus in a non-cancerous cell line. Preferred non-cancerous cell lines are SAEC
celis; which are epitheiial in origin, and HUVEC cells which are endothelial in origin (see
Figura 4 ). These two cell fypes represent normal cells from which argans and vasculature,
respectively, ara derived, and are repressniative.of ikely sites of toxicity during adenoviral therapy,

-. depanding on the mode of delivery-of the adenovirus. -However, gractice of the invention s not

mitad ip the use of thess cells, and other. non-cancerous cell lines (e.g.’ B cells, T cells,

macrophages, monocytes, fiiroblasts). may-siso-bs used.
The chimeric adenoviruses of the invention can be further evaluated for their ablilty to target

neoplastic cell growth(l.e. cancer) by their capacity to'reduce tumoriganesis or necplastic cell

burden in nude-mice harboring & transplant of neoplastic cells, as.compansd to untreated mice

harboring an equivajent neoplastic cell burden (see Example 7).
Evaluation of the adenovirusaes. of the Invention-can also be performed using-primary human

< tumor sxplants (Lam et'al'{2003) Cancer Gene Therapy . Grill et al. (2003) Mol. Therapy 6:608-

614), which provide test conditions’ present in tumors that cannot normally be-produced using the

Therapeutic Utiiity - :
The present invention provides for the use of chimerié adenovirusea of the invention for the

Inhibition of tumor cell growth, as well as for the uss of adenoviral vectors derived from these
chimeric adenoviruses to deliver therapeutic proteins ussful in the treatment of neoplasia and other

inistratic

£o relates to phanmacsutical compositions which comprise the

opftions 2

aceutical Comau :
The present invention al

- chimeric adenovirubes of the invention, including variants and derivatives thereof, formulated for

therapeutic administration to e petient. For therapeutic use, a sterlle composition-containing a

~ pharmacologically effective dosage of adenovirus is administered to a human patient or veterinary
. non=-human patient for-treatment, for example, of a neoplastic condition. Generally, the composition

~will comprise about 10'' or more adenovirus patticies i an aqueous suspension. A
pharmaceutically acceptable carrier or excipient is ofien amployed In such sterile compositions. A
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variety of aqueous solutions can be used, e.g. water, buffered water, 0.4% saline, 0.3% -glycine and
the iike. These solutions are sterlle and. generally free of particulate matter other, than the desired
adenoviral vector. The compositions may contain pharmaceutically acceptable awxdilary substances
as.required to approximate physiological conditions such h.as pH adjusting and buffering agents,

"s toxicity adjusting.agents and the iike, e.g. sodium acetate, sodium chioride, potassium chioride,
-calclum chioride, sodium iactate, etc. E:dplmhwhnhenhanu infection of celle by adenovirus may
. beincluded. (see U.S. Patent No. 6,392,060)

Adenoviruses of the invention myalsobeddimadbnaopla_sﬂcedlsbyliposonnw
immunoliposome detivery; such delivery may be selectively targeted to neoplastic cells on the basis

10  of a-cell surface.property present on the neoplastic cell population-(e.g., the presence of a cell )
surface protein which binds-an immunoglobulin in arvimmunolipgsome). Typically, an‘aqueous
suspeansion containing.the virions are encapsulated in liposomes orimmunoliposomes. For

. eample,-a suspension of adenovirus virlons can be encapsuleted in. micelles to form
immunoliposomes by conventional methods (U.S. Patent.No. 5,043, 164,.1.S. Patant.No. 4, 957735
15 U.S.Pitent No. 4,925,681; Connor and Huang, (1985) J. MBH 101: 581; Lasic D.D- (1962)
.-Nature-355: 279, Novel:-Drug: Delivery (eds. Prescott and Nimmo, Wiley, New York-, 1888); Reddy et
. -iak.(1882) J. Immunol. -148:1585). Immunotiposomes comprising.an:antibody that binds speclfically
.+1.tova.cancer. cell antigen:(e:g., CALLA; CEA) present on the cancer:cells.of the individual may be
used: o target virions to'those celis (Fisher (2001) Gene Therapy 8:341-348).

20-.: --- -z = To further increase-the efficacy of the adenoviruses.of the invention, lheymbomodlﬁadb
mdllbltenhnesdhuplﬂnforperﬂwhrhmoredltypn For example, asshownin . -
PCTIUW :a protein.on the exterior coat of an.adenovirus may. be-modified. to display a _
.,chemical agent, preferably-a polypaptide, that binds to a recaptor present on tumor cells o a greater

. degres.than normal cells. (See also, U. S. Patent Nos. 5,770,442 and 5,712,138). The polypeptide

25" -can be-an antibody, and preferably is a single chain artibody.
- The adenoviuses of the invention,.or pharmaceutical compositions thereof, can be
.. administered for themapeutic treatment of neoplastic dissase or cancer. in therapeutic applications,
* 30 . compasitions are administered to a patient already aﬂaqhdbyﬂnparﬁeuhrneoplasjﬂcdm, in
" an amount.sufficlent to cure or at ieast partialiy amest the condition.and-its complications. An
amount adequate fo accompiish this Is defined as a “therapeutically effective dose" or “efiicacious
F ‘dose”. - Amounts effective for this use will depend upon'lhe severity of the-condition, the general.--
. " state of the patient, and the routs of administration. . : '

35 . For exampls, but not by way.of limitation, a-human pabont or non-human mammal ha\dng a
.- solid 6r hasmotologic neoplastic disease:-(e.g. pancreatic.. colon ovarian, lung, or breast carcinoma,
~jeukemia or multiple mysloma) may be-treated: by administering a-therapeutically- effective dosage of
an appropriete adenovirus of the Invention, 1:a. one which has-been shown to have an-improved
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therapeutic index for that tissue type. For example, a preferred chimeric adenovirus for the
treatment of colon cancer would be the adenovirus ColoAd1 (SEQ ID NO: 1). Suspensions of
infectious adenovirus particies may be delivered to neoplastic tissue by various routss, including
intravenous, intraperitoneal, intramuscutar, subdermal, and topical. An adenovirus suspension
contalning about 10° to 10 *or more virion particles per mi may be administered by infusion (e.g.,
into the peritoneal cavity for treating ovarian cancer, into the portal vein for treating hepatocarcinoma
or Bver metastases from cther non-hepatic primary tumors) or other sultable routs, including direct
injection Into a tumor meiss (e.g.. a braast tumor), enema (e.g., colon cancer), or catheter (e.g.,
bladder cancer). Other routes of administration may be sultable for carcinomas of other origins, ie.
inhalation as a mist {e.g., for puimonary delivery to treat bronchogenic carcinoma, smali- cefl lung
carcinoma. non-emall cell lung carcinoma, iung adenocarcinoma. or laryngeal cancer) or direct
application io a tumor site (.., bronchogenic carcinoma, nasopharyngeal carcinoma, laryngea!

carcihoma, cervical carcinoma). -
Adenoviral therapy using the adenoviruses of ths instant invention may: be combined with

manﬂheoph:t‘n protocols, such as conventional chemotherapy or-x-ray therapy to treat a
. '- partietiar eancer. Treatment can be concurment or sequential. A preferred chemotherapeutic agent
is cisplatin, and the preferred dose may be chosen by the practiticner based on the nature of the

cancer to be treatsd, anid other factors routinely considered in administering clsplatin. Preferably,
clsplatin will be administered intravenously at a dose of 50-120 mg/m® over 3-8 hours.. More

- ‘preferably It is administered intravenously ot a.dose of 89 mg/m’ over 4-hours. A second preferred
.chematherapeutic agent is 5-uorouracll, which is often administared in combination with-cisplatin.

The preferrad dose of 5-lucrouracil is 800-1200 mg/m® per day for 5 consecutive days.
Adenoviral therapy using the adenoviruses of the instant inverition as adenoviral vectors

' may also be combined with other genes known to bé usefut in viral based therapy. See U, 8. Patent

No. 5:648,478. In such cases, the chimeric adenovirus further comprises a heterciogous gene that
encodes a therapeutic protein, incorporated within thie viral genome, such that the heterologous
gene Is expreased within an Infected call. A therapeutic protain, as used hersin, refers to a proteln
that wouild' be expected to provide some therapsutic benafit when expressed-in a given cell

‘in one embodiment, the heterologous gene Is a pro-drug activator gene, such as cytosine

. deaminase (CD) (See, U.S. Patent Nos. 5,631:236; 5,358,866; and 5,6877,178). In other

embodiments, the heterologous gene Is a.known inducer of call-death, e.g apoptin or adenoviral

~death protein (ADP), or a fusion protein, e.g. fusogenic membrane glycoprbteln (Danen-Van

Oorachot et al. (1997) Proc. Nat Acad. Sci. 04.5843-6847; Tollefson-et al.(1608) J. Virol. 70:2206-
2308; Fu et al. (2003) Mal. Therapy 7: 48-754,;2003; Ahmed et al. (2003) Gene Therapy 10:1683-
1671; Galanis et al. (2001) Human Gene Therapy 12!7): 811-821).

Further exampiss of heterologous genes, or fragments thereof, include those that encode

' immunomodulatory proteins, such as cytekines or chemokines. Exampies include interleuidn 2, U.S.

Patent Nos. 4,738,827 or 5,641,685; Interleukin 7, U..8. Patent Nos. 4,965,195 or 5,328,988; and
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interleukin 12, U. S. Patent No. 5,457,038; tumor nacrosis factor alpha, U. S. Patent Nos. 4,677,083
or 5,773,5682; imerferon gamma, U.S. Patent Nos. 4,727,138 or 4,762,791; or GM CSF, U:S. Patent
Nos. 6,383,870 or 5,381,485,-Mackensen et al. (1987) Cyfokine Growih Factor Rev. 8:119-128).
Additional munomodulabry pruhhu further Include macrophage inflammatory proteins,. including
MiP- 3. Monocylachomotaﬂcpmbln (MCP-3 alpha) may also be used: a preferred ambodiment of
& heterologous gene Is a chimeric gene consisting of a-gene that-ancodes a protein that traverses
cell membranes, for exampie, VP22 or TAT, fused to-a gene that encodes a protsin that is preferably
toxic to cancer but not normal.cells. .

The chimeric adenoviruses of the invention can also be used as vocbnlndellvorgenu
encoding therapeutically useful RNA molecules, L.e. 8siRNA (Dorsett and Tuschl (2004) Nafure Rev
Drug Disc 3:318-320).

In some cases, genucanbohmpomhdlnbaﬁhmmadmmdrusofhommﬂmh
further enhance the abliity of the oncolytic-virus to eradicate the tumor, although not having.anhy
direct-impact on the tumar tself - these inchude ganes:encoding-proteins that compromise MHC class

« presentation (Hewitt ot al. (2003) immunology 110: 163-169), bleck complement, inhibit IFNs.and
4FN-induced-mechanisms, chemolines: and cytokines, NK celt based kiling.(Grange et al., (2002)

-. -~ Nature-imimunol. . 3. 1008-1012;-Mireitie et al. (2002) /mmunogenetics:'54: 527542, Aicaml (2003)

25

)

Nature Rev. immunol..3: 38-50;-down regulate the-immune response (e.g. IL-10, TGF:-Beta, Khong

. _and Restifo (2002): Nafure Immunol 3: 999-1005; 2002) and metalioprotéases which can
. ‘breakdown the exiracelluar matrix and enhance spread of the-virus within the tumof (Bosman and

Stamenkovic (2003) J. Pathol: 2000 423-428; Visse and Nagase (2003 :Circulation Ree. 92- 827-.

_ mmmmmmmmmmmmmmmam
mlmﬂdmmumdhhgmdbmdmeduunmhmadmpoﬂomofﬂm
“invention. Mmmmm:)mnheanoﬂulnﬂufommw:

- governmental agency regulating the manufacture, use or-sals of pharmaceuticals or biological

" products, mﬁadngapmlbyﬂnagencydﬂnmanufuhn usaorsabofmopmductbrhuman

30 -

administration. .
The present.invention Ismnherdulerlbad by the following examples, whlchara Illucnﬂvcof

specific embodiments of the invention; and various uses thereof. These.exemplifications, which

-'- llustrating certain specific aspects of the invention, do not portray the limitations or circumscribe the

35 .

aeopeofmedbduedmvmtlon

Unless uﬂnmiso lndh?ahd; the:practice of the present invention-employs conventional
techniques of cail culture, molecuiar biology, microblology, recombinant DNA manipulation,

' Immﬁnobgy science, which are within the skill of the art. Such téchniques are explained fully in the
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terature. See, €.g. Cell Biology: a Laboratory Handbook: J. Celis (Ed).Academic Press. N.Y.

" (1896); Graham, F.L -and Prevec, L. Adenovirus-based expression vectors and recambinant

vaccines. In: Vaccines: New Approaeches to Immunological Problems. R.W. Ellis (¢éd) Butterworth.
Pp 383-380; Grahan and.Prevec Manipulation of adenovirus-vectors. in: Methods in Molecular

Blology, Vol. 7: Gene Transfer and Expression Techniques. E.J. Murray end J.M. Walker (eds)
Humana Press Inc., Clifton, N.J. pp 108-128, 1981; Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning, A

Laboratory Manual,-2nd ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press; Sambrook et-al. (1989), and
Ausubel et al. (1985), Short Protocols in Molecular Blology, John Wiley and Sons.

EXAMPLES

Methods .-
Standard techniques.are used for recombinant nucteic acid methods, polynucledtide

-synthesis, and microblal cuiture and trainsformation (e.g., eldctroporation, lipofection). Generally,

~enzymatic reactions and purification steps are performed acconding to the manufacturer's

specifications. The tachniques arid procedisres-are generally performed.according to.conventional

-methods in the art-and various general mﬂnnm (see generally, Sambrook at al., Molacular

Cloning: A Laborstory Manual; 2nd. edition (1889) Cold Spring-Harbor Laboiatory Press, Cold Spring

. Harbor, N.Y.) which are provided throughout this document. Thé nomenclature used-hersin and the
. iaboratory-procedures ih analytioal chemistry; orgénic synthetic chemistry, and pharmaceutical

formulation and delivery, and treatment of patients. Methods for the construction of adenoviral
mutanis are generally known in the art. See, Mittal, S. K., Virus Res., 19983, vol: 23, pages 87-90; and
Hermiston, T. et al., Methods In Molecular Medicine: Adenovirus Methods and Protocals, W.8.M.
Wold, ed, Humana Press, 1886. Further. the adendvirus 5 genome is registared as Genbank 10
accession #M73260, and the-virus is avallable-from the.American Type Culture Céllection, Rockville,

Maryland, U. 8. A.,-under accession number. VR-5.

Tha Ad serotypes Ad3 (GB strain), Ad4 (RI-87 sirain), AdS (Adénold 75 strain), AdS (Hicks
strain), Ad11p (Siabitski strain), Ad16 (Ch. 79 strain) and all the cell lines, with the exception of the
foflowing were all purchased from the ATCC: MDA231-mt1 (@ derivative isolated-by Dr. Deb
Zajchowski from a rapidly growing subcutansous implanted xenograft of MDAZ31 cells)-and Panc1-
sct (derived by Dr. Sandra Biroc from a rapldly growing subcutansous Implanted xsnograft-of Panc1
celis), HUVEC {Vec Technologles, Rensselaer, NY), and SAEC (Clonetice, Walkersville, MD). Ad40
was a kind gift from Dr. William S.M. Wold at St. Louis University. .
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Example 1 - Viral Purification and Quantitation

Viral stocks were propagated on 263 cells and purified on CsCl gradients (Hawkins st al.,

™ 2001). The method used to quantitate viral particles ie based on that of Shabram et al. (1887)
Human Gene Therepy 8:453-465, with the exception that the anion-exchanger TMAE Fractogel wes

.uged instead of Resource Q. In brief, @ 1.25 mi column was packed with Fractogel EMD TMAE-850
(S) {catalog # 116887-7 EM Science, Gibbstown, NJ 08027). HPLC separation wes performed on

.. &n Aglient HP 1100 HPLC using the following conditions: Buffer A = 50.mM HEPES, pH 7.5; Buffer B _

-10MNaCIInBuﬂarA.nowmof1 mi per-minute. After column equilibration for not less than 30

. minuuulnaumm.apmnm10'-10“v|ra|puwuommplem|nadedommmiumnm

10-100 ul volume, followed by 4 column volumes of Buffer A. A linear gradient extending over 16

cqhnnnvdumesnndmdhgh1mm3mappled .
muumndnum“nmnwummmnm. mkmedwlu.d and the

zaotezamunraﬂodaumlmd \ﬂralpeahmmnﬂﬁsdumoupeakshwhgamomzao

ratio ciose 10 1.33. A virue standard was included with.aach sample series. The number of viral
particies per mi of the standard had been determined using the method of Lahmberg et al. (1888) J.
.Chrom. B, 732:411-423). In the viral concentration range used, the A260 nm paak area of each
mphudhewympuﬂmdbﬂnmmwofﬂnlmhmumph The number of viral
mprMmmmtmpbmuhuwwmmmmandemm
pormlhtheclnndnrdbymeraﬂaofﬂnmonmw'dpeakmoﬂhoamphhthemnmvm_

peakmofﬂnmndard. y
The column was mgmmuammﬂnﬂegmdmwmmmmwmm

volu.:mesofﬂSNNaOHbllawadbyMeolumnvnlumenoﬂmmﬂan\.acommnvoMMDf
25

100% Buffer B, and then 4 column volurhes of 100% Buﬂ'arA. .

| Example 2 - Biosalection

Viral serotypes representing subgroups Ads B-F were pooled and passaged on sub-

_ confluent cultures of the target tumor cell lines at a high particle-per-ceil ratio for two rounds to knvite
recombination 1o occur between serotypes. Supematant (1.0, 0.1 0.01, 0.001 mi) from the second

round of the high viral particle-per-cell infection, subconfiuent cultures, was then used to infect a

series of over-confivent T-76 ﬂuuawlhnﬂaksothmethmceﬂﬂnum HT-20, Panc-1 end
MDA-231 To admva mr-conﬂuency,ead\call Ihemseededutsplltm that allowed that cell
llnefomadwonﬂuncyheﬂveenﬂandmhoursposumlm.andmeoellswemallewedbgmw
&bhlol"thounpostaaedlngpmrtomfwﬂon Thllwasdonetomaxlmlzeﬂlaconﬂuencyofﬂm

calls o mlmlc growth conditions In human solid tumors.

22
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Cell culture supemnatant was harvested from the first flask in the 10-foid ditution series that
did not show any sign of CPE at day 3 or 4 post-infection (in the case of HT-28 and PC-3, this was
modified for passages 10-20 to harvast of the sacond flask, |.e..harvest 100-fold baiow the dilution in
which CPE were detectable by day 3 postinfection). Each harvest served as the starting material for
mesmemdmevlm This process was répeated until the viral pool achieved 20
bioselective passages.

Indlvuualviusesﬁunoadluouhchdpoolmmbytwomundsofplaquo
purification on A549 calls using standard methods (Tollefson, A., Hermiston, T.W., and Wold,

"W.S.M.:-"Preparation arid Titration of CsCi-banded Adenovirus Stock” In Adenovirus Methods and

Protocols, Humana Press, 1899, pp 1-10, W.S.M. Woid, Ed). In brief, diiuions of the supématant
Hdrvested from the 20™ passage on each farget tumdr line weie uadd to Infect AS40 cells in a

. staridard plaque assay. Well-individudted plaques were harvested, and the same piaque assay

method was used 1o generate a second round of individual plaques from these harvesta. Well

" isdiated-pladues from thé sscond round of plaque purification were.deemed pure, Infected. cultures
. hmpﬁhduﬂﬁﬂmpuﬂﬁﬁphduu,aﬁdhe-bhmlyﬁcpuhﬂcfﬂhmwhnwmu.
" ‘diterminied by MTB adsay as described;

Example 3 - Serotype Charicterization

mmmiam1mmmmmmamamm1

| adenovirus weare identified using anlon-axchange chromatography simiiar to that described In
. Shabrarh et al (1987) Hurmaii Gene Therapy 8:453:486, with the exception that the anion-
* ‘exchiinger TMAE Fractogel medta (EM induistries, Glbhﬂawn NJ)wasusodlrMomeQ

as described in Example 1 (see Figure 1).
Adenovirus type 5 eluted at approximately 60% Buffer B during the gradient The other
serotypes (3.4, 9, 11p, 18, 35, and 40) each eluted at a characteristic retention time consistent with

‘the retention times on Q Sepharoseé XL published by Blanche et al. (2000) Gene Therapy 7:1055-
.1082. )
30

Exampls 4 - Cytdiytic assay

The viral lylic capacity was meaisured by using a modification of the MTT assay (Shen et al.,

© 2001): Briefly, tie MTS assay (Promega, CellTter 96° Aqueous Nor-Radioactive Cell Praferation.

Aslay)musedin place of the MTT assay since conversion of MTS by celis Into acjtieous, soluble
formazan reduces time and eliminates the use of a volatiie 6rganic solvent associated with the MTT

assay.
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To perform the assay, cells were seeded at a defined density for sach tumor cell line that
generaied a confluent monolayer within 24 hr. Theae densely seeded cells were aliowed to grow for
2qdd|ﬁonal days prior to exposure to the test virus{es). infections.of both tumor and primary normal
enllsmmcaniegl out in quadruplicate with serial three fold dilutions of the viruses starting sta
perticle per cell ratio'of-100°and ending.at a particie per cell ratio of 0.005. infected calls were
Incubated at 37° C and the MTS assay was performed st the time points indicated for the individual
prirnary cells or tumor cel lines. Mod:-infacbdcpﬂsurvedasmgaﬂveeonﬁnlsandesﬁblhhadm

100% survival point for the given assay.

Example 5 - DNA sequencing

DNA sequencing of the Ad11p (SEQ ID NO: 2) and ColoAd) (SEQ ID.NO: 1) genomic DNAs

wmum Briefly, purified adenovirus DNA from ColoAd? and Ad11p.was partielly

dwmmmmmsﬂuummmmmmmmm
pBluuaiptlI (strlhgane La Jolla, CA). Positive clones were propagated and sequenced.using the
pd.-mnmaﬂdeS(snmane La Jolla, CA). Individual séquence reactions wens trimmed,

. edlhdandasmbledusmgSequendm’“(GmeCoducorp. Ann-Arbor, Michigan). Gaps In

mmampnnedudmﬂmnollgonudaotdemmm:aqum The ends of the viral

- _Mmeuddkwoﬁmmmnm in all,.each genome was sequenced at
" 3X+coverage and 431 hases at 2X coverage.

‘Todemﬂhomaorhhol’memw1 E2B reglon, twopﬂmeradsmmmhd one to

the E28 BTP gene (bp9115, FGGGAGTTTCGCGCGGACACGGY (SEQ ID NO: 4) arid

bp 0350 §' GCGCCGECBCCRLAGAGAGGTY (SEQ 1D NO: 6)) and one: o lhe DNA pdymm

 gane (bp 7520 CBAGAGCCCATTCOTGCAGGTGAGY (SEQ ID NO: 6) and

bp 7982, 5GCTGCGACTACTGCGGCCGTCTGTS' (SEQ ID NO: 7) and iisedto PCR isolale. DNA
fragments from the various. serotypes (Ad3,4.5,9,11p,18 and 46) using reagents from the Advantage

' ZPCRM!(CIOIIGM W!lelle. MD; Cltll(1910-Y)lndrunonaPTO-200thumowdermm

Research’ Matamwn. MA) ‘These fmgmorm were suhnqunnﬂy uquenoad along with the DNA

sequence of Ad3 uaing ‘dye terminator sequencirig on as ABI 3100 genetic analyzer. .
‘ ﬂnEzalnglonofmwusaqumeed uungbdsbdMSDNAandwuiappmgpﬁnm

Sequence information was s analyzed using the Vector NTI prograrn (lnfonnulix)
Example 6 - Construction of recombinant viruses

Genomic DNAs of Ad11p (SEQ ID NO: 2) and ColoAd1 (SEQ ID NO: 1) were purified from
CsCl gradient-banded virus particies. The genomic DNAs were digested with Paci which cuts each
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only once within the viral ganome. The Pac1 cut occurs at base 18141 on ColoAd1 nucleotide
sequence (SEQ ID'NO: 1) and et base 18140 on the Ad11 nucleotide sequence (SEQ ID NO: 2).
Digestsd DNAs were mixed in squal amounts and figated In the presence of T4 DNA ligese at 16°C
ovemight. This ligation mbdure was transfected into A549 celfis using the CaPQ, tranisfection kit
from invitrogen, Carfkbad, CA (Cat #K2780-01). Isolated plaques wers picked and screened by
restriction enzyme digestion and PCR analysis to distinguish the four viral populetions (Ad11p,
ColoAd1, lsft énd Ad11p/right end ColoAd1 (ColoAd1.1) and left end ColoAd1/right end
Ad11p(CaloAd1.2)).

The viral lytic capacity of each population was determined in several cell ines, including
HT20 and HUVEC cell fines, as describad in Exampie 3. The results demonstrated the order of
potency, from least potent to rfist potent, ds Ad11p, ColoAd1.2, ColaAi1.1, ColoAd1 (see Figure 7
for the results in HT29 cells).

‘Also constniéted weire' chiméric adenoviruses pCJ144 arid pCJ148, which contaln the full-
lengith ColaAd1 geenomie In which the wikd-type Ad11p'E3 and E4 regidn, respectiily; has been
restored. These modificationa were Introduced by homologous recombination into BJ5183 E. Coll
(Chartleretal.  (1888) J Virol. 70:4805-4810). Both of these chimeric alenovirusés
demonistrated reduced lytic capacity in HT28 and HUVEC célls éompared to ColoAd1 or ColoAd1.2.

Example 7 - I VM»EMeaey of Adenovirus

mawmmmmﬂnMQmmmﬁnmmm“wMMSx
1o'eabsubwmm|ylmmahhdnnnkomomm When the lumors reach 100-200 ul in
size, mmwmmwasmmmatu1o’°pam1hrpvoeonmmm
(1:10“parudump A reduction in the size of the tumor would be noted relative to the PBS

. control and additional control viruses (Ad5, ONYX-015).

_ Example 8 - ColoAd1 Selectivity on Primary Human Tissue Explants
Tissue speamem from colorectal tumors and adjacent normal tissues removed durlng
surgery were placed in eullum madln and infected with equal numbar: ofelhorCobM1 or AdS
viruses. Culture supematants were eollmd at 24 hours post infection and the number of virys
parﬂdumduudwdeumlned ColoM'l produced more virus particies per input particle than
Ad5 on tumor tissue, while it produced fewer particles per input particle than Ad5 on normal tigsus.
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We claim;

1. A recombinant chimeric adenovirus, or a varient or-derivative thereof, heving a genome

5

35

X mmnoﬂméfcﬁns.mMnnHMmm@Bamﬁn-mmmn.
W om - T .

. .Theadmovirusdchlrm whmmﬂlenudeohdesequenaaoﬂhellmglonofnnd

comprising an E2B region

wharein said £28 region comprises a nucleic acid sequence derived from a-first adenoviral
sarotype and a nucleic acid sequence derived from a second adenoviral serctype;

wherein-sak first and.second-ssrotypes are each selected from the adenoviral subgroups'B,
C. D, E, orF and are distinct from:each:other; and .

Mnmmmwmbmmdmmmmm
Index for.atumor cefl . : . .

. . The adenovirus of Clalm 1 further comprising regiona encoding-fiber, haxon, and penton
- . proteins, wherein the. nucieic-acid:enceding:the fiber, hexon;-and-penton proteins of said.
. adenovirus are from the same adenoviral serotype. :
. The adenovirus of Claim 1 further. camprising a-modified E3 region.
. The adeniovirus of Ciaim 1 further, comprising & modified B4 region.

» Theadonwlunafalin1 wherein said-tumor ceil is a.colon, Mpanuaas.lung.pm. '

adenwkuseompmsSEQlDNO &prapatlnnﬂlelwf v

. ThaadmovlrusofClaIm1 whualntho nucleuhdosaquanee oraaldadenwlruseompnm
: SEQIDNO:1. . A .

. A recombinant chimeric adenovirus, or a variant or derivative therec!, hawng a genoma
. .aunpmmlan-B mglon - .
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whereln said E2B region comprises a.nucieic acid sequence derived from a first adenoviral
serotype and a nucleic acid sequance derived from a second adenoviral serotype;

wherein sald first and second adenoviral serotypes are each selacted from the adenoviral
subgroups B, C, D, E, or F and are distinct from each other;

'Mnuumlmmhomandeenhanadmmm
index for a tumor cell; and

whersin said chimaric adenovirus has besn renderad repiication deficient through deletion of
mumﬁmwmmmmﬂsmmmemam
from the group consisting of E1, E2, E3.or E4.

10. The replication dmm adenovirus of Claim 9, wherein the E1 and: E3-regions have bsen
deleted. .

11, mrqmdbndalidemmnwbwofchm 1¢h'ﬁlﬂhe.reompthhg a deletion.of the £4 region,

‘12. The adenovirus of Claim 1 or Claim 0, mmpdshgahmsgm whemlnsald

heterciogous gene Is expressed within a sell tfected with-seid adenovirus.

. 13. The adenovirus of Claim. 12, wherein sald*heterdlogous gene Is thymidine kinase.

© 14, The'adenovirus of Clalm 12; wherein sdid heterclogous gehe encodes a therapeutic protein

selected from the group consisting of cytokines and chemokinés, antibodies, pro-dnug converting
enzymes, and immunoraguistory proteins.

-18. A method of inhibiting growth of a cancer cell, comprising infecting sald.cancer cell with the

adenovirus of Claim 1.
18. The method of Claim 15, wherein said cancer cell is a colon cancer cell

17. The méthod of Claim 16, wherein the nuclectide sequence of said adencvirus.comprises
SEQ ID NO: 1.

18. A mathod of delivering a therapeutic protein to a cell, comprising Infacting the cell with the
adenovirus of Claim 14.
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10. A method for Isolating the adenovirus of Claim 1, wherein said method comprises

a) pooling of adenoviral serotypes rapresanﬂng adenoviral subgroups B-F, thereby creating an
adenoviral mbdura.

b) passaging the pooled adenoviral mixture from step (a) on an actively growing cutture of

colia at a particle per cell ratio high enough to encourage recombination betwsen serotypes,

but not so high.as to produce premature cell. desth;
c) harvasting-the -supemahnt from step(b);
e 'd) hfecﬂng atqulammtwlure ﬁmmmmﬂwwmmmlswhudh step (c);

o) Mnaltng Hneell*wlh:mwperml‘m‘t frum shp (d) prlorblnydgn of CPE;
) hfeclhg.'aqdawmtwlmre dmmedbmmwm:mu in step (e); and

. . - T -
- - -

y‘) mmg' the virus-of cldin 1 from the supemmmnuu In step(f) by plaque purification.

f

20. mmofcumw Mnmp(b)hmmmmmﬂnwmﬂt
(0)

L w -

21 Themcﬂlodol’cullmw Mnmm(e)amm“mpmdupbmﬂmumbmp(g)

zz. The'methad 6t Clair 19, wherein a ueond,roqnd .ar-pliguow‘iﬁaupn_.h m'folbiuﬁg

-.23. Themethodofclalm19 mramthehmmlllsacolm hruast.panmhng.pmshh
mrhn.orhunopoieﬂch:morcall . '

24 Amoomalnantunmorlc adenovlms. ora varlant or darivative Iheraof hnvmgaaanom
comprlslngan E2B region

whelelnaaldEzaroglon comprises a hucleic acid sequence dorlvedﬁnmalirstadenwlral
umtypeandanucldcmduquoneedeﬁvedﬁomasmndadenwhlaemlwe'
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wherein said first and second adenoviral serotypes are aach sglected from the adenoviral
subgroups B, C, D, E, or F and are distinct from each other; and

wherein said chimeric adenovirus is oncolytic and demonstrates an enhanced therapeutic
index for a tumor celi;

produced by the method of

a) pooling of adenoviral serotypes representing adenoviral subgroups B-F, thereby creating an
adenoviral mixture;

b) passaging the pooled adenoviral mixture from step (a) on an actively growing culture of
tumor celis-at-a particie per cefl ratio high enough 1o encourage:recombiriation between
serotypes, but not so high as to produce premature cell death;

¢) harvesting the supernatant from step (b);

d) Infacting a quisscent-cuiture of tumor celis with the supematant harvested in step (c);

e) harvesting the cell culture supematant from step (d) prior to any sign of CPE:;

f) infecting & quiescent culture of tumor cells with the supeimatant harvested in step (e); and

g) isolating sald chimeric adenovirus from the supsmatant harvested In step (f) by plaque
purification. . .

. 25 The.method of Cliir 24, wherein step (b) is peiformed twice-beforé harvesiing of the

supematant in step (c).

26. The method of Clairn 24, wherein sieps (e) and (f) are repeated up'to 20 timis prior to stepg).-

27. mmdcum%.mnlnasmdmunqdphqmpudﬂcaﬁonhmm
step {g). ' .
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SEQUENCE LISTING
<110> Harden, Paul ‘
Hermiston, Terry
kuhn, Irene.
<120> chimeric Adenoviruses for use in Cancer Treatment .
«<130> 53183AwOM1
il 2 P
<160> 8 .
<170> PatentIn version 3.2
<210> 1
<213> Adenovirus
ctatctatat aatatacctt atagatggaa tggtgccaat atgtaaatga ggtgatttta 60
aniagtgtgg ategtgtygt gattggctgt goggttaacy getaaaaggg gejgtgegac 120
cgtgggiaaa tgacgtettg té‘ggg_gtgﬁ; gtrtrrrtge aagttgtege géhaaatgtg 180
ancataaaa aggctttttt ctcacggaac tacttagttt tcccacggta tttaacagga . . 240
aatg;gg;ag ttttéacégd_itqchﬁgtga saittgrtga ttttcgcgcg_aaaactgaatq 300
gaggaagtgt tittétﬁaﬁt*aatgtggtnt ttatggcagg gtggagtatt ;gttcagggc'- '360
caggtagact tt.gacccatt acgtggaggt tt'cgattacc gt'gttttt"ta Cctgaatttc 420
cgcgtaccgt gtcaugtct tctgttttta cgtaggtgtc agctgatcgc tagggtattt" 480
afhcctcagg gtttgtgtca agaggccact cttgagtgcc agcgagaaga gttttctcct 540
ctgcgcdggciagtttaataa taaaaaaatg agagatttgc gatrtctgece tcgggaaata" " 600
atcictdctg'agactggaaa tgaaatattg gagcttgtgg tgcacgcc:t'gdibbgagic : 660
'gatecgqiqc cacctgtgca gettttgag cctcctacgc ttcaggaactigfgtbatha_ 720
gaggtagaég"gatcggaggg_ttctaatgag gaagctgtaa atggetret taccgattct |, 780
atgettttag ctgctaafga iﬁbgttaﬁaa ttagatccg; cttitggacac ttttgatact_= ;836
ccaggggtaa ttgtggaaag cggtacaggt gtaigqaaat tacctgattt'gagttccgtg _ _900
gactgtgatt tgcactgcta tgaagacggg tttcctocga dtgatéagga ggaccapgaa ' QGQ
daggagcagt ccatgcagac tgcagcgggt gagggagtga aggctgccaa tgttgﬁtfttf 1020
cagttggitt gcccggaget tcctggacat ggctgtaagt cttgtgaatt tcacaggaaa 1080
aatactggag'taaaggaact gttatgttcg ctttgttatd tgagaacgea ctgccacttt 1140
taaaggaata Eéctgttttt cacatgtata 1200
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ttgagtgtga gttttgrgct
tctectgatt ctactaccte
aagcccatte ctgtgaaget
ttgttacagg gtggggacgg
gtgttccata tccgtgttta
- taaaaatatg ttraactgttc
aagtagaagc agacctgtgt
ggccattttg gaagacctta
ctccggtttt tggagattct
acaggactat aaacaagaat
tcttaatttg ggccatcagg

tcttattata
acctcctgag
taagcctggg
acctttggac
cttaaggtga
actggttttt
ggttagctca
ggaagactag
ggttcgetag
ttgaaaagtt
ttcactttaa

aaccccaggt
cccgcagact
aacatggaag

agaactgctg ctgetgtgge
catttcagca ggggatacgt
gttcgcaaga tgaggacaat

ggtcctgtgt
attcaagcac
aaacgtccag
itgagtacac
cgtcaatatt
attgertttt
taggagctgg
gcaactgtta
tgaattagct
gttggtagat
agaaaaagtt
ttrrcttact
tttggatttc
cttaggttac

ctgatgctga
ctgttcctgt
cagtggaaaa
ggaaacgtcc
tgtgtgacag
gggcggggac
ctttcatcca
gagaacgctt
agggtagttt
tgcccaggac
ttatcagttt
tttatattag
atagccacag
fggccagtgc

tgtagcggga atccgagge
agaggacaac ) CCQI_QIQC-CQ
tctcctgaac tgcaacgggt
aagagggega gggcatctag
agtcgcagac gtcctgaaac
gtttctgtat tgcaggagaa
gaggatgatt gggaggtagc

cagtataaga ttactagacg
“tcaagacaag

ggaagcagta

gctgaggtgg taatagatac
‘tggectgggg tagtcggtat
ggttataatg gaatagtgtt

tttggtttca acaatacectg

ttctatgegt gttggattge

tgcatatttc aaagatgtaa
tgcgcttcta cagatactgg
aacatgattt geggtgcttc
cattgtaata tgctggetac
tttgatcaha atgtgatgac

atccaccggt
gcctggaccc
gctractgga
tggtactgai
ﬁatttggtgg
atattcactg
cattaaaaat
gattaatatc

tatggccaat
fg:agatgcc
éacagctggc
cctgggcatt
atgttttatt
cgatgagagg
tgtgcatatt
gaagtgtacc

catgccageg gttctggagg

tccagtggag gaggcggagt
tctacgtcca .ctggacggga
) .

gctagatctg agttggcttt

PCT/US2005018301

tgaatcacca
ggacgtgcge
acttgaggac
aagacaataa
tgcaatgtaa
tcaggtatat
tggaggttty
cggacggagt
ttaggataaa
tttttgaagc
tagacttttc
ataaatggat

cattgtggag '

agccrttggg

aggaacagca
agctgacreg

taggggcgtt
aagtttaatg

catgaggttc agaaagaggg aagggatgaa

gaacaggtga aaacatgttg gttggagcct

tatgccaaga tagctttgag gectgataaa
cggaatgctt gttacatatc tggaaatggg

gcagttatta gatgctgcat gatggatatg

acttttgtaa atgrtaagtt taggggagat
accaaactta tattgcatgg ttgtagctre
tggggacagg ttagtgtacg ﬁbgatgtagt
agaaccaaga gtcaattgtc tctgaagaaa
ctgaatgaag gcgaagcaag ggtccgeeac
ttgattaagg gaaatgccag cgtaaagcat
cctratcaaa tgctcacttg tgetggtagg
gtttcccatc aacgcaaaaa atggectgrt

atgcatgcag gtgggcgtag aggaatgttt
Page 2

1260
1320
1380

1440

1500
1560
1620
1680

1740

1800
1860
1920
1980

2040

2100

‘2160

2220

2280
2340

2400
2460
2520

" 2580

2640
2700
2760
2820

' 2880

2040
3000
3060
3120
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atgccttacc
agaatgagcc
gatgatacga
ccggtgtgty
ggagcagagt
ggggtgggat
tcatgagtgg
tcccatectg
tccaaccege
cagctgcage
atggaagcat
agttacttgt

"‘ccagstunt

aaaaaaatcc

tttttattic

- ‘tcggtggatt

taggcegtct
gtaaatcacc
taggctgatt

' tgggtgcatt

. geegecaaga
acatttagga

cttgtgtcct

- agcggegegg

tcatcataa

_tectreggge

cgagggtgga
gattaattgt
ataaatgatt
tcgaagcaag
atccattagg

agtgtaacat gaatcatgtg aaagtgttgt

gatcgagggt
tagitgtgqc
tcggatccag
tttcagatgg
aaacgettet
ggcaggagtt
caattcttca

‘tgeegeegec

catggctaat
éc;tttggcc
cgagttgega
cagaatcaat
attrttcgeg
ttttccagga
ttopegtaea

acgcgecatge
tgaagatctc
tggagaagaa
_acagattgag

tttaaggege

cgtcagaatg
-acgctgacct
gcttctgttg
tccacttect
cagctggagﬁ
gtacaaactg
gaataaataa
cacggtatge
tcctatagag
gatagctcca

taacaggaat ttttgacatg aacatgcaaa

gaatgcggag
agaccggatc
actgactaag
taaaaatttg
gagtcttcag

ttatgggatc
atgctacttt
ccgctaacac
ctaataaccc
ctttgaccca
agtctgetgt
acaagcttgt

‘cctagaccac

gtgggattga
‘ttgaagggat

cagtcataac aaggtcgcag tgcatggtgt

gccacagata

€ggggtgaaa
tcccgtctty

agccettggt
ttatgtgcat
ggttcatgrt

aatttatcgt
ceaagattrt
gcaaacacgt
gccattttaa
cécggigc;f
;tcatgtcca
gitgatagca
ccﬁattaéhg
ggggccacct
aggcgetcete

geagettgga
céatgcactc
‘tecgrgggtc
tgaatrtggg
hgtécccqtc
cctgenogec
;atttctgag-
gttgcaggtg

cgttcatcat

ctcctagtga

gtaggtgttt

'titggattgq

atgaaggacc

tggaaaagcg
atccatgata

"Tgacacatca

gcggagagta
acagatrtgc
tatgaaaaac
caattgagat
gtagtttagg
ttcccttaca

‘tagaagttct

Page

tggaaccaga
tctggaagat
gcaagcatge
atttggttat
gtgagtattg
tttttectgt
cccttatctg
tactgtggat
aagtrcttca
tgtgcttgga
ttctaccerg
acgtetgggt
cggcacggca
tgttgattta
cgatctctat
atgtttagat
tcatgectecg

‘tgcacaatat

acaaaccggt
atttttaagt
accaagacgg
tggaapaaff
atagcaatgg
_iigttatgtg
ccagaitggg
atFtéccaag
accgtttctg
ttgccacatc
gaacggcaac
:tgcatlittt
tgtagtgagg
3
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tgccttttec 3180
cctgaggtat 3240
caggttccag 3300
tgcccgcact 3360
ggaaaacttt 3420
cttgcagcty 3480
acagggcgtc 3540 -
-ggaagacccg " 3600
cctttggacg 3660
atéggttact 3729
actcaggaca 3780
gaactttctc 3840
‘aagtctasat 3900
asatcaagtg . 3960
cattgagaac '40?0_
-Acatgggcat ' 4080
gogtagtgtt 4140
cttttagaag 4200
xgagctgggé " 4260
iﬁgcaatatt_ 4320 -
tgtatggggt"'ﬁiso_'_'
tggagacacc 4440
ggcegtggge 4500
cctgagttaa 4560
gtatgaatgt 4620'3
ctttcagttc 4680
gggcggaggt 4740
cggtogggce 4800
tgcctetec 4860
ceccgeaccaa | 4920
azaagttttt 4980
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cagcggtttc agaccgtcag
tctgttccac agttcagtga
cgcgggttty gacggctect
gttcggtcet tccagggtct
tgtgcgectg cttgggeget
ttctgtcget tggcgecctg
agcgcctegg - ctgegtggee
gggcagtata ggcatttcag
tatgcatctg cgeccgcagga
ggttcattgg ggtcaaaaac
gtctccatga grtcgtgtec
gattttacag gcctcttete
cactctgata caaaggcgeg
cgatcgttgt caaccagggg
tcaacatcca ggaatgtgat
gggggggqtat aaaagggggc
aggaacgtca gctgttgggg
aggttgtcag tttctaagaa
ttcatgaggt tttcgtccat
gcaaatgatc catacaggge
ttrtccttgt cogegegete

‘cacttccatt cggggaagat

cgattatgca aggtaattaa
gtccaacaga gcctacctec
tcatcgggag ggtctgeatc
ctgatgggag tggggtcatc
tatgggttaa ggggactgcc
cagatgtcat agacgtagat
cccecctetga tacttgeteg
ggacccaagt tggtgcgatt
tgagaattgg aagaﬁatggt
acagagtctc tgacaaagtg

ccatgggcat tttggagaga
tgtgttctat ggcatctcga
ggaatagggt atgagacgat
cagtgttcga gtcagggttg
tgccagggtg cgottcagac
tatgtcggee aagtageagt
tttggcgegg agctracctt
cgcathcaag ttgggcgcaa
ggcgcaaaca gtttceacatt
aagttttccg ccatattret
tcgttgagtg acaaacaggc
cagtggagtyg cctcggtett
cgtccaggee ageacaaagg
gtccaccttt tccaaagtat
tggcttgtag gtgtatttca
ggttcrttge tertecteac

PCT/US2005/018301

gtttgctgca aaagttctag
tccagcagac ctcctoegttt
gggcgtccag cgctgecagg
tttccgtcac agtgaaggag
tcatcctget ggtcgaaaac
ttaccatgag ttcgtagttg
tggaagrttt cttgcatacc
ggaaaacgga ttctggggag
ccaccagceca ggttaaatce
tgatgcgttt cttacctttg
tgtcegtgte cccgtagact
cttcgtacag gaactctgac
aggctatgtg ggapgggtag
gcaaacacat gtcaccctet
cgtgacctgg ggteccceget
tgtcttcegg atcgetgtcc

taggtattee
cgaggaggat
ctggtcagaa
gttggataaa
tttggeggcg
agttgttaat
atccacactg
tttcctagaa
catggtaaag

‘taaggccatt

ccatggcatg
gggatcctca
cacatagtca
gggtttttct
gggtctttga
ggcataagat

ctctegaagg
ttgatattga
aacacaattt
agtttggcaa
atgttgagtt
tcatctggea
grggccacct
cagaaagggg
attcecggaa
tgccattcte
ggatgggtga
aagatgccta
tatagttcat
gttctgtaga
aaaatgttga

tettgaaget
Page

cgggcatgac
cagtgceggt
ttttattgte
tggatcgeat
ggacatactc
cgattctcac
cgcctcgaag
gaagtgggte
gtaaatcett
gagctgecag
gtgcagaggc
tgtaggttgg
gtgatggeac
cgatctggeg
aatgggcatg

tggttaccag
4

ctctgeacte
tgagafgccf
aagtttggtg
ggtttggttc
gcgtgecagg
ttgccaccet
gggttcattg
tagcataagt
atcaaaatag

tgcgegotea

atacatgcca
atagcatcgc
tagcagccee
aaagatggcg
aggtagacct
ttcggegato

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

| 6540

6660
6720
6780
6840
6900
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acaagtacgt ctagggcgca gtagtcaagt grttcttgaa tgatgtcata acctggttgg
tttttctrtt cccacagttc gcggttgaga aggtattctt cgcgatcctt ccagtactct
tctagcggaa accegtcttt gtctgcacgd taagatccta gcatgtagaa ctgattaact
gccttgtaag-ggcagecagee cttctctacg ggtagagagt atgctthQCjagctttfcgt
agcgaagcgt gagtaagggc aaaggtgtct ctgaccatga ctttgaggaa ttggtatttg
aagtcgatgt cgtcg&aggc tccctgttcc cagagttgga agtctacccg tttcttgtag
gcggggtfgg gcaaagcgaa agtaacatca ttgaagagaa tcttgecgge cctgggeatg
aaattgcgag tgatgcgaaa aggetgtggt acttccgetc ggttattgat .aacctgggea

‘gctaggacga. tctcgtcbaa accgttgatg ttgtgtccta cgatgtataa ttctatgaaa

- egcggcgtgc ctctgacgtg ‘aggtagctta ctgagctcat caaaggttag gretgtoggo
tcagataagg cgtagtgttc gagagcccat tcgtgcabﬁt gaggattcgc tttaaggaag

gaggaccaga gOTCCACtyc Cagtgctgtt tgtaactggt cccggractg acgaaaatgc
cgtccgactg ceattetttc tggggtgacﬁ caatagaagg tttgggggtc ctgcegecag
cgatcccact ‘tgagttttat ggcgaggtcz taggcgatgt tgacgagccg ctggtctcea

gagagtttca tgaccagcat gaaggggatt agctgettge caaaggaccc catccaggtg
taggtttcca catcgtagg: gagaaagagc cttrctgtge glggatgaga gccaatcggg
aagaactgga tctcctgcca ccagtiggag gaatggctgt tgatgtgatg gaagtagaac

ccctgcgac gcgccgagca ttcatgcttg tgcttgtaca gacggccgca 'gtagtcgeag

cgttgcacgg gttgtatctc gtgaatgagt tgtacctggc ttcccttgac gagaaattec
agtgggaagc cgaggcctgg cgattgtatc tegtgertta ctatgttgtc tgcatcggcc

R tgttcatctt ctgtctcgat ggtggtcatg ctgacgagcc thgcgggag gcaagtccag
8220

) iCCtCﬂﬂcﬂc Gﬂcaﬂﬂﬂﬂcg Qaﬂthﬂaﬂﬂ acgidgagcge GCEGQCtgga GCtﬂtCClﬂﬂ
gtcctgagac gctgcggact caggttagta ggcagtgtca ggagattaac ttgcatgatc

ttttggaggg cgtgcgggag gttcagatag tacttgatct caacgggtcc gttggtggag-‘

atgtcgatgg cttgcagggt tccgtgtccc ttgggcgcta ceaccgtgec cttgtttttc
attttggacg gcggtggctc tgttgcttct tgcatgttta gaagcggtgt cgagggcgcg
- caccgggcgg caggggcggc tcgggacccg QCUUCitQQC tGGCigtggt aCGtCDBCQC

cgcgcgeggg- taggttctgg tactgcgccc tgagaagact cgcatocgcg acgacgegge
ggttgacatc ctggatctga cgcetetggg tgaaagctac cggeccegtg agcttgaacc'

-tgaaagagag ttcaacagaa tcaatctcgg tatcgttgac ggcggcttgc ctaaggattt
cttgcacgtc accagagttg tcctggtagg cgatthcgc catgaactgc tcgatctctt
- Page 5

6960
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cctcttgaag atctccgcgg cccgotctct cgacggtyge cgcgaggtcg ttggagatge 8820
gcccaatgag ttgagagaat gcattcatgcC ccgcctcgtt ccagacgegg ctgtagacca 8880
cggcccccac gggatctctc gogegeatga ccacctggge gaggttgagc tccacgtgge 8940
gggtgaagac cgcatagttg cafaggcgct ggaaaaggta gttgagtgtg gtggcgatgt 9000
gctcoptgac gaagaaatac qﬁbatccatc gtctcagcgg catctcgetg acatcgecca 9060
gagcttccaa gcgetccatg gocctcgtaga agtccacggc aaaattaaaa aactgggagt 9120
ttcgcgegga cacggtcaac tcctcttcca gaagacggat aagttcggcg atggtggtge 9180
gcacctcgeg ctcgaaagcc cctgggattt cttcctcaat ctcttcttct tccactaaca 9240
tctcttecte ttcaggtgog gctgcaggag'gagggggaac gcggcgacgec cggcggcgea 9300
cgggcagacg gtcgatgaat ctttcaatga cctctccgcg gcggeggege atggtttcag 9360
tgacggcgeg gecgrreteg égcggtcgca gagtaaaaac accpccgege atctccttaa 9420
agtggtgact gggaggtrct ccgtttggga gggagagggc getgattata cattttatta 9480
attggceegt aggéactgci cgcagagatc tgatcgtgtc aagatccacg'ggatctgaaa 9540
acctttcgac gaaagcgtct aaccagtcac agtcacaagg taggctgagt acggctrete 9600
gtgggecoggn gtggttatgt Grtcggtcty QUTCLcgt tcttcttca tctcgggaag 9660
gtgagacgat gctgctggtg étgaaattaa agtaggcagt tctaagaégg oggatégtgg _ 9720
cgaggagcac cagbtétttg-ggtécdgctt gctggatacg caggcgattg gccattcccc 9780
aagcattatc ctgacatcta gcaagatctt tgtagtagtc ttgcatgage cgttctacgg 9840
gcacttcttc ctcﬁcccgtt ctgécatgca tacgtgtgag tccaaatccg cgcattggrt 9900
gtaccagtgc caagtcagct acgactcttt cggcgaggat ggcttgetgt acttgggtaa 9960
gggtggctfg aaagtéatca aaatccacaa agcggtggta agctcctgta_ttaitggtgt ;nézo
aagcacabtt_ggctafgact gaccaﬁttap ctgtctgotg accagggegc gégag;tcgg _10080
tgtatttaag gegigaatag gégegggtgt caaagatgta épcgttgcag gtgcgcacca 10140
gatactggta cccfatéaga‘iaatgcggcg gtggttggég gtagagaggc fitcg;tctg 10200
tagctggage gcchgbggcg-adbtcttcba acataaggcg gtgatagccg tagatgtacc 10260
tggacatcca ggtgattcc? écggcggtaﬁ taghagccég aggaaactcg cﬁtacg&ggt 10320
tccaaatgtt gcgtagégbc iigaagtagt tcattgtagg éhcggtttga Ecagtgaggc 10380
gcgegcagte attgatgetc tatagacacg gagaaaatga aagcgttcag cgactcgact 10440
ccgtagectg géggaacgtg'gacgggttgg gtcgeggtgt accccggtte gabacftgta iosoo
ctecgagecgg ccggégccgc ggctaacgtg gtattggcac tcccgtctcg acccagccta 10560
caaaaatcCa ggatacggaa tcgagtcgtt ttgctggttt ccgaatggca gggaagtgag 10620

o atccegtget 10680

tcctattttt

tttttttgee getcagatge

gcgacagatg cgcccccaac



aacagcceec
caactgcecge
aaggactggc
aagattctcg
agccggagga
accgaagacg
ctgccagggc
aagagcgtaa
aagttaccct
ctagcaaacc
cttteagéga
tcaacattct
ctgccatcaa

ctccatacgt

tcaaggtcet
' cggttagege

gagctctgac:

agtggcagcec
tagaagaggc

acccgtgttt:

cagagccage
‘atggcgttga
tcggccatea
gccategtga
tacaacgctc
gaccgtatga
bccaaccfgg
.ccgegrggte
gtacctcaga
ggctgeaga
gcatgccccg

ctcgcagcag
cgtgageggt
acgtctaggt
cgaggegtat
gatgcgagct
agtgttgcgg
acacgtggct
cttccaaaag
tggtttgatg

tctgaccgee

ggcgetgety

acagagtatc.

ttactcggtt
teccatagac
gaccctgage

tggagctgga
thdtéhcagg
9911:!'!&:99:
tttgctagat

qgtEcggcai'

cgactcgcaa
tggaagctgt
acgcgrtggt
tcttagaacg
taacagatgt '
gttcgétggt
aacaggatta
gcpasgtota t

cggtaaatce

géaggagaaa

cagcagcagc aatcacaaaa
gcgbgacagc'ccgcctatga
gcgccttcac'ccgagcggca
gtgceecaac-agaacctatt

‘tcccgettta acgogggteg

gacgaggatt
gcagccaacc
tcttttaata

catttgtgog

cagctgtttc
aacatcaceg

tcgaagttga
ttgtatcggc
htéatgtgcg
atttgatgga
tggtggtaca
aacccgaggg

atagtgcagg agcggagect

ttgagcttgg

aaggaggtga
gatgatcttg-

'mmunu

accgagggtg

BCtCtﬂaﬂcg_

9399399339

ggaacagcaa
taactcctcg

.ccccgaagec
‘cgctetaatc

agtgcettec
bgagdacaaa
COtGGCtCQC

-acgcgaagee
'ggcgttaaat

tactaacttt
tcagtccggt
gagccaagct

-gagcaaccgt

gaazatatta

agatagatgg .
'im‘c”dtht"cb

gcgacaggga
agaattactt

ccgcgacgge

lﬂﬂ!‘ﬂaﬂtl
geaccggatce

gacgattgga

tttagacagc

‘gctattegee
‘tacaacagta

gtgtcteage
gcittcttga
ttaagtgctt

cctgattact
ttraaaaacc

gtctagcttg
Page
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ggctgtccct gcaactactg
tctggacttg gaagagggcg
tcogogagtt caactgaaaa
tagagacaga agcggcgagg
tgagctgegt cacggtttgg
tgaaatgaca gggatcagtc
ttacbagcag acagtaaagq
aaccctgatt gcccgcgaag
agctatcatt cagaacccta

acacagcaga-gacaatgagg”

gagatggttg tatgatctta

BBOCCtGBCC gagaaggtgg °

cgctcgcaiafitctacaaga

gttctacatg-cgcatgacgc
caatgacagaatgcatcgcg .

actgatgcac agtrtgcaaa

cgacatggga :gctgacttgc
aggatgtgag cttccttaca
cttggaagac tgatggeaca:

ccgcaatgeg -ggcggegetg

cccaggeeat gcaacgtatc
aaccccagge caaccgtcta:
ccactcatga gaaggtcctg

‘cagatgaggc cggactggta:

gcaatgtgca aaccaatttg

.gegaaaggtt ccagegtgat
gtactéagcc ‘tgctaatgtg’
tgagactgat ggtatcagaa
'tctttcagac-tagcagacag'

tttaaaggtt tgtggggagt
ttdactccga actcccgcct

7 ]

12060

12120
12180

12240

' 12300
12360
12420 °
12480

12540
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attattactg ttggtagctc
gggttaccta ctaaacctgt
ctatcaagaa attacccaag
agccactctg aacttettge
tactgcggag gaggagagga
gcaagagggg gcaactccga
catgtatgcc agtaaccgac
cgctatgaac tctgattatt
tggtttctac acgggcgaat
cgtggacagc gatgtrtttt
cgatagaatg cattctrctg
cgagtctgea agtcctertc
dgtgggtaga ataagtcgcc
gctcagaccg gcaagagaaa

aatgagtaga tggaagactt

tacaagtaga gcgagccgta

ctttcaccga
atcgcgaage
tcagtcgege
ttaccaatcg
tccttagata
ctgecagcact
ctttcattaa
tcaccaatge
atgacatgcc
cacctcttte
catcgctgtc
ctagtctace
cgagtttaat
aﬁaatttccq
atgctcagga
gacgccagig

cagcggtage atcgaccgta
catagggcaa agtcagotgg
tttgggacag gaagacactg
gtctcaaaag atccctccte
tgtgcagcag agcgtgggat
ggacatgaca gcgcgaaata
caaactgctg gactacttgc
catcttaaac ccgeactgge
cgaccctaat gacggattte
tgatcatcgc acgtggaaza
cggggtcatg ggtgctaceg
ctrttcteta cacagtgtac
gggcgaagag gagtatctaa
aaacaatgga atagaaagtt
tcaicsqilnac ‘gagcctggga
ccatgacaga cagaggggtc
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attcctattt
acgagcagac
gcagtttgga
aatatgcter
tgtttctgat
tggagcccag
acagagctge
tgcccccace

tgtgggacga

aggaagaceg
cggctgagee
gtagcagcga

.acgattcctt

tggtggataa
tcatggggat

ttgtgtggga

atagcagcgt gctggactig OﬂtGQQFgaﬂ gaaggggcaa

cgatgaggat

cccgrriget
actcaccaag

taatgaggcg
acgagagcgt
cctttggee
aactggcacc
tfgcttétct
atgactttac
'ggggcggtca
ttagtaacaa
ttggggatac
tgccagaagg

ataattactt

tcgacaccag
tgtatacgta

tcggecgatg:

catttgcgec
geceatggega

agtcgtgeta

gatgcagcag
tecgegatac
tcagtacgat
gaactatcag

ccctacggaa
.gctasagacc
gttcaaagcg

ttatgatcac
caacttttca
gaaagtgggt
gaacttcaag
tgaagccttc

ctcgctiggy tggtatgtg taaaaaaaaa taaaaaaaaa
cgagcgtacg, ttcgttcttc tttattatct gtgrctagra
ggcggagegy tggtotatec ggagggtcct cctecttegt
cagcaggcga cggcpgtgat écaatcccca ctggaggetc
cigggacc;a cggagggcag‘ialcagﬁatt-cgttattcgg
accaccaggt tgtatctggt ggacaacaag tcggcggaca

aatgaccaca gcaacttctt gaccacggtg gtgcaaaaca

gecageacce agaccattaa ctttgatgaa cgatcgcggt
atcatgcata Ctaacatgcc aaacgtgaac gagtatatgt
cgtgtoatgg totcéagaaa acctcccgac ggtgetgeag
aagcaggata ttttgaaata tgagtggttc gagtttactt

gttactatga ctattgattt gatgaacaat gccatcatag

agacagaatg gagtgcttpa aagtgacatt ggtgttaagt

ctgggatggg atcccgaaac caagttgatc atgcctggag

catcctgaca ttgtct:act.zcctggctgc ggagtggatt
age
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12780
12840
12900
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13080
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13260
13320
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13440
13500
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13680

13740

13800
13860

13920
13980
14040

14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460



WO 2005/118825

ttaccgagag tcgtttgagc aaccttcttg
gttttaagat trtgtatgaa gatttagaag
atgcctatga gaacagtaag aaagaacaaa
_cagaagctaa-ggcaaacata gttgccageg
tcagaggaga caattttgcg ccaacacctg
tgtctgaagg aacggacgtg aaactcacta
gaagctataa tgtgttggaa 'gacaaaatca
acaattatgg cgatcccgaa aaaggagtge
teacctgegg agcagagcag gtctactggt
ctttcegete cactagacaa gteagtaact

tcttctcaaa gagcttctac aacgaacaag

CCtegettac geacgtcttc aaccgetttc
cgcccaccat taccaccgtc agtgaaaacg
cﬁitgcgéag.éagyitccgﬁ ggagtccaac
cctgtcccfa_cgtgticaag gcactgggea
ctttctaiaa aaaaaaaaaa tgtccattct

-tetgegeget ccaagcaagd
" ccgtgttoge ggacatttte
'ipccaccgtc.gatgdtgtia
tgcgectaca tctactgtgg
tgctegacgt qagdiccggc
-gcgigécg&q'igaﬁé;cigé
.abcggcc;ga cgtgcagctt
tgtcgeageg gcgactattg
gegrgacyct gcpaécggtc
gatactgagc agtctccgat
ggaagaaatg ctgtaggtta
aagaccécgc aaaatcaagé
tgggctggcy gagertgtgc
caaadttcga catﬁigntga
aagcgetact tttaagegtt

tgtacggagg
gegetecatg

“tegatcaggt

atgcagttat
QCEBBC?CIt
tacgaagagc
cgggcbccab

" ccgacatgge:

aacgtgtacc

gttgtgteec
‘tegeacctga
‘gggttaaaaa
‘gcgagttrge
'gacétdbaac
'cctatgétgé

gtatcagaaa
gtggtaatat
aagccaaaat
actctacaag
tthgactgé

‘ttcaacetgt

acacagccta
gttcctggac
cgctrccaga
accctgtggt
ctgtgtacte
ctgagiacéi
ttcctgetet
gtgtgaccgt
tagtcgcace
tatctég;cc

cgcacgcaaa

gggegeccte
ggttgccgac
tgacagtgta
tgccaﬁacgc

tagacgegto

cgccggeagg
tcaatcgcda
cgtgcgcacc
ascngcgaoo
agtctacgge
ggaéaaaaqa
cccicégcga
tteggtggte
ggtgtacggg

aaaacagcca tttcaagagy
tecggeccte ttggatgtag
agaagctgct acagctgctg
ggttgctaac-gctggagagg
agaatcatta ttggccgatg
agaaaaagat agtaagaata
tcgcagttgy tatctttegt
attgcteacc accteagatg
catgatgaag gatcctgtca
gggigcagqg.cttatgcccg
ccagcagcte cgecagteca
gatrttaatc dbtccdicﬁg

‘cacagatcac’ gggaccctge

tactgacgcc -agacgccgea
Gcﬂcgtcctt*tcaagccgca
agtaataaca ccggttgggg
cgttctaccc aacatcctgt
aagggccgaa ctcgpﬂttcs
gceccgtaatt atactcctac

‘gtggctgicyg ctcgeaacta

caccgagcta ccactgccat
999:gaagag ccatgcttag
tcccgcaggc aagcagccgc
agaggcaatg tatactgggt

‘cgtecceete gcacttagaa
‘atgtccaage gcaaatacaa'

‘caaccgttga aggatgaaaa
gaagaggaag atggcgatga

"cgcgtgcaat ggcgtgggeg
tttacacceg gegagegttc .
gatgatgata ttcttgagca
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14520

14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000

15060.
15120

isiso

15240

15300

15360

15420
15480
15540
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15660

15720
15780

iss40
15900
15960
16020

16080

16140

16200
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16320
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ggcggctgac
tgagacagtg
tttgcagcaa
gtatcccact
agtaaaagtg
gcctggtctg
aactgaaccc
catgcctatt
agcaagtctg
ccgaggecact
tgcaaatcge
gcaagtgtac
gagtatcatc
. gcoetcgegt
tgggacgcgg 2
‘gtrrettacc
cttcecgtoge
aaaaaaaaaa

ggaagacatc

ctggagcdaé_
pagegggctt .

‘cagtacagpa
cgatgggata
aaagataégc
ﬂgﬂlﬂtFCCt
gctggtgacy

caccactqga

acccgtcacc
tgtcgetgec
aaatgcgcac
acgcegtege
gtgtcattac

cgattaggcg agtttgctta tggcaagcgt
tcgatacect tggatcatgg adateccace
gtgttacccg taactccgcg aacaggtgtt
atgcaactga tggtacccaa acgccagaag
gatccagata ttcaacctga ggttaaagtg
goggtacaaa ctgtagacat taagattccc
gcaaagccta ctgccaccte cactgaagtg
acaactgacg ccgecggtec cactcgaaga
ttgatgccca attatgttgt acacccatct
cgctactatc gcagccgaaa cagtacctce
agtcgtegee gtagacgeac aagcaaaccg
cgcaatggta gtgcggaacc trtgacactg
acttaatcaa tgttgecgee gectecttge
teccatcact ggttaccgap gaagaaacte
aatgcgacgc tacaggcgac ggegtgctat
agcettaatt ccaattatcg ctgetgeaat
ggttcaggce tcgcaacgac attgacattg
tacaatggac tctgacactc ctggtcetgt
aattittgai ccttggetee gogacacgge
atcggcacga gccaactgaa:cgggggcgcc
aaaaattttg’gctcaaccat aaaaacatac
caggchtta gaaataaact tasagaccag
gcttccggca tcaatggagt ggtagattty
agtcgtttgg accegeegee agcaacccca
ccgccagaaa aacgaggcga caagegtecg
cgcgtagatg aaccgecttc ttatgaggaa
ccgatagccc caatggccac cggggtgatg
ttggatttge ccccteccec tgetgetact
ccghaaccag tcgecgtage caggtcacgt
tggcaaaata ctctgaacag catcgtgggt

tgcttttaat taaatatgga gtagcgctta acttgcctat ctgtgtatat
:ﬁ?aggtcgtg cgtcgacget

acgccgtcac agcagcagag gaaaaaagga
Page

PCT/US2005/018301

agtagaataa cttccaagga
cctagtctta aaccggteac
asacgcgaag gtgaagattt
ttggaggacg ttttggagaa
agacccatta agcaggtage
actgaaagta tggaagtgca
caaacggatc catggatgec
tcccgacgaa agtacggtcc
attattccta ctcctggtta

cgcégtcgcc gcaagacacc

actecccggeg ccctggtgeg
ccgegtgege gttaccatee

agatatggcc ctcacttgtc
gcgeccgtaga agagggatgt

ccgcaagcaa_ttgcdgggtg
tggcgegata ccaggeatag
gaaaaaaicg tataaataaa
gactatgttt -tcttagagat

‘acgaagccgt acatgggeac

ttcaattgga gcagtatctg
ggaaacuas cttggaacag
aacttccaac aaaaagtagt
gctaaccagg ctgtgeagaa
ggtgaaatgc aagtggagga

cgtcccgatt tggaagagac

gcaacgaage ttggaatgcc
aaacctictc agttgcatcy
gctgtactcg cttctaagee
cccgggggcg ctcctcgécc

ctaggcgtgc aaagtgtaaa

16380
16440

16500

16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100

17160
17220
17280

17340
17400
17460
17520
17580

17640,

17700
17760

"17820

17880
17940
18000

18060

18120

18180 °

18240
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gagttacttt
ccggacagga
acacctactt
tgaccaccga
atacatactc
tggccagcac
attctggtac
ttGClﬂliﬂﬂ
ctactactta

caagatggcc
tgctteggag
caatctggga
ccgrtagecag

ttacaaagtg

gttctttgac
ggcttacaac
tgtaaaaaat

cacttttgge

aggtttggaa
-agaacctcag

gactcceagt
catatcagec
asaagtatgg aggcaggget
ttgccaaacc tactaatgtg
axcagaaagt_cbaatatg?t

acttaagtcc taaaattgtc

' atgtagtgta caaacctgga

LR

ctatgcccaa Cagacccaac

ataacagtac ‘tggtaacatg
© ttgacttgca ggacagaaac

acagaaccag atactttagc
gtgttattga aaatcatggt
gcataggtgt tccaacaacc
attggaagga aéctgaagtd

;tggaaagtaa ccttcaagec

atctcccaga ctegtacaaa
cctacgacta catgaacggg
ttggtgccag gtggtctctg
acgctggett gegttaccga
tacaagtgcc tcaaaaattc
cttatgagtg gaactttagg
lCCtQCQDQ? apatggcgcc-

accccatega tgctgeccca
tacctgagtc cgogtctggt
aataagttta gaaatcccac
cggcteatge-tgegettegt
cggtacaccc tggccgtogg
attaggggtg tgttggacag
tcectggete ctaaaggege
acaactggtg aggaacacgt

ﬁamgetcctg taaaagctga

gtttcagatg aagaaagtaa

.ctgggagatg aaacttggac

Ctcaaacccg atactaagat
aaaggcpgtc aggcaaaaca

atcgacatgg agttttttga

atgtatgcag aaaatgtaaa

acagaagaca iugttccya
‘tacattgget tcagagataa
goggtgctgy ctggtcaage

acagaacttt ctrtaccaact
atgtggaatc aggctgtgga

btggaaga%gmaagttcccaa

agttacasat caatagttcc
aatggaacaa gtgagatcgg
aatctatgge oaagtttcct
tacacccegt ccaatgtcac
cgggtggtgc .cgeceatetet
gatgccatgg acaatgtcaa
tccatgcttc tgggtaacgg
ttcgctgita aadacctgct
aaggatgtga acatggttct
agcatcagtt tcacgagcat

atgggcatac
gcagttegec
cgtagcgecg
gceegttgac
cgacaacaga
aggtcccagt
tccaaataca
aacagaagag
agctgasatt
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atgcacatcg
cgcgecacag

-acccacgatg

.cgggaggaca
‘gtgctggata

ttcaaaccct
tctcagtgga
gaaaccaata
icaﬂaﬂﬂaaﬂ

accgatttat.gctgataana

tgaccttgat
gaaaccatgc
aaaaacaacg

‘tgcggeatcg

tttggaaact

ctttattgga
gtctcagtta
cttgcttgac
cagttatgat
ctactgtttt
aaatggagac
acagggtaat
ttattccaat

tcttccagaa

agtagacacc
cccattcaac
acgtratgtg
gettetecea
acagagttecc

ciacctcth;
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-ggaaaaaceg
tacgggteet

gagcagccaa

cagaaaacaa.

ccagacactc

‘agctaatttg.ggacaacaat
cttatgtact

aatgcagtog
tctctgggcy
cctgatgtac

ccactggacg |

aatgcgecta

ttgrttgcca
gtggctctat |

tatgtgaaca ;

caccaccegta

cctttecaca

ggctcctaca

ctcggtaacg

gctacttttt

18300
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tcceccatgge
atcagtcatt
caaccaatat
ttaccagact
tctattctgg
aggtttccat
ctaacgaatt
acatgaccaa
gcttctacat
ccatgagcag
cctaccaaca
aaccctatec
cgcagaaaaa
tgtctatggy
ctctggacat
tcgaagtttt
acctgegtac
aaatagcagc
gagccatrtgt
tcecggggtt
agacggegoy
tttttgatce
agggtctect
ctacccagac
ttcacgectt
taactggagt
atcaaaaagc
cacacatcga
caacgtgttc
tttatttaca
ttgcggaact
atatcgggca

a mm

tcacaacacc gcttccaccc ttgaagccat

caacgactac
tcccatttec
gasaaccaaa
ttctattece
catgtttgac
tgaaataaag
agactggttc
tccagaagga
gcaggtggtt
caacaactct
cgctaactat
gtrctrgtgr
ggcccttaca
gacctttgag
cgacgtggtc
accgttcrtcg
tgcaaccatg
ccaagacctg
catggcecce
agagcactgg
ttttggatte
gcgccgcage
cgtgcagggt
tgtgcactgg
gccaaacaac
actctaccat
aagggccact
aataaacatc
agtcgaatgg
gatacttggg
ggatgtcact

ctatctgcag
attccttetc
gaaactccct
tacctggaty
tcttcagtga
cgcactgtgg
ttggtacaga
tacaaagatc
gatgaggtca
ggctrrgtgp:
ccctatccac
gacagaacca
gacttgggac

agagtgeate
gccgﬁtancg
gccrgeggat
ggttgcggac
gataagctcg
ttggctttcﬁ
tcggatgate
gctcttgeta
ccecgttctg
cctgaccgte
atgcttcatt
ttrcttaata
gegttcgacc
acttratttt
gttctgacga
ttgccacttg
ccacagcttt

ctaacatgct
gcaactgggc
ctttggggtc
gtaccttcta
gctggectgg
atggcgdagg
tgctcgecaa
gcatgtattc
attacaaaga
gttacatggc
tcattggaac
tgtggcgcat
agaatatgct

.gtggatccca tggatgagcc

agccacaccg
ctaccacgta
cccaaaacgg
cctatteett
cctgtgecat
gttggaaccec
gtctcaaaca

CCaagoacey.

ccgeetgegg
ccatggacgg
ctcctaaagt
cccattegec
gtatggatgt

“tttacatgta

gaatcagaat
aattcgggaa

ctggtcagct
page
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gctgcggaat gacaccaatg
ctaccccatt cctgecaatg
ggctttcaga ggctggtcat
tggatttgac ccctactttg
cctgaaccac acttttaaga
aaatgacagg ttactatctc
ctacaacgta gcccaatgea
ctacaacatc ggctatcagg
atttttcaga aacttccagc

cttcaaggcc gtcgecatac

tccgaccatg cgecaaggte

‘aactgccgta aatagtgtta

accgrictcg agcaacttca

ctatgccaac
caccctgett
cggcatcate
agaagctect
ctccagegag
gggaacctac
tgtaaatacg
acgttctaac
gatttaccag
ctgtattacg
dcttttctge
aadccccace
ccageccace
ttaterrcge
tcadtaatga
tcaaggctct
gaccegeagg
tcaccaactt
1gzcaaagctcc

tcagctcatg
tatcttectet
gaggcagtct
tgettetege
caagagctca
gataagcgct
gccggacgtg
acctgctace
ttigaatatg
ctpgaaaaat

tgcatgtecc

atgaaattge
ctgtgtgaca
tcccategta
ctcatgtaaa
gcattactta
cagtgatacg
gggaaccogt
aagcaggtca
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ggagccgaaa
accggattﬁc
ggatctgcaa
ttgcaggtct
agggggatca
aaagcigcat
caggacctge
tcat;gttig
tcgggattct
tgctcctect
' -Cagccatpag
-aaagaatgta
gtgaaagtta

tattgttcgt

tacttcteca
JaagCtaatEg
.Tbcg;tcttct
.ihaacccactg
‘tgcatgdgga
étgtéqgtqc
gtgtcogtag
ggaggcgatt
- ccgegttegg
'nttgtg:tct
‘cgccacgagt
.ttccaccgee
atgacatgca
atgtgacacc
actgctciih
.Ecgactaéct
cgctcatagt

tcttgaaatc
agcactgaaa
tcatgeccac

.gcctacccat

gtatcatctt
attgcttgaa
tcgaaaactg
ctatttgcac
cctttaaggc
gaatcataat
gccacaacgce
teattcectg
actggatgec
gttgctcagg
tcagcagaca

gattcttaac

caatgcttct

‘ctacaagttg

tatgtrtggt
gttccggaga

aagaacctga

gcgaaggget

gggtgtgcec

cctaggcaga
gccatcacat

cagtcctgec

gaataaaaaa
ggtggaacac

acaacgagca

catagggctt
caaggatgea

acaattagga
caccatcage
atccagatct
ggcgggeace
ggcctgatee
agcctgetgg
gttagctgea
cacacttctg
togttgtecg
attgccatgc
acagcctgta
cagaaatctt
teggtgctee
cattagttta
catcacttceeg
agtgeaggea
tttgecatee
cgcctettet

‘cttccttgge
cagggaggat

cccecacacgg
gcggtccgac
CCtthﬂcﬂg

ccagtgcttt
gacggatgtc

tcagcattgg.
‘caattaggct

tgtctgattc
gctttactac
cagccggeat
ccecageggt
ttctegetgg
aggcacttca.
Cattccqaat
cccatcateg.
tegtttacgt
aaagaggtrc

_aigcctttct

gcagctcctt
ttctcalcga
Ctttcttctt
ttetttttgg
tgtgacﬁttt
cgacnggtgt
ctggaaggeg
tegcttaact

Rl
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gagcgcgaga gttgoggtac
tcacgcttge cagcacggtg
caatgctgaa cggggtcatc
tgtggttgca-atcgeagtye
ctggatacac ggctctcatg
cctcggtata aaacatcccg
cattcacaca geagegggcg
-tttggrtcge
ctcgataatc

tttgggtgat
ccacatccat
gcttgecccte
tatggtgggc natctgasia
tgctcagtgt cttgtgacta

_actggtgaca.gatgcgcttg

taagttcgtt mtceagecty
cccaagcaga .caccaggoge
talgccagagg ,gtcatéttta
tgcgcacgag cgagtagetg

cgctgtctrgactgatgtct
gggogtatcgg.-aggaggagoa -

cgctcaccat ‘taccaactga
ttctcttcgg -gggcagaggt

gatgactggc agaacccctt
gatttccttc geggetggee

gaaacaacaa acatggaaac _tcagccattg ctgtcaacat

ctcgtcctca
accacct;ta
gcgaaagagt
gaggaagagt
gatgact;tc
gacggggaag
ttattggaca

gcgacgagga
ccctagaaga

ctgagacaga catcgagcaa gacccgggct

aaaggagcag agcttaagca:

taaggaggtc gacgcatctc

tgaaacgctt tctagagaga gaggatgaaa
accaagatgc tggaantagg gatcagaaca
aqgcgctcct taaacatcta gcaagacagt

gaactgaagt

geccatcagt gtggaagage
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tcagcegege ctacgagett
acggcacctg cgagccaaat
tactggctac ctatcacatc
atcgcacccg cgecgatgec
cttccttgga agaggttcca
caaatgctct gcaaaaggga
tggaaggcga taatgccaga
catatccege tgtcaaccih
ttaagcgege aagtcccctt
aaccagtgg? cagtg;tgag
tggaagagcg tcgcaagett
tccpacgttt ctrtaccgat
cttttagaca cggetetgtg
tggtttccta catgggtatt

aacctctttt
cctcgcttaa
ttttttaaaa
ctactcaatc
aagatcttcg
gaaaatggca
ctcgeagtac
ccccctaaag
‘tcagaagaca
cagctaacce
atgatggccg
tcagaaacct
cggcaggcat
ctgcatgaga

cacctegtac
acttrtatce
atcaaaaaat
tgggacctag
agggtctogy
togatgagca
tcaagcgaag
tcatgacgge
tgcatgaccc
gatggctogp

tccecccaaa
agcttttget
tccagtetee
ttcacgctta
caataatgag
tcacagcgtt
catcgaggtc
ggtcatggac
agatgcctgt
caccgactct

tggtgctggt taccgtagaa
tgcgcaaact cgaagagaat
gcaagatatc taacgtggaa
atcgectagg acaaagegtg
tccgegattg tgtctatctg

PCT/US2005/018301

cgtcagccaa
gtgccagaag
tgcegegeta
cctgatatag
actcgggccg
ctggtggaat
acacacttcy
cagttactca

gatgagggta

cccagggatt

ctagagtgtc
ctgcactaca
thacc‘aacc
ctgcacagca
tacctgtgec

ccctgaagﬁj ggaagcccge cgtgattaca
acacgtggca aaccggity ggtgtatagc
' agcttgacaa getcttacag aaatctctia
ccgtegette cgacétggca gacctcatct
acggattgec tgactftatg agccagagca
aacgctccgg tatcctgece gecacctget
cctaccgega -gtgececdeg ccgetatgga
atctctccta ccactcggat gtgatcgagg
actgccgetg ‘caatctgtge. acgceccace
gcgaaaccca gataataggc acctttgaat
cttctcctgg'gcaaagitta aaactgaﬁcc
agtttgctec gﬁaagattic cacccctatg
ctccaaagﬁc cgaactttcg gcctgegtca
aagccatcca aaaatcccge caagaatttc
acccccagac ﬁggcgiﬁbaa'cfcaacacaa
aacaagaagt tgaaggtgca geegecgeee
caggcagagg aggcggagea ggacagtetg
_gaggaaaacg aggaggcaga ggaggtggaa

agcaatgttt agaagaacag aacttgaaag
aggttctgty baéaggﬁtté §ICgagcgca
tcccagageg tctcagggtt acttrgcgaa
tgcttaacaa tttrtegetct ttcatcctgg
gcgeactgee ctecgacttt gtgectctca
gtcactgita cctgtteegt higgccaact

atgtgagcgg agacggetty Ctggagtgte

gbtcécfagc'ttgcaacccc‘éigttga;gp
tgcaaggcae cagcagccaa ggcgatgggt
Ccgggactgty gacctecgce tacttgegea
aaatcaagtt ctatgaggac caatcacagc
teacccaggg ggcaattcty §cbcaq;tgc
tactgaaaaa gggtaaﬁﬁgg gtégacgttg
ggttccetea ggatgteeea acgacgagaa
ccagaagata tggaggaaga ttgggacagt
gaggacagtc tggaggaaga cagrttggag

gaagtaaccg ccgacaaaca gttatcctcg
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gctgecggaga caagcaacag
cccagcagta gatgggacga
ggraagaagg atcggcaggg
tgcttgcatg agtgcgegyg
ggggtgaact ttccgcgcaa
agccagcaaa tcccggcagt
accagcagcg gcagtt@gaa
agccaacgag'c;agcgciaa
catcttccag cagagtcgog
ttcgftcacc agaagttgtt
ggacgccgag. getctcttca
cgegcttatt caaajaagge

cgeccttacat gtggagttat

‘;ctcc&cccq catgia_i:ﬁﬂ
tacgcgecta cogaaaccaa
-aacaccttaa fccédgiaat
" ccactgtatt gcttccécga
agtragctgy cggeterace

tgatcagagg ccgapgtatc'

gaccagacgg aatctttcag
ctgttctgac tttggaaagt
aatttgtggn ggagtttact

" attgatgtet gtglcgcgg

cgctaccatc tccgetccga
gaccggacgc ttcccgaace
atacaagtéc tggcgggoge
caacatatcc. ttcacgegge
tgttttgcat tactacecgtc

agttcata.

ctcgacagat
éatacacahc
cccgagagtt
gtcaagagca
tgtatcacaa
-acaagtactg
gggaattaca
caaccccaaa
ctcagegecg
'atacttttgg
tggcccgccg
gacgcccagg

aaagacagcg
aagtgcagca
aagaaatcgg
ggaactgaaa

gagcgaagat

cgcgetgact
tcatecctega
tgggattgge
gpcctictat
aacagtcagc
ccctagtgta
-ccgaagteca

L2
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gtcgaggaac ccggcggegt

caaccagcge ttccaagace

ataagaatgc catcatctce -

gctacttget attccaccat
acctccacag cccctactat
gcggegacct ccaacagaaa
acaggaggat taaagattac

atctttccaa ccctgtatge.

ataaaaaacc gatctetgeg

caacttcage gcactctcga’

cttaaagagt aggcagcgac

catgagtaaa gaaattecea:
ggcaggegee tcccaggact"

gatttctcga grraatgata
tcttaccacc.acgccccgcc
ccaggaaagt cccgctccca

aatgactaat gcaggtgcgc'

'ctatgtcgtc acaggcctcg gcataatata aaacgcctga

cagctcaacg'acgagtcggt gagcecteeg - cttggtctac

attgcegget gcgggagatc ttccttcacc cctcgtcagg

tegtettege
‘ccctetgtct
ccgaacteyg :

.:tttcgctgc

ccctcaaggt
".gcaacgaatt
ttccatctac
tactgagttt
" .gattrtacaa
ttccta;tcz

ctgagctatc
tttgeccggg ihctcattgh
ccggeecacg gagtgcggat
trcteccage' ggcccgtgct
tgcatttgta atcaccccgg
altaaaaact gaattaagac
ccagaagaac gaaacttttc
Caaactagaa gctcaacyac

aacccegcte
acttcaaccc
acgcgattag
tcﬂg‘:tﬂcga
gttcatctac
iictatcgia
gatcgagega

attgcatgaa agcctttgct gtcttatgtg
"tctcctacgg actgecgett cttcaacceg

BGGCﬂﬂaﬂtC gggaccgttc-

cttctccgga tctcctgggc

_cgagtcagtg gacggctacg'

catctagacc actgccgccg
ttcgaactee ccadggatéa
ggcaaaatag actctcgect
gaccagggaa acaccacggf

ctgtcgtcca ggactctgtt dacttcacct
tacaccgctt ttccagaagc attticccta
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ctaatactac
tggaagcggg
acctatacac
gcccatacta
tccatgtcta
catctgtgga
catggtggga
tcactgctce
aagagacctg
gcaataaggt
tggtattcta
tttagcCtcct
ccggetcagt
cccctttata
tcttacttta
ggg9aggggga
cacaccactc
gaitgaaaat
ttgcattgat
‘tcasatcatg
tggagcacta
aactacacéc
actaactaﬁi
tactggtgce
tgataattct
tcgeactget
gacatcatat
aacctctget
ctgacaaata
tttgcctece
catttggata
gcgagccaat

tttcaaaacc
cctrgtagtg
accttgette

gtcttgettg

gacttcgacc
gttcatcgec
atcaacccca
tgcgattcca
ctaccaatga
ctctgttgaa
aacccegtte
ctecetgtacc
gactccttca

Jaacccagggt

aaatgtttaa
cttacagtgg

gttaagactg

ggaggtgagc
ctaggaattc
actttcttag
ttttactttc
cagaaaactg
tctcttacga
tagttatcac
tcgagtgcac
attaaaaaat
attttcteec
agcggeatac

‘cacaatctte

accctgtcta

ttatttcoce
‘aaccacagge

atgacaccaa cggtrrtttg

ccccactaac

gtcactctat

tccaaggtct
ttgcgegtog
tggtgttgtyg
gcttttggaa
cacacttact
acttggcece
ccagcaaagt
ctacaccctg
gattaataaa
agcagcacct
tttctccata
atgtctttct
cccctatgaa
aaatggcttc

aggtttacca

aaactttgta tcaaattagg acaaggactt
gacaatatta acaccttatg gacaggagtc

‘aactccagtg aatctaatga ttgcaaatta

gtcactgcat ttgtttatgt tataggagta

ctctcatccc
attactaatg
agagaaaaag

‘agaaatataa attttactgc

fcaaaactcg
ctasaggttt
aaaactacat

agagctgttt
?Cttaatcat
catgcccage
ttacggaact

tttcccattg acatatctgt catgcttaac
tgtattcgta taacttggtc ctggaacaca

acaiccctag

aagtttaact

cctteccatt
ccattagata
ctggggtcag

tcaccteece
;gtttitttg
taacagaata
tagacatggt
tgatagataa

atttaccttt
azaatcaatt
caccaatctc
fttagattcc
aaatccateg

tcctacagaa
gcrtgtgatt
gtattggett
ccgggtretg
tttgcacceg
caacgacaaa'
ggagétacta
ctgaagacce
aaatcactta
cacttcecte
ctttaaaggg
tcccagatga
gatgaaagca
acacaaagec
ggatctctac
aaagaaaaca
ctaggagceg
acattcaatt
aaccccaceg
attctaacac
tctaacaatt
ttcpattcta
aaatcaggac
acgactgect
tgttactaca
cgahgagcaa.
gjagétgccc
tactacatca
cacaaaatcc
tccccacgea
acattccaaa
ggatagtctt
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aacccttggg
attctrtget
aaaaaatggg
ccaattacga
acacaagccg
aatttacctg
agggtegeat
tatgeggect
cttgaaatca
treccaacte
gatgtcaaat
ccaagagagt
ccteccaaca
caaacggagt
agc:aa;agi
taagtgceac
gattgggaac

caaacaacat

aagccaactg
tagttaaaac
ttaatatgct
ctggtaattt
aaaacatggc
atcctttcaa
cagctagtga
taaatgacga
cagaggtgea
gagaagacga
gagtagttat
cagctttaaa
cagtttcaga
ttaaagcget
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ttcacagtcc aactgctgeg
gaacgatggg aatcataatc
agcagccget grctgegteg
tcctgaagca- tgattttaat
cgcattctga tttcactcaa
aataaaccat aattaaaagc
tgaccatcat accaaagttt
acatacatga tctcttttgg
tggttaatca. ‘tgcaacccaa
gccatgcatt gaagtgaace
ccgtgaatca cttgagaatg
catcttctca taatttttaa
tcttgcagaa cagtaaagct
atagtcatag tatcacaatc
tcattttect cacaacgtgg
gtcgagcgty cgcgcaacct
h‘?taécaaaaciécggccctgg
‘gtgttccgtg tgatagttca
ttcagttgta atcaaaactc

caactggatt grgtttcaag:

‘tttattecaa acgatctcge
.ccceactgtg trggtgasaa

gatgcgactc
cgaaaacggt
ctccgtgega
agcccttaac
atctttgcag
gcteccageca
aatataaatt
catgtgcata
tataaccttc
ctgctgatta

‘aaaaatatct
ctcctcagga:

ggcagaacaa
tggcaacigc
taactgggct
tgtcataatg
cagaacacac
agtacaacca
catcgeatet
caggagagga
agtactrcaa

agcacageta

caacggtggec ttccagcaaa .gocctecacge

-aaggagcatt ttctaactec-

trtcagcttt ccagccttga
ttacaaacag gtcccggagg
chaaqtatct tgecrectgtg

tcaateatca
att;tfcgtg
gcgeceteca
tcacctgtag

cggagtetgy
;tcggacgat
ctgctgttta
atcaactttc
taggtacaac
aaactcatat
aaatgaéggt
ttaacaatct
cggaaccaca
caatgacaat
atagtggcac
Fttagaaaci
.ggaagaccac
gogtggrett

ctggtgtasg

gagttgcttc
tcrtcttcge
cactcttaag
‘aategttetg
gagggaagag
attgtagatc
gatcaaaagd
gcacatccaa

“tartacatte:

tcagttcttg
ccaccattct

cgaattgaga
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atcacggtca tctggaagaa 29640
tgtgtctcat caaacccaca 29700
tgggatcagg gtccacagtg 29760
tggtgcgatg-.cgcgcagcaa 29820
acattattacaaatéttgftt 29880
ctgatataat cgcccctgca 29940
ccctcaaaaa cacactacce 30000
gtctgtacca tggacaacgt 30060
ctgccaacac .cgetecceea 30120
gaagaaccca attctctcga 30180
aacatagica tasatgcatg 30240
tatcccaggg -aataggaagc 30300

‘gaacacaact tacactatgc 30360
‘cagtcataga iagctcgggtt 30420

ggtgatgtct wgacgcatgat 30480
ctgacattct .cgtattttgt 30540
cttctatcct geegettage 30600
ttggtcaaaa gaatgctgge 30660
aggaaatcat ‘ccaagcaatg’ 30720

.acggaagaac -catgttaatt -30780
gcgéagatgg-catctﬁtcgc 30840 - .
.aatgcgattt tcaaggtgct: 30900 -

gaacadaaga '‘ataccaaaag 30960

‘ctgcaccatt ‘cccagataat 31020:
tggtadatcc aatccacaca 31080-

taaacacacc ctcataatga 31140
atggcaacat .caattgacat 31200

gcccttgget ctaagttctt ctttaagttc tagttgtaaa aactctctca tattatcacc 31260

_aaacrgétta gccagaagec

gcgcagacct ccccaattgg ctccagcaaa. incaagattg gaataagcat ‘attgggaacc 31380 - - -

ceecgggaac

aagagcaggg

gacgctacag tgcagtacaa 31320

' gccagtaata tcatcgaagt tgctggaaat-ataatqaqgh,égagtttctt gtaaaaatrg 31440
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aataaaagaa aaatttgcca

taccgegetg
caagcgtcat
acaagccaca
caccgaaagt
catgttagca
taatcgtaag
aaaaatataa
cacatacaaa
caagctctaa
acgtaatggg
tcaccaggga
cacggtacgt
ttagccgtta
tacatattgg
pr51¢
it

<400>» 2
ctatctatat

cgetccaaca
atcatagtag
gggtctccag
tcetcgeggt

tcagttaacg

tatagcaaag
ttatttetct

gcctcatcag
agtgactctc
agtaaagtgt
aaagtacagt
gatatcccac
accecacagce
cacéattqéé

2

34794

DNA ° -
Adenovirus

aatatacctt

adaaaacatt
ttgttagttt
cctgacgaac
ctcgacccte
gaccagcatg
agaaaaaaca
ccaccectcg
gctgetgttc
ccatggctta
ca;cctctcc
aaaaaatccc
ttcacttceg
taacttgcaa
caatcaccac
tctataaggt

atagatggaa

azaagtgtgg atcgrgtggt gattggctgt
cgtgggaaaa tgacgttttg tgggggtgga
acgcataaaa ‘aggctttttt ctcacggaac
' i&tgaggtag ttrtgacegg atgcaagtga
gaggaagtgt ttttctgaat aatgtggtat

caggtagact ttgacccatt acgtggaggt.

cgcgtaccgt . gtcaaagtct tctgttttta
atacctcagg gtttgtgtca agaggccact
ctgcgecpge agtttaataa taaaaaaatg agagatttgc
aéctctgctg agactggaaa tgaaatattg gagcttgtgg
gatccggage - cacctgtgea getttttgag .cctcctacge

gaggtagagg gatcggagga -ttctaatgag gaagctgtaa atggcetttt: taccgattct

caaaacctct gggatgcaaa

tgaattagtc tgcaaaaata
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tgcaataggt
aaaaaaaaaa

grtetettge

agatggataa
gtaaaacctg
aataattctt
gccaacatag
cggatacaaa
aggcaacgtc
ccagacaaag
acaatatata
gccaadccea
caatcccaac
cgtcattrte
acgatccaca
atattatata

tggtgccaat
ggggttaacg

tacttagttt
aaattgttga
ttatggcagg-
ttcgattace

cgtaggtgte’

cttgagtgeec

‘tatacacaag

ccatcacaag
taaacaacag
acaafccaga
taattatgct
caggagaata
cctctaaata
acacaaagca
ccctaaactg
acacacaccc cgaaactgcg
qggqgtaiétltcctctttct
;cagbgtcgc
ctttttaada tcacctcatt
gatag

atcagtcttt
tcatcatgat
gatgaagcat
cctttgggta
gtaaaaggca
gceeccggte
tacagcgggc

accgceectt

atgtaaatga ggtgatttta
gctaaaaggg geggtgegac

-aagttgtcge gggaaargtg-

tcccacggta tttaacagga
ttttcgcgeg aaaactgaat
gtggagtatt .tgttcagggc
gtgtttttta cctgaattec
agctgatcgc tagggtattt

agcgagaaga grgttctect ¢

gatttctgee tcaggaaata
tgcacgccct gatgggagac
ttcaggaact -gtatgattta
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atgcttttag ctgctaatga agggttagaa
ccaggggtaa ttgtggaaag cggtacaggt
gactgtgatt tgcactgcta tgaagacgyg
}aaggagcagt ccatgcagac tgcagcgggt
cagttggatt gcccggaget tcctggacat
aatactggag taaaggaact gttatgttcg
attrtacagta agtgtgttta’ agrraaaatt
ttgagtgtga gttttgtgct tcttattata
tctcctgatt ctactacctc acctcctgag
aagcccatte ctgtgaagct taagcetygg
trgttacagg gtggggacgg acctttggac
gtgttccata tccgtgtita cttaaggtga
tasaaatatg TtaaCtLC Actggtttrt
aagtagaagc agaccrgtgt ggrragctca
QQCCIttttﬂ ﬂaaﬂaCCtta 093195Ctaﬂ
ctccggtett tggagattct ggttcgctag
acaggactat aaacaagaat ttgaaaagtt
'tcttaatttg ggccatéagg ttcactttaa
aaccccaggt agaactgctg ctjctgtgge
cccgeagact - catttcagca ggggatacgt
aacatggaag gttcgcaaga tgaggacaat
tgtagcgoga atcctgaggc atccaccggt
uagaggacaac ccﬁagagccg gcctggaccc
tctcctgnac tgcaacgggt gcttactgga
‘aagagggaga gggcatctag tggtactgat
agtegeagac gtcctgaaac catttggtgg
gtttcrgtat tgcaggagaa atattcactg
- gaggatgatt gggaggtggc cattaaaaat
cagtataaga ttactagacg gattaatatc
'gctgaggtgg taatagatac tcaagacaag
tggcctgggg tagtcggtat ggaagcagta
ggtrataatg gaatagtgtt tatggccaat

ttagatccge
gtaagaaaat
tttcctccga
gagggagtga
ggctgtaagt
ctttgttata
taaaggaata
ggtecctgtgt
attcaageac

.aaacgtccag

ttgagtacac
cgtcaatatt

attgetrett

taggagctgg
gcaactgtta
tgaattagct
9tt99taaat
agaaaaagtt
tttécttact
tttggatttc
cttagggtac
catgccagcg
tccagtggag

‘tctacgteca

gctagatctg
catgaggttc
Gllcaﬂgtﬂ‘
tatgccaaga
cggaatgctt
gcagttatta
acttttgtaa

accaaactta
. Page
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ctttggacac ttttgatact
tacctgattt gagttccgtg

gtgatgagga ggaccatgaa

aggctgccaa tgttggtttt

1020

cttgtgaatt
tgagaacgca
tgctgttttt
ctgatgctga
ctgttecctgt

cagtggaaaa

ggaaacgtce
tgtgtgacag

99gcagggac

tcacaggaaa

ctgccacttt.

cacatgtata
tgaatcacca

ggacgtgege

acttgaggac
aagacaataa
igcaatg;aa
tcaﬁgtatat

ctttcatcca tggaggttug
cagacggagt’
agggtagttt ttaggataaa _

nagaacactt

tgcccaggac'tttttgaagc

ttatcagttt tagacttttc
tttatattad htaaatggat'

atagccacag cattgtggag

L

tgaccagtgc agcctt;ggg ‘

gttCtGDlOB aggaacagca
Gaﬂﬂeﬁﬂagt iGCtﬂaCttﬂ
Ct!ﬂacgﬂﬂa taﬂﬂﬂ!‘ﬂtt
agttggcttt aaatttaatg

3933393999 aagggatgaa_
aaacatgttg gttggagcct'

tagctttgag gcctgataaa

gttacatatc tggaaatggg

gatgctgcat_gatggatatg
atgttaagtt taggggagat
tattgcatgg ttgtagcttt
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tttggtttca acaatacctg
ttctatgegt gttggattge
tgcatatttc aaagatgtaa
tgcgcttcta cagatactgg
aacatgattt gcggtgcttc
cattgtaata tgctggctac
tttgatcaca atgtgatgac
atgccttacc agtgraacat
agaatgagcc taacaggaat
gatgatacga gatcgagggt
ccggtgtgtg tagatgtgac
ggagcagagt tcggatccag
90ggtgggat Trtcagatgg
tcatgagtgg aaacgcttci

tgtagatgcc tggggacagg ttagtgtacg
cacagctggc agaaccaaga gtcaattgte
cctggpcatt ctgaatgaag gcgaageaag
atgttttatt ttgattaagg gaaatgccag
cgatgagagg ccttatcaaa tgctcacttg
tgtgcatatt gtttcccatc aacgcaaaaa
gaagtgtacc atgecatgcag gtgggegtag
gaatcatgtg aaagtgttgt tggaaccaga
ttttgacatg aacatgcaaa tctggaagat
acgcgcatgc gaatgcggag gcaagcatgce
tgaagatctc agaccggatc atttggttat
tggagaagaa actgactaag gtgagtattg
acagattgag taaasatttg tTTTtICLgt
tttaaggggy gagtcttcag cocttatcrg

tcccatectg
tecaaccege
cagctgeage
atggaagcat
agttacttgt
agcaggtggt
aaaaaaatcc
tttrtattec
tcggtggatt
taggccgtet
gtaaatcacc
taggctgatt
tgggtgeatt
gccgecaaga
acatttagga
cttgtgtect
agcggcgcog

ggcaggagtt
caattcttca

tgcecgecgec
tecacttect ctaataacec

catggctaat

cgtcagaatg ttatgpgatc
acgcrgacct atgctacttt
getretgttg ccgctaacac

cctrrtggee cagetggagg ctttgaccca
cgagttgcga gtacaaactg-agtctgctgt
cagaatcaat gaataaataa acaagcttgt
aftét;cgcg.}acggtatgq cctagaccac

‘ttttccagga tcctatagag gtgggattga

ttggggtgga gatagctcca ttgaagggat
cagtcataac aaggtcgcag tgcatggrgt

'gcq;cagata agcccttggt gtaggtgttt

cggggtgdaa ttatgtgcat tttggattgg
tcccgtettg ggttcatgtt atgaaggace
aatttatcgt gcagcttgga tggaaaageg
ccaagatttt ccatgcactc atccatgata
gcaaacacgt tcegtgggtc tgacacatca

tactgtggat
aagttcttca

tgtgcrtgga
ttctacectg
.acgtctogot

cggcacggea
tgttgattta
cgatctctat
atgtrtagat

teatgeteeg:

fgcacaatat
icaaaccggt
atttttaagt
accaagacgg

tggaaaaatt

atagcaatgg
tagttatgtt
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gggatgtagt
tctgaagaaa
ggtcegecac
cgtaaagcat
tgctogtogy
atggcctgtt
aggaatgttt
tgcettrtee
cctgaggtat

caggttccag

tgccegeact
ggaaaacttt
cttgcagetg
acagggcgtc
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atgggttact
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atcatcataa gccattttaa tgaatffggg gcggagagta ccagattggg gtatgaatgt 4620
tccttcggge cccggageat agttccccte acagatitgc atttcccaag ctttcagttc 4680
cgagggtgga atcatgtcca cctggggoge tatgaaaaac accgtttctg gggegggggt 4740
gattaattgt gatgatagca aatttctgag caattgagat ttgccacatc cggtggggce 4800
ataaatgatt ccgattacgg gttgcaggtg gtagtttagg g;azﬁaéiii tgccgtette 4860
tcgaagcaag ggggccacct cgttcatcat ttcccttaca tgcatatttt cccgcaccaa 4920
atccattagg aggcgctctc ctcctaqtgi tagaagttct tgtagtgagg aaaagttttt 4980
cagcggtttc agaccgtcag ccatgggcat tttggagaga gtttgctgca aaagttctag 5040
tctgttécag agttcagtga tgtgttctat ggcatctcga tccagcagac ctcctecgttt 5100
cgegggtttg gacggetcet ggaatagggt'atgagacgat'gﬁgégtccag cgctgecagg 5160
gttcbgtcct técigﬁgtct Eagtgttcga gtcigggttg tTicCcgtcac ;gtglagﬁgg 5220
‘tgtgcgcocty cttgggcgct'tgécagggtg égcttcabac %catccfﬁct.ggteﬁaaaac 5280

" ttctgteget tggcgccctg tatgtcggec aagtageagt ttaccatgag trcgtagttg 5340
agcgccfégﬁ ctgcgtggcc tttggegegg agettaccet iqgaagtttt cttdcaticﬁ 5400
gggcagtata ggcatttcag ‘cgcatacaac tigijédcia ggaaaacgga ttciggggag 5460
tatgcatctg cgccgeagga ggcgchaacafgtitcacitt ccaccageca ggttaaatee 5520 |

~ gottcattgg ggtcasaaac aagrittceq ccatattttt tgatgcgttt cttacctttg 5580

. gtctccatga gttéptgftc tegttgagtg' acaaacaggc'tgtccgtgtc'cccgtagact 5640
Ibittttifag gccrettete cagtggagto cctcggtctt cttcgtacag paactctgac . 5700
‘Cactctgata Caaaggcgeg cgtccaggee agcacaaagg aggctatgtg ggagggotag - 5760

" cgatcgttgt caaccabggg-hiéchccttt tccadagtat'gcaaacaéut'étcacictct 5820
gcaacatﬁca.ggaatgtgat tggcttgtag gtgtatttca cgtqacctgg ggtccccgcr 5880 ;s'
-bggggggiat aaaagggggc ggttctttgc tcttcctcac tgtcttccgg atcgctgtcc 5940 °
aggaacgtch_gctgttgggg taggtattcc ctctcgaagg cgggcatgac ctétgcactc 6000
‘aggttgtcag tttctaagaa cgaggaggat ttgaxattga cagtgccggt tgagatgcct 'ﬁbﬁb

_ ttcatgaggt tttcgtccit ttggtcagaa aacacaattt ‘trttattgte aagtitggtg ' 6120 ;
gcaaatgiic catacagggc gttggataaa agtttggcaa tggatcgcat ggtttggttc ~ 6180
ttttcctigt ccgegegete titggeggcy atgttgagtt ggacatactc gcgtgecagg 6240
‘cacttccatt cggggaagat agttgttaat tcatctggca cgittctcac ttgccaccct 6300
cﬁattatgéa aggtaattaa atccacactg gtggcecacet cgcctcgaag gggttcattg 6360
1gtccdacana gcctacctce tticctagaa cagaaagggg gaagtgggtc tagcataagt - 6429-f
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ctgatgggag
tatgggttaa
cagatgtcat
ccccctetga
ggacccaagt
tgagaattgg
acagagtctc
acaagtacgt
Tttt
- tctagcggaa
. gectigtaag
agcgaagcgt
aagtcgatgt
gcogggttag
aaattgcgag
‘gctaggacga
€gegacgtac
tcagataagg
-gatgaccaaa

cggccaattyg
cgatcccact
gagagtttca
‘taagtttcca
.aagaactgga
‘tttctgeggc
cgttgcacgg
-agtgggaagce
tgttcatctt
acctcgacgc
gtcctgagac

ttttcecaggg cgtgcggoag grtcagatgg tacttgattt

tggggtcatc taaggccatt
ggggactgcc ccatggcatg
agacgtagat gggatcctca
tacttgctcg cacatagtca
tggtgcgatt gggrttttct
aagagatggt gogtctttga
tgacaaagtg ggcataagat
ctagggcgca gtagtcaagt
cccacagttc gcggttgaga
acccgtcttt:gtttgcacgg
ggcagcagee cttctctacg
gagtaagggc asaggtgtct
cgtcacagge tccctgttcc
gcaaagcgaa agtaacatca
tgatgcgaaa aggctgtggt
tctcgtcgaa accgttgatg
ctctgacgtg aggtagctta
cgtagtgttc gagagcccat
gatctaccgc cagtgctgtt
ccattrtrtc tggagtgaca
tgagtttaat ggctagatcg
tgaccagcat gaaaggaact
catcgtaggt Eaggaagagt
tttcctgeca ccagttggag
GCQCéaisci trcgtgtrtg
gttgtatctc grgaatgagt
cgaggcﬁtgg cgattgtatc
ctgtttcgat ggtggtcatg
g9gaggggcg gagctgaagg
gctgeggact caggttagta

-g_attggctgt
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tgccattctc gagctgecag tgegegetea
ggatgggtga gtgcagaggc atacatgeca
aagatgccta tgtaggttgg
tatagttcat gtgatggege
gttctgtaga cgatctggcg
aaaatgttga aatgggcatg
tcttgaagct tggttaccag
gtttcttgaa tgatgtcata
aggtattctt cgcgatcctt
taagatccta gcatgtagaa
ggtagagagt atgcttgagc
ctgaccatga. ctttgagaaa
cagagttgga agtctacccg trtcttgtag
ttgaagagaa tettaccgge tctgggeata
acttcegete gattgttgat cacctoggca
ttgtgtecta cgatgtataa ttctatgaaa
ctgagcteat Cdaaggttag grctgtoggg
tegtgeaggt gaggattige atgtaggaat
tgtaactggt cccgatactg acgaaaatgc
cagtagaagg ttctggggtc trgtegeeat
tgggccatgt tgacgagacg ctettctect
agttgtttgc caaaggatcc catccaggtg
ctttctgtgc gaggatgaga gccgateggg
tgatgtgatg gaagtagaag
ggbggccgca gtagtcgcag
ttcccttgac_dagaa;tttc

atagcatcgc
tagcagecccc
daaagatggcg
aggtagacct
ttcggeggty
acctggttgg
ccagtactct
ctgattaact
agcttttcgt
ttggtattty

tgcttgtaca
fgtafctggc
tcgtgetett
ctgacgagcec
acgag;gcgc
ggtagggaca

cccgegggag geaagtccag
gcaggctgga getgtccaga
gaagattaac ttgcatgatc
ccacaggttc gtrrgtagag
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acgtcaatgg cttgcagggt tccgtgtect
cttttgatcg grggtggctc tcrtgettct

cgccgggegg cageggttgt

tccggacccg

cgcgcacggg caggrtctgg tactgegetc

gattgacgtc ttgtatctga
tgaaagagag ttcaacagaa
cttgtacgtc accagagttg
cctcctgaag. atctecgega
ggcccatgag ttﬂﬂﬂlﬂaat
cggccccctc.ggagtctCtt
tggtgaagac CﬂCﬂtaﬂttQ
gtrcggegac gaagaaatac
gagcttccaa gegetccatg
ttcgcgegga -cacggtcaat
gtacttcgcg ttcgaagget
acatctcttc ttcgtcttca
'cgggcaaacg gtcgatgaat
tgacggegcyg gccgttctcg
agtggtgact gggaggttct
attggcccgt agggactgca

acctttcgac aaagcgtct
‘grrcggrey

'Gtgggcﬂﬂgﬂ ﬂtﬂﬂttﬂtﬂt

gtgagacgat gctoctggty.

cgaggagcac_caggtctttg
aagcattatc ctdacaicta

gcacttcttc ctcacccgtt

gtaccagtgc caagtcagct
gggtggettg qaagtcatca

aagcacagtt ggecatgact:

tgtatttaag hcgcgaatag
gatactggta ccetataaga
tagctggagc DCCiBDQQCD

cgtthtggg
tcaatttcgg
tcctggtagg
cccgétettt
gcattcatgc
gcgegeatea
cataggcgct
atgatccatc
gcctcgtaga
tcctcctega
cccgggatct

cgttcaatga
CgcﬂgtC9C3

ccgtttggga'

cgcagagatc
aaccagtcac

atgaaattaa
ggtccggctt
gcaagatctt
ctgccatgea
acgaétcttt
aaatccacaa
gaccagttaa
gegeggotot
_aaatgcggcy
aggtcttcca
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ttgggcgcca ctaccgtace tttgtttttt 8400
tgcatgctca gaagcggtga cgpggacgeg 8460
agggcatggc tggtagtggc acgtcggcgc 8520
tgagaagact tgcgtgcgcc accacgegtc 8580
tgaaaéctac cggécccgtg agcttgaacc -";EZEH-
tatcgttaac ggcagettgt ctcagtattt 870@
cgatctccge catgaactgce tcgatftctf 8760_
cgacggtggec cgcgaggtca ttggagatac 8820
ccgcctcgtt ccagacgcgg ctgtaaacca 8380
ccacctgagc gaggttaagc tccacgtgtc ™ 8940
gaasaaggta grgagLety gtggcaatgt 9000
gtctcagegg catttcgqti'acatcgbcca © 9060
agtccacqgc aaaattaaaa aac:gggagt,"slzo_
ﬁaagacggat gagttcdbct atggtggcce 9180 .
ctrcttecte ttctéi;thtlfttyccacta . 9240
gagggggcac gcggcgacgt égahgécgca: 9300
€ctcteegeg gegacggene atggtttcag 9360
gagtaaaaac atégcpghg;';tctcéttai '9420:.
gg9agagggc gctgittétp'c;ttttatta :f9480f‘
tgatcgtgte aagit;@acg_ggatctgaaa: 9540
agtcacaagg taggctgagt:acggcttctt: 9600
ggtéftctgt ttcttcttca .tctcgggaag 9660
agtaggcagt tctaagacgg cggatggtgg 9726
gctggatacg caggcgattg‘gccattcccc 9789_,'
tgtagtagtc ttgcatgagc cgttctacgguk 9840
tacgtgtgag tccaaatccg cgcattggtt 9900
;ggcgaggat ggcttgctgt acttgggtaaf '9960 '
agcggtgpta agctcctqta ttaatggtgt 10020
ctgtciggtq accagggege acgagctcgﬂ.ilobso ..
caaagatgta atcgttgcab.gtgcgcagca ‘10140
étggttggéﬁ gtagagaggc catcgttctg 10200
acataaggcg ;;Eatagccg tagatgtacc '?.6260
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tggacatcca ggtgattcct geggeggtag
tccaaatgtt gcgtagCgge atgaagtagt
gcgcgcagte attgatgetc tatagacacy
ccgtagccty gaggaacgtg aacgogttgg
ctcgageegg ccggageege ggctaacgtg
caaaaatcca ggatacggaa tcgagtegtt
TCCTATITLt tttttttgcc gotcagatge
aacagcccce ctegeageag cageagcage
caactgecge cgtgageggt gegggacage
aaggactggc acgtctaggt gegectteac
aagattctcﬁ cgaggcgtat gtgccccaaE
agccggagga gatgogagct tccegettta
accgaagacy agtgttgegg gacgaggate
ctgccaggge acacgtgtct geagccaace
aagagcgtaa cttccaaaag ‘tcttttaata
aagttaccct tggtitgatg catttgtgag
ctagcaaacc tctgaccpce capctgrtte
ctttcagaga ggcgétgetg aacatcaccg
tcaacattct acagagtatc atagtgcagg
ctgccatcaa ttactcggtt ttgagetigg
Ctccatacgt tcccatagac aaggaggtga
tcaaggtétt-gaccctgagc gatgatctta
cggttagege cagtaggagy’ cgcgagttaa
' gagctctgac tggagctgga accgagggtyg
agtggcagce tagtcgcagg gctctgageg
tagaagaggc ggatgaaggc gaggaggaag
acccgtgttt trtgctagat ggaacagcaa
cagagccage égtccggeat faactcctcg
atggegttga €gactcgcaa ccccgaagec
tcggecatca tggaigeigt agtgecttce
gccatcgtga acgegttogt ggagaacaaa

tagaagcccg
tcattgtagg
gagaaaatga
gtcgeggtot
gtattggcac
ttgctggttt
atcccgtget
aatcacaaaa
ccgectatga
ccgageggea
agaacctatt
acgcgggteg
tcgaagttga
trgtategge
atcatgtgeg
atttgatgga
tggtogtgca
aacccgaggg
agcggagect

gaaaatatta

agatagatgg
gggtgtatcg
gcgacaggga
agaattactt
ccgegacgge
agggcgagta
gcaccggatc
gacgattgga
tttagacage
cgctctaatc
gctaffcgtc

aggaaactcg
cacggtttga
aagcgttcag
accccggtice
tecegteteg
ccgaatggca
gcgacagatg
ggctgtecct
tctggacttg
tCcgcgagtt
tagagacaga
tgagctgegt
tgaaatgaca
ttacgagcag
aacccrgatt
agctatcatt
acacagcaga
gagatggttg
gggcctggec
cgctcgcaaa
gitctacatg
caatgacaga
actgatgcac
cgacatggga
aggatgigag
cttggaagac
ccgcaatgeg
cccaggecat
aaccccagge
ccactcatga
cagatgaggc
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cgtacgcggt
ccagtgagge
cgactcgact
gagacttgta
acccagccta
ggoaagtgag
cgeecccaac
gcaactactg

g§aagagggcy

caactgaaaa
agcggegagg

cacggtttgg

gggatcagtc

acagtaaagg

gcccgcgaag
cagaacccta
gacaatgagg
tatgatctta
gagaaggtgg
atctacaaga
cgeatgacge
atgcatcgeg

agtttgcaaa

bctgact;gc
cttccttaca
tgatggcaca
ggcggegctg
gcaacgtatc
caaccgtcta
gaaggtcctg

cggactggta

11220
11280

11340
21400
" 11460
“11520
‘11580

11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060

12120



tacaacgctc

tcttagaacg cgtggetcge tacaacagta

gcaatgtgca

gaccgtatga taacagatgt acgcgaagecc gtgtctcage gcgaaaggee

- gccaacctgg
ccgegtggte
gtacctcaga
ggcttgeaga
catgccecgg
ttattactgt
" ggttacctac
tatcaagaaa
gcecactectga
actgcggagg
Caagaggggg
atgratgcca
gctatgaact
ggtttctaca
gtggacageg
_ghtag;atgc

gagtctgcaa

gtgggtagaa
-ctecagacegg
atgagtagat
acaagragag
gatgaggatt
cegtttgete

ctcaccaagg-

aatgaggcga
cgagagcgty
ctrgtgeet
actggcacct
tgcttctctg
tgactttacc

gttcgctggt ggcgttaaat getttcttga

aacaggatta tactaacttt
gcgaagtgta .tcagtceggt
cggtaaatct gagccaagct
taggagaaag agcaaccgtg
tggtagctee trtcaccgac
taaacctgta tcgcgaagee
ttacccaagt-cagihgcgét
acttcttget taccaatcgg tctcaaaaga
aggagaggat. céttagatat gtgcigcaga
caactccgac tgcagcactg gacatgacag
gtaaccgacc tttcattaac aaactgctgg
ctgattattt caccaatgcc atcttaaacc
cgggcgaata tgacatgccc gaccctaatg
atgttttttc acctctttct gatcatcgca
attcttctge atcgetgtee ggggtcatgg
gtecttttee tagtctaccc l:tttctctac
taagtcgccc gagtttaatg ggcgaagagg
caagagaaaa aaatttccca aacaatggaa
ggaagactta tgctcaggat cacagagacg
cgagccgtag acgccagege catgacagac
cﬁgécgitﬁa tagchgcgtéxctdaactibg
atttgegcee tcgcttgggt ggtatgttgt
ccatggcgac gagcgtacgt tcgttcttct
thgtBCtag ﬂcﬂﬂaﬂcﬂﬂt ggtgtatccg
atgcagcagc agcaggcgac ggcgatgaty.

ttaagtgctt
cctgattact
‘tttaaaaacc
tctagcttgt
agcggtagca
atagggcaaa
ttgggacagg

‘ccgepatace tggcacctac ggagggcaga

cagtacgata ccaccaggtt gtatctggtg
aactatcaga atrgaccacag caaEttcitg
cctacggaag ccagcaccca gaccattaac

gtactcagec
tgagactgat

tctttcagac
ttaaaggttt
taactccgaa
tcgaccgtaa
gtcaggtgga
aagacactgg
tcectectea
gcgtgggatt
cgcgaaatat
actacttgca
cgbhctggct
acjgatttct
cgtggaaaaa
gtgctaccgc
acagtﬁticg
agtatctaaa

agcctgggat

agaggggtct’

gtgggagagy
aaasaaaaat
trattatctg
gagggtecctc
caatccccac
aacagcattc
gacaacaagt
accacggtgg
‘tttgatgaac
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aaccaatttg 12180
ccagcgtgat 12240
tgctaatgtg 12300

gotatcagaa 12360

tagcagacag 12420

grggggagtg 12480

ctcccgeecta 12540
ttcctatttg 12600
cgagcagacc 12660
cagtttggaa. 12720
atanthtt izrso
gtttctgatg 12840
ggagcccage 12900

cagagctgcc 12960

gcccccacct 13020
gtgggacgac 13080
ggaaggcggc 13140
ggctgagccc 13200

tagcagcgaa 13260
cgattccttg 13320

tgtgtgggac' 13500
aaggggcaac 13560
aaaaaaazaa 13620
tgtctagtat j13680
ctccrtcgta 13740
tggiggctcc 13800
gttattcgga 13860

cggcggacat 13920
'tgcaaaitaa ‘13980

gatcgcggtg 14040

tagaaagttt ggtggataaa '13380 |

‘catggggatt 13440
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gggcgotcag ctaaagacca

tagtaacaag
tggggatact
gccagaagge
taattacttg
cgacaccagg
gtatacgtat
taccgagagt
ttttaagatt
tgcctatgag
agaagctaag
cagaggagac
gtctgaagga
aagctataat
caattatggc
cacctgcgga
ttrcegetec
cttctcaaag
ctcgcttacg
geccaceatt
grtgcgeage
ctgtccetac
tttctaaaaa
ctgcgegetce

ttcaaagcgc
tatgatcaca
aacttttcag
faagtgggta
aacttcaagc
gaagccttcc
cgtttgagca
ttgtatgaag
aacagtaaga
gcaaacatag

aattttgege

acggacgtga
gtgttggaag

tcatgcatac
gtgtgatggt
agcaggatat
ttactatgac
gacagaatog
tgggatggga
atcctgacat
accttcttgg

atttagaagg

aagaacaaaa
ttgccagcga
caacacctgt

aactcactat

acaaaatcaa

-aaggagtgeg

gatcccgaaa
gcagagcagg tctactggtc
actagacaag tcagtaacta
agcttctac;licgaacaaqc
cacgtcttca accgetttee
accaccgtca gtgaaaacgt
agtatccggg gagtccaacg
gtgtacaagg cactgggcat
aaaaaqaaéi'gtccgttctt
caagcaagat gtacggaggc

cgtgttcgeg gacattttcg cgctccatgg

accaccgtcg
gcgectacat

gctcgacgta

cgagccgceaa
gcggeeagac
gtcgcagegg

atgatgraat cgatcaggty
ctactgtgga tgcagttatt
agagceggeg aaggcgeatt
gagctctget acgaagaget
gtgcagette gggcgeeage
cgactattgc cgacatggec
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taacatgcca aacgtgaacg agtatatgtt
gtccagaaaa cctcccgacg gtgetgcagt
tttgaaatat gagtggttcg agtttacttt
tattgatttg atgaacaatg ccatcataga
agtgcttgaa agtgacattg gtgttaagtt

tcccgaaacc aagttgatca tgcctggagt

tgtcttactg cctggctgeg gagtggattt
tatcagaaaa aaacagccat ttcaagaggg
tggtaatatt ccggecctet tggatgtaga
agccaaaata gaagctgcta cagctgetge
ctctaciagg gttgctaacg ctggagaggt
tecgactgea gaatcattat tggccgatgt
tcaacctgta gasdaagata gtaagaatag
cacagcctat cgeagttggt atctttcgta
ttcct@gaca-ttg;tcacca cctcagatgt
gcttccagac atgatgaagg atcctgtcac
ccetgtggtg ggtgcagage ttatgecegt

tgtgtactcc cagcagetee gecagrecac

tgagaaccag attrtaatcc gtccgccggc
tcctgctctc acagatcacg ggaccctgee
tgtgaccgtt actgacgcca gacgcegeac

‘agtcgeaccg cgegtoettt caagecgeac
'atctcgcgca gtaataacac cggttggggt

gcacgcaaac gttctaccca acatcctgte
ggcgeectea agggeegeac tcgegttcga

gttgccgacg cccgtaatta tactcctact

gacagtgtag tggctgacge tcgcaactat

gccagacgee accgagctac cactgecatg

agacgcgtgg ggcgaagagc'catgcttagg

gccggeaggt cccgeaggea ageageeget

caafcgcgaa gaggcaatgt atactgggtg
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cgtgacgctg ccaccggtca ‘acgtgtaccc gtgegcacce
atactgagca gtctccgatg ttgtgtccca geggcgagga
gaagaaatgc tgcaggttat cgcacctgaa gtctacggec
aaaccccgea aaatcaageg ggttaaaaag gacaaaaaag

gggctggegg agtttgtgcg cgagtttgcc ccacggegac

aaagttcgac atgtgttgag acctggaact tcggtggtct
agcgctactt ttaagcgttc ctatgatgag gtgtacgggg
gcggctgacc gattaggcga gtttgcttat ggcaagegta

gacaqtgt cgataccctt
ttgcagcaag tgttaccege
tatcccacta tgcaactgat
-Gtﬂaaaotgg atccagatat
-'cctggtctgp gggtacaaac
actgaicccg aaagcctac
atgcctatta caactgacgc
gcaagtctgt tgatgeccaa
'"cgaagcactc gctactatcg
gcaaatcgca gtcgtcgccg
cngtctacc_ gcaatggtag
 agtatcatca cttastcaat
"ccttcgcptt_cécitcactg
gggacgcgga atgcgacgcet
ttttttgccﬁlgt;ttaattc

ttccgtggcy, grrcaggect

' aaaaaaasat acajtggact

gaagacatca atttttcatc

tggagcgaca teggcacgag
. ‘agegogcrta aaaattrtgg
agtacaggic;agg;ggtt;p
gatgggatag. cttccggeat
' aagataaaca gtcgtttgga
gaaattcctc cgccagaaaa

ggatcatgga aatcccaccc
aactccgega acaggegtta
ggtacccaaa cgccagaagt
tcaacctgaq gttaaagtga

tgtagacatt :aagattccca

tgccacctee actgaagtge
cgccggtcce actcgaagat

ttatgttgta cacccatcta

cagccgaaac igtqcct;cc
tagacgcaca - agcaaatcga
;gcggaaict_ttgacaétéc
gttgccgety cctecttgea
gtticcgagg;qagqaactcg
acigﬁc;acg gecgtgcetatc
caattatcge tgétgcaitt

cgcaacgaca ttgacattgg.

ctgacactce tggtcctgtg
cttggctccg cgacacggea

ccaactgaac gggggcgect:

ctcaaccata aaaacatacg
aaataaactt agagaccaga
caatggagt§ gtagarttgg
cccgecgeea gcaaccccag
acgaggcgac aagcgtﬁéfc

)
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gtcccccteg cacttagaag
tgtccaagcg caaatacaag
aaccgttgaa ggatgaaaaa
aagaggaaga tggcgatgat
gcgtgcaatg gogtgggege
ttacacccgg, cgagcgttca
atgatgatat tcttgagcag

gtagaataac ttccaaggat
ctagtctfaa accggtcact
aacgcgaagg Egad@atttg
tggaggacgt tttggagaaa
gacccattaa gcaggtagcg
ctgaiagtqt ggaaﬁtgcaa
aaicggatcc atggatgccc
cccgacgaaa ,gtacggtcca
ttittcctac1tcctggttac
gccgtcgccg jcaagacacct
ctcccggcgc cctggtgcgg

cgcgtgcgcg ttaccatccg-

gatatggcec xcacttgtcg
cgccgtagaa gagggatgtt
cgcaagcaat tgcgggytog
ggcgcgatac caggeatage,
aaaaaaacgt ataaataaaa

actatgtttt cttagagatg
cgaagccgta catgggeace

tcaattggag cagtatctgg

ggaacaaagc ttggaacagc
acttccaaca aaaagtagtc

ctaaccaggc tgtgcagaaa
gtgaaatgca agtggaggaa

fycccgattt ggaagagacg

15960
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ctggtgacgc gcgtagatga
accactagac cgatagccec
cccgteacct tggatttgee
gtcgetgece cgaaaccagt
aatgcgcact ggcaaaatac
cgccgteget gettttaatt
tgtcattaca cgccgtcaca
agttacttic aagatggcca
cggaEaggat gcticggagt
cacctacttc aatctgggaa
gaccachgac'cgtigccagc
tacatactct tacaaagtge
ggccagecacg ttctttgaca
ttctggtacg gettacaact
tgcggaiibf‘gtaaaaaata
tactacttac acttttygea
actéccagta ggtttggaag
atatcagcca gaacctcage
aaagtatgga ggcagggetc
tgccaaacct actaatgtga
tcagaaagtc gaatatgata
cttaagtcct aaaattgtca
tgtagtgtic aaacctggaa
tatgcécaaé agacccaact
taacagéﬁét_ggiaacatgg
tgacttgcaj gacagaaaca
cagaaccaga tactttagca
tgttattgda aatcatggtg
cataggtgtt ccaacaacca
ttggaaggaa cctgaagtaa

accgecctect
aatggccacc
cecectecececct
cgcecgtagec
tctgaacagce
aaatatggag
gcagcagagg
ccccatcgat
acctgagtcc
ataagtttag
ggttcatgtt
ggtacaccct

‘ttaggggtdt

ccetggetec
caactggtga

‘atgctcetgt

tttcagatga

‘tgggagatga

tciaacccga
aaggcggtca

tcgacatgga.

tgtatgcaga
cagaagacac
acattggctt
gggtgctgge
cagaactttc
tgtggaatca
tggaagatga
gttacaaatc
atggaacaag

ggaaattaac cttcaagcca atctatggeg

tatgaggaag
ggggtgatga
gctgctactg
aggtcacgtc
atcgtgggtc
tagcgcttaa
aaaaaaggaa
gctgccccaa
gogtctggtg
aaatcccacc
gegettegtg
ggccgtgggce

gttggacaga’

taaaggcget
ggaacacgta
aaaagctgaa

-agaaagtaaa

aacttggact
tactaagatg
ggcaaaacaa
gtrttttgat
aaatgtaaat
aagttccgaa
cagagataac
tggtcaagcg

"ttaccaactc

ggctgtggac
acttcccaac
aatagttcca
tpagatcgga
aagtttectt

Page

Ccaacgaagct
aaccttctca
ctgtacccge

€Cogeg9ecoc
taggegtgea
cttgcctate
gaggtcgtge
tgggcataca
cagttcgeec
gtagcgecga
cccgttgace
gacaacagag
ggtcccapte
ccaaatacat
acagaagagg
gctgaaatta
ccgatttitg

gaccttgatg

aaiccatgct
aaaacaacgg
gcggcatcge
ttggaaactc
gcthatttgg

tttattggac
‘tetcagttaa’

ttgecttgact
agttatgatc
'tactgtfttc
aatggagaca
cagggtaatt

tattcciatg

28
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tggaatgcee
gttgcatcga
ttctaagcct
tcctegteca
aagtgtaaaa
tgtgtatatg
gtcgacgctg
tgcacatcge
gcgecacaga
cccacgatgt
gggaggacaa

‘tgctggatat
tcaaacceta

ctcagtggat
aaaccaatac
caaaagaagg
ctgataaaac
gaddaaccga
acgggtectt

"agtagccaaa

agdaaacaaa
cagacacteéa
gacaacaatc
ttatgticta
atgcagtggt
ctctgggcga
ctgatgtacy
cactggacgg
atgcgectaa
tgtttgccat
tggctctata

17880
17940
18000
15060
18120
18180
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18300
18360
18420
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18900

* 18960
19020
19080
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“19380
19440

, 19500

~ 19560
19620

' 19680



tctcccagac
Cctacgactac
tggtgccagy
cgctagetty
acaagtgect
ttatgagtgg
cctgcgggta
ccccatgget
ftagtcattc
a@ccaatatt
taccagactg
ctattctggt
ggtttecatc
taa:giattt
catgaccaaa
cttctacatt
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tcgtacagat acacccegtce
atgaacgggc pgotggtgcc
tggtctctgg atgccatgga
cgttaccgat ccatgettct
caaaaattct tcgctgttaa
aactttagga aggatgtgaa
gatggcgeca' geatcagttt
cacaacaccg crtecaccct
aacgactacc tatctgcage
cccatttcca trecttcteg
aaaaccaaag aaaétccctb
tctattecct acctogatgy’
atgtttgact cttcagtgag
gaaataaagc gcactgtgga
gactggttct tggtacagat
ccagaaggat acaaagatcg

caatgtcact cttccagaaa
gccatctcta gtagacacct
caatgtcaac ccattcaacc
gggtaacgga cgttatgtgc
aaacctgcfb-E;;E;cccag
catggttcta cagagttcce
cacgagcatc aacctctatg

tgaagccatg ctgcggaatg

gggtetectg ‘cgccgeageg

lcatgagcngg caggtbgttg atgaggtcaa

ctaccaacac aachactctg gctttgtggg
acqctatccc gctaactatc ;ctatccact
gcapgaaaaag: ttcttgtgty a'ca'_g'aa'ccat
gtctatgggg geccttacag acttgggaca
tctggacatg acctttgagg tggatcccat
cgaagttric gacgtggtca gagtgcatca
cctgcgtaca ccgttctcgg ccggtaacgc
aatagcagct ‘geaaccatgg cétgeggate
agccattgtc caagacctgg’ gttgcggacc
cceggggtte atggeecceg ataigetcge
gacgggogga ‘gagcactggt tggetttegg
ttttgatcci_tutggattct cggatgatcyg
étitegetac
tacccagacc gtgcagggtc Eceﬁttcfﬁc
tcacgccttt gtgeactgge ctgacegtee

taacatgctc
caactgggcg
ttrogggtct
taccttctac
ctggcctgga
tggcgaagge
gctegecaac
catgtattca
ttacaaagac

ttacatggct

cattggaaca

gtggcgcata

gaatatgctc
ggatgagccc

‘gccacaccge

taccacjta;
écaaaaéggc
ctattttttg
ctgtgccatt
ttggaaccca
tctcaaacag

cdigghccdé_

cgcctgegga
catggacgga

taccccatte
gctttcagag
goatttgacc
ctgaaccaca
aatgacaggt
tacaacgtag
tacaacatcg
tttttcagaa

ttcaaggeeg
CChaccatgc'

actgccgtaa
ccgttctega
tatgccaact

‘acectgettt
gpcatcatcg
‘gaagcttctt

tccagegage

ggaaccracg

gtaaatacgg

‘cgttctaaca

atttaccagt
tgtattacgc
ctrttctget
aaccccacca

-+ Page 2
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acaaaaacac
atgtgaacat
accaccgtaa
ctttccacat
gctcectacac
tcggtaacgi
ctactttttit
acaccaatga
ctgccaatgce

‘gctggteatt

cctactrtgt:

‘cttttaagaa

tactatctcc

cccaatgcaa

gctatcaggg
acttccagcc
tegecatace
9CC3399tC3
atagtgttac
gcaacttcat

cagctcatge
atcttctott
aggcagtcta
gcitcttgca_
.aagagctcag
ataagcgctt.-
306

ccggacgtga
cctgetacct
ttgaatatga
tggaaaiétc
gcatgttcct
tgaaattgct
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aactggagtg
tcaaaaagca
acacatcgaa
aacgtgttca
ttatttacaa
tgcggaactg
tatcgggcag
gagccgaaat
ccggattgca
gatctgcaat
tgcaggtceg
gggggatcag
aagcatcata
aggacctget
cattgttagc
cgggattctc
gctcecttotg
agccatgagg
‘aagaatgtat
tgaaagtraa
attgttcgtg
actrctccat
agctaatcgg
cgatcttete
aacccactge
~ geatggggat
tgtcgcrccg
tgtcggtaga
gaggcgattyg
cgegttcogg
ttgtgttctc

cCaaacaaca
ctctaccatt
agggccactg
ataaac;tca
gtcgaatgag
atacttgggt
gatgtcactc

cttgaaatca

gcactgaaac
catgcccaca

tgctteattc
ttcttaatac
cgttcgaccg
ctttattttt
ttctgacgag
tgccacttga
cacagctttc
caattaggac
accatcageg
tccagatcett

cctacceatg gegggeacce

tatcatcttg gcttgatcct gtctgattce
ttgettgaaa gectgetygg’

cgaadactgg ttagctgeac
tatttgeacc acacttetge
ctttaagget cgttgtcegt
aatcataata'tigccatgba
ccacaacgca cagcctgtac
cattccctge agaaatcttc
ctggatgcer cggtgetect
ttgctcagge attagtttaa
cagcagacac atcacttcca’
attcttaaca gtgcaggcag
aatgcttctt ttgccatect
tacaagttge géctcttctc
atgtttggtc ttcertgget
ttccggagac agggaggatt
agaacctgac cccacacgge
cgaagggctg eggtccgacc
ggtgtgctcc crgtggcggt
ctaggcagag aaacaacaga

tcctaaagtc
ccattcgect
tatggatgtt
ttacatgtat
aatcagaatg
attcgggaat
tggtcagety
cagtgctttg
acggatgtet
cagcatrgge
.aatta'ggctt

ctractacc
agccggeatc
cccagcggtt
tetegetoge
ggcaéitcag
attcccaatt
gcatcatigt
cgtttacgta
aggaggitct
tgectttcte
cagctecttt
tctcaacgat
trrcttette
tettrttggg
gtgacgtttc
gacaggtgtt
tggaaggocgg
cgcttaactg
catggaaact
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cagcccacee
tatrttcget
caataatgac
caaggctctg
acccgeagge
caccaacttg
caaagctcca
agcgcgagag
cacgcttgec
aatgctgaac
gtggttgcaa
;ggatacacd
ctcggtataa
attcacacag
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tgtgtgacaa
cccatcgtac
tFatgtaaac
cattacttat

agtgatacgt

ggaaccggta
agcaggtcag
ttgcggtaca
agcacggtgg
ggggtcatet
tcgcagtgea
gctctcatga
aacarccege
cagcgggcegt

trgggtgatt
cacatccatc

trggrrcget
tegataatct
cttgecctca taatcattge
atggtgggeg atctgagaaa
gctcagtgtc ttgtgactag
ctggtgacag atgcgctegt
aagttcgtta tccagectgt
ccaagcagac accaggggea
agccagaggg tcatctttag
gcgeacggge gdgragetga
getgtcttgea ctgatgtete
gggtatcgga ggaggaggac
gctcaccatt accaactgac
tctcttcggg_ﬁgcagaggtg
atgactggca gaaccccttc
attrcctrcg ¢ggctggéca
cagccattge tgtcaacatc
30
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gccacgagtg
tccaccgeee
tgacatgcag
tgtgacaccg
ctgcccaaaa
cgactacctc
gctcatagtc
cagcecgegec
_cggcacctdc

actggctacc’

. tegeaceege
ttccttggaa
aaatgctetg
ggaaggcgat
atatcccgcet

taagcgcgea
‘agtgatgagce

" accagtggtc
ghaagagegt

ccgacgtttc'

. ttttagacac

. ggrrrcctac

cctgaaggag
. cacgtggcaa
" ‘gettgachag.
ccgtcgcf%éc
cggattdﬁ&t

" . ‘acgctceggt

.ctaccgcgag
. / .
" tetetectac
" ctgcegetge

cgaaacccag

ttctcetgag

ccatcacatc
agtcctgeca
aataaaaaag
gtggaacacg
caacgagcag
atagggcttg
aaggatgcat
ta;dagctta
gagccaaatc
tatcacatct
gccgatgece

.gaggttccaa

Caaaagggag

‘aatgccagac

gtcaacctge
agtccccttt

cgcaagctta

tttaccgatti

ggctttgtgc
atgggtattc

gaagcecgec

tcgtectcag
ccacctctac
cgaaagagtc
aggaagagtt

ataactatca

acggggaaga

tattggacag
acctcttttc
ctcgcttaaa
tttttaaaaa
tactcaatct
agatcttcga
aaaatggcat

tcgeagtact

ccecctaaage
cagaagacat
agctaacccg

“tgatggeegt

'.cscaaacatg
tgcatgacaa
gtgattacat

cgacgaggaa
cctagaagat
tgagacagac
gaaacgcttt
ccaagatgct
cgcgetectt
aactgaagtg
dcctegtact
cttttatcca
tcaaaasatt
aggacctggt
gogtetggge
ggatgagcat

caagetgaagc

catgacggeg
gcatgaccea’
atggctgggc

‘ggtgctggtt
cagaaatctt gCgCaaactc gaagagaatc

caagatatct

tcgcctagga
ccgegattgt

accggeatgg gtgtafggcafgcaatgttth
aatctcttaa ggmtctgtgg acagggttcg
acctcatctt cccagagegt ctcagggtta ctttgcgaaa

ctcttacaga
ﬂaCCtgﬂcag

aaggagcaga
aaggaggtcg
atcgagcaag
ctagagagag
ggaaataggg

‘aaacatctag

cccatcagtg

‘CCccccaaac

gettttgetg
ccagtctect
tcacgettac
aagaitgiqa

-hiﬁagcgttc

atcgaggtca
gtcatggacc

gatgcctgtg -atgagggtaa
ccagggattt B

accgactctc:
accgtagaac

aacgtggaac
caaagcgtgc
gtctatctgt
933901C393

gactttatga gccagagcat gcttaacaat tttcgctctt
ccacctgctg cgeactgece tecgactttg tgectétcac
cgctatggag tcactgctac crgttccgtc tggccaacta

atcctgcccg
tgecceccge
cactcggatg
aatctgtgca
ataataggca
caaagtttaa

tgatcgagga tgtgagcgga bacggcttgc tggagtgtca'
cgccccaccg gtccctaget tgcaaccccc agttgatgag ' 2
cctttgaatt gcaaggeeee agcagecaag ) gcgatgggte
aactgacccc gggactgtgg 1fctccgcct acttgcgcaa

-
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gcttaagcat
acgcatctca
acccgggcta
aggatgaaaa
atcagaacac
caagacagtc
tggaagagct

gtcagccaaa
‘tgccagaagt
gccgegetaa

ctgatatagc

ctegggeege
tggtggaatt
cacacttcge
agttactcat

tagagtgtct

tgcactacac-

tcaccaacct

tgcacagcac

acctgtgcea
acttgaaaga
acgagcgcic

tcatcctgga "2
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gtttgctccg gaagattace
tccaaaggcec gaactttcgg
agccatccaa aaatcccogec
cccccagace ggegaggaac
acaagaagtt gaaggtgcag
aggcagagga ggcggaggag
aggaasacga ggaggcagag
ctgcggagac aagcaacagc
ccagcagtag atgggacgag
gtaagaagga tcggcaggga
gcttgeatga gtgcggggge
gggtgaactt tccgcgcaat
gccagcaaat cccggeagtc
ceageapegy cagttagana
gccaacgagc cagcgcaaat
atcttccagg agagtcgogg
tcgctcacba_gaagt;gttt
gacgccgagg ctctcttcaa

' gcgcttgtic aaaaaaggcg

gccttacatg tggagttate

ctccaccege atgaattggc

acgcgectac ‘cgaaaccaaa
' acaccttaat _cccagaaatt

cactgtatta cttcctcgag
gttagctggc ggctccaccc
gatcagaggc cgaggtatcc
accagacgga atctttcaga
tgttctgact ttggaaagtt
atttgtggag gagtttactc
ttacccﬁgac gagttcatac
ttgatgtctg gtgacgcggce

acccctatga
cctgcgtcat
aagaatttct

tcaacacaag

cegecgeece
gacagtctgg
gaggtggaag
gctaccatcet
accggacgct
tacaagtcct
aacatatcct
gttregeatt

tcgacagata :

atacacaaca
ccgagagtta
tcaagagcag
gtatcacaag
caagtactgc
ggaattacat
aaccccaaat

tcagcgeegg

tacttttgga
ggccegecoc
acgcceagge

tatgtcgtca

agctcaacga
ttgceggetg

cgtcttegea

cctctgtcta
cgaacttcga
tgagctatct

aatcaagttc
cacccagggg
actgaaaaag
gttccctcag
cagaagatat
aggacagtct
aagtaaccgc
ccgctecgag
tcccgaacce
ggcgggggca
tcacgceggeg
actaccgtca
aagacagcgg
agtgcagcaa
agaaatcgga
gaactgaaaa
agcgaagatc
gegetgacte
catcctcgac
gggattggcg

gcctectatg

acagtcagct

cctagtgtac

Egaagtccg;
caggcetcgg
cpagtcggtg
cgggagatct
accccgeteg
cttcaaccce
cgcgattage
cggctgegac

tatgaggacc
gcaattctgg
ggtaaggggg
gatgtcccaa
ggaggaagat
ggaggaagac
cgacaaacag
tcgaggaace
aaccagcget
taagaatgcc
ctacttgcta

cctecacage

CggCcgacctc

capgaggatt
tctttccaac

taaaaaaccg

aacttcagcg
ttaaagagta
atgagtaaag
gcaggegect:

&tttctcgaq_
Cttaccacca

caggaaagtc

atgactaatg

cataatataa
agctcteege
tccttcacce
ggcggaatcy
ttctceggat

gagtcagtgg
atctagacca
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aatcacagcc
cccaattgca
tctaccttga
cgacgagaaa
tgggacagtc
agtttggagg
tratcctegg
cggcggcgtc
tccaagaccg
atcatCtFCt
ttccaccatg
ccctactata

caacagaaaa
aaagattaca
cctgtatgee

atctctgegt

‘cactctcgag

gncaocg'acc
lﬂittCCClC

cccaggacta

ttaatgatat_

cgceccgeca
chctcccac

caggtgegea,

aacgcctgat

ttggtctacg.

ctcgtcaggc
ggaccgtica
ctcetgggea
acggctacga
ctgcegeege
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tttegetget ttgcceggga

cctcaaggtc cggcccacgg agtgcggatt

caacgaattt tctcccageg

tccatCtact gcatttgtaa tcaccccgga

" actgagttta ataaaaactg.
'attttacaac cagaagaacg
tcctactcac
. taatactact
ggaagcgggc
cctatacaca
cccatactag
ccatgtctag
atctgtggag
aacaaaacct
aétgtctctg
tctgaaatgt
aaggacaaca
ttactgtgcg tatgcataca
' :gaaaaaatgc cttaacctct
" tgtcagcatt gtcactgccg
ttacactcte ataggacccc
tgattacttt gatataatct
aaatcttaca ttgattaatg
. atacagragt caatntagaa
.gccaaatatg gcaaagattc
cacacccgac gaaaaaaaca

ttcaaaaccg
cttgtagtgc
‘cettgettea,
tcttgcttgt
acttcgaccc
ttcttattaa
ggaacaatac

teegaggtec

,ggtgatggca ctaataataa

tCcctaaaaaa caagatctcc

gtttccacta ccacattcct
cacctcactg taactatagg
'ttttggtgga gaatatatga
tttttctgca acggcagaga

actcattgag

gcecgtgctg

aatraagact
aaacttttcc

aaactagaag crcaaggact

gaggtgagct
taggaattct
ctttcttagt
tttacertcg
agaaaactgc
ﬂtgcgﬂatﬂg
cttatccacc

tgacggttcc

cctgcttgta
ttctgtttac
ctcatggaca
caatcacttc
gcaacaaaac
ttagcaaagt
attacttggt
gatccgatga
tcccagattc
tatgcatgct
tactaaggct
tatgettact
ctcaaacigc
caatggatgg
cctaaccatt

ttcatctact
tctatcgaag
atcgagcgag

ttgcatgaaa

ctectacgga
tgtcgtccag

acaccgcttg

ccaaggtcte
tgcgggtagog
gotgttgtog
cttttggaaé

acacttactt.

gaatgcaggt
acatgggagc
atccgcatta

gcgatctggc catgttcatg agcaaacagt
togtaacgtt ctccattgct tattgettgt

accactcgca

agacatggct .
aacagtcgtc
agaggtcate
"asaaccaata

ttacagcggt
tcgtgttpcc

€aattctcta

aatgattgca
tttataigct
taacatgtaa
agtctegeaa
acactaaaag

tttacaaaac”

atcaacgtga

)

tcgaactece

gcaaaataga

accagggaaa
gcctrtgetg
ctgccgette
gactctgtta
tccagaagca
cctacagaaa
cttgtgatta
tattggttta
cgggttetge
ttgcacccga

ccgttgaaat

caggagttcc
gtaacaacac

.attctctatg
gegettgeet-

tcaaaaacgc
tctcttacat
tctatcecte
tggaccaaac

atagtaactt

tactattatg
cagttgaaza
gadactttta

.attgttgcag

tgtcgetaca
tttcttrtta

ctctgacttc

gacctcaagg
catgtgacca
cagcaaatga
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caaggatcac
ctctcgeetg
caccacggtt
tctratgtot
ttcaaccego.
acttcacctt

trttecctac.

accettgggt
ttctttgeta
aaaaatggge
caattacgat.

‘cacaageege

tacacacaat

‘cgagtggtac

tttcattrtt
gectectage
tcrtactget
Caataacaaa

.ctctcatatt

taggacataa
tgggaagcgt

gcaacataca 2
grtatgacag -
ccacpaaaat,
catctceeac.

cggtggcagt
aaaagtttca
tacagccatg

tgcrcgetea
tggtcatgtc .
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tattatggaa
actccagcac
aatccaacct
acaatttcca
gtttttacea
ttacttagat
aatcatggta
tactrtcaca
actttttget
tttccaactt
ccgcaaccaa
caatattett
caccagaaca
gagaaaaatc
grtgcaccat
atgcacatga
caatagcgcet
acttcaacct
ctgetcgata
cagcaggaac
ggcatattct

cgeetetett
cccatagtta

ccgactataa
cccgeacaac
ttgcegeget
cttcaacaat
taacctacta
ttgatattta
cctagaaatt
gcagtagcca

tttgttactt:

atagactgga
aatatcgcgg
gecttctattg

cctragaaaa

agaaattccc
aatttcatctt
tcatccacaa

aatagattac

aagtagttta
tattrtctct
tttaaaacge
cagcattatc
cgcctgetge
atttgttctt
tcttetteac
cagcaaccec
gcatctgegt
tecttgtgeg
cacttcttag
cttccctacb
tgcaaattcc
ccaaatttaa
ttgatatacc
gacccagagg
gaaagtgaic

aaccggcgga gatgactgaa

tggacggeeg:

gcgeggecaa

gtttggtaaa

acgaacttgg
tcacccagea

chtctcagaa
agagctcaga
aAcaagccaag

‘cccccaacga

aigtggagat

tccatcgagt gcacctacac cctgctgaag
itgaattaaa anatgattaa taaaaaatca
tgaaattitc tcccageage dccteactec
, gtteagegge atactttcte catactttaa
tacccacaat cttciatgtet ttcttcccag atgaccaaga
ttcaaccctg tctaccécta tgaagatgaa agcaccrccc
gggtttattt ccccaaatgg cttcacacaa agcccaaacg

ttaaccccac taacadiccac dggeggatct ctacagctaa
Page 34

gattataaca
agcagcagtg
actgtgaata
gctgecagtga
tatagaaaag
ttttttttta
catactcatt
agactgtata
atgtagcata
aattgcctac
actcatctaa
ctgtctcaac
aacaaccgtg
taatgattgc
ccctatttga
aacacattcc
cacaaccccc
acactcacca
cagcgactcg
gatgteatce
‘atatcctacg
caaaaattta
actaagggtt
accctatgeg
ctracrttgaa
cctcttccea
aggggatgtc

ttattgtact
tcgetaacaa
attctacaac
caattggaat
acaaacataa
tttacagtat
tgtgcattta
ggagcatttg
gtctdectgg
ctgcgceace
aaccatgcag
cccagetgec
gtcatttett
tggaataatt
ttrtggctgg
cctacaaaac
actactccer
cctccaattc
cccaactacg
asattcacca
agatcaccgc
cctgcatbgt

gcattcactg

gcctaagaga
atcagcaata
actctggtat
aaattttagce
gagtccgget
aacacccett
gagttcttac

aagtgggagg
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gccatctace
tacaattecc
ttcacataca
atctattctt
aggtgatcca
ggtgaacacc
atgtttgege
cttectatge
ttattaattt
atcccgaata
gctatactac
tatagtactc
getrgetate
aatataatct
aatgctccca
atgcaacatc
gctattagtt
cgccgaggat
catccgceag

_thcaaaaaa

tgctqgccat
ctectgegat
cctgetacea
aggtctergt
tctaaaccec
tectctectg
cagtgactec

‘tataaaccca

tttaaaatgt
gggacttaca

9ggaatéaac
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gtggatgaca
actggtcact
tgtatcaaat
attaacacct

agtgaarcta

geatttgttt
ataaatttta

tccctCaaaa,

aatgctaaag
aaagaaaact
.attgacatat
.cgtatalctf
CﬁﬂgtClCCf
aacttgttta
catttaacag

.”ﬂ)

ccaacggttt tttgaaagaa aacataagtg ccaccacacc actcgttaag
ctataggttt accactagga gccggattgg gaacgaatga aaataaactt

taggacaagg
tatggacagg

acttacattc aattcCaiaca
agtcaacccc accgaagcca

atgattgcaa
atgtratagg
ctgcagaget
ctccacttaa
gtttcatgec
acatttacgg

ctgtecatget

ggtcctggaa

ccccatttac

tttgaaaatc
antacaccaa

attaattcta acactagtta
agtatctaac dattttaata
dtitttcgat tctactggta
tcataaatca'ggacaaaaca
cagcacgact ,_gcctatcctt
aacttgttac tacacagcta

_gatatagaca tggtrttaga

. tcagtgatag ataaaaatcc
tgcggatgeg #thcﬂﬂaﬂt
:aatccgaaaa eggtatcgga
gtcgeteogt gcgactgctq
taatagccct;iaagatcaac
tcaaatcttt geagtaggta
aagcgcteca gecaaaactc
gtttaatata aattaaaxga
ttggcatgtg catattaaca
.ccaatatnc ..ctt‘ccggaac
aaccetgetg ittac;ﬁtga
: aatgaaaaaé_a;;tatahtg
: ttaactcctc'agqatt;aga

agctggcaga acaaggaaga
. aatctggcaa cagcgogtgg !

gtggtaactg ggctctogtg

taaccgaaga
cacaggagat
cttttactac
aattcacaaa

teteteccca

ttccacattc
atcggga;ag
ctggatcacg

cgattgtgtc
tttatgggat-

trtetggtge
caacacatta

atatctgata
cgttccctca
atcigtctgt-
cacactgcca

caatgaagaa

gcacaacata

aacatateccc
ccacgaacac
tCttc$§tca
taagggtgat

dcaataaatg-
‘gecccagagg

atcagagaag
atccgagtag

cgcacagctt, .
-caaacagttt

acatttgcat tgatgacaat

actgtcaaat catgaactce

aaactggagc actagtcact
tgctaactac acacagaaat
atttactaac tagactctca
fggctactgg tgccattact
tcaatgataa ttctagagaa
gtggtcgcaé tgetttteccce
acgagacatc atattgtatt
tgcaaacctc tgctacaace
acgactgaca aataaagttt

“ttattrigce toccectice

tasacatttg gataccatta

cagagcgagc:caatctgﬂgg-

Tertrtasag cgctttcaca gtccaactge
gtéatctgga agaagaacga .tgggaatcat

tcatcaaacc cacaagcagc

‘cagggtccac agtgtcctga

gatgegegea goaacgeatt
ftacaatatt gtttaataaa
taatcgcccc ‘tgcatgacca
asaacacact acccacatac

‘accatggaca acgttggtta

acaccgetce cccagecatg
cccaattcete tcgaccgtga
gacataaatg catgcatctt
égggaatagg Aagctettge
aacttacact atgcatagtc
tagaagctcg ggtttcattt
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cgctgtctge
agcatgattt
ctgatttcac

ccataattaa ..

tcataccaaa
atgatctett

atcatgcaac

cattpaagtg

atcacttgag

ctcataattt

agaacagtaa

atagtatcac

tcctcacaac
'gtctggcgca;¥umgtcgag cgtgcgegea
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accttgtcat aatggagttg
ctggcagaac acactctrtct
ttcéagtaca accacactct
actccatcge atctaatcgt
caagcaatgc aactggatitg
atgttaattt ttattccaaa
atctctegee cccactgtgt
caaggtgctc aacggtgget
taccaaaapa aggagcattt
ccagataatt ttcagctttc
atccacacat tacaaacagg
tcataatgac aaaatatctt
.aattgacatg cccrtggete
attatcacca aactgcttag
gcagtacaag cgcagaccte
ttgggaaccg ccagtaatat
taaaaattga ataaaagaas
gcaataggtt iccgcgctgﬂ
aaaaaaaaac aagcgtcata

catcacaaga
aaacaadagc
caatccagac
aattatgctt

aggagaataa

ctctaaatac’

cacaaageic
cctaaactga
gaaactgcgt
cctctttcte
ccgececttt
"cacctcattt

caagceacag
‘accgaaagtt
atgttagcat
datcgtaagt

cttcctgaca
tcgectteta
taagttogtc
tctgaggaaa
tgtttcaagc
cgatctegea
tggtgaaaaa
tccagcaaag
tctaactcet
cagccttgaa
tcccogaggg
gcteetgtgt
taagttcttc
ccagaagecc
cccaattgge
catcgaagtt
aatttgccaa
gctccaacat

‘tcatagtagce

ggrctecage
cctcgeggty

cagttaacga
atagcaaige

ttctcgtatt ttgtatagea
tectgecget tagegtgtee
aaaagaatgc tggcttcagt

PCT/US2005/018301

aaacgcggcc

cgtgtgatag
tgtaatcaaa

tcatccacgg
aggagaggag
gtacttcaaa
gcacagctag
cctecacgeg
caatcatcat
ttattcgtgt
cgecectccac
cacctgtage
tttaagttct
cccgggaaca
tecagcaaaa
gctggaaata
aaaaacattc
tgttagtitt
ctgacgaaca
tcgacecteg
accagcatga
gazaaaacag
caccectege

aaatcccaac
cggaagaacc
cgcagatggc
atgcgatttt

tagcatatge
agggaagaga
ttgtagatcg
atcaaaagaa
cacatccaag aacaaaagaa
attacattec tgcaccattc
cagttcttgt ggtaaatcea
€accattctt aaacacacce
baitfgagaa tggcaiciic
agttgtaaaa actctctcat
agapcagggg acgctacagt
acaagattgg aataagcata
‘taatcaggca gagtttcttg
aaaacctctg ‘ggatgcaaat

‘gadttaytct’ gcasaaataa

gatjgataaa ‘tcagtctttce

taaaacctgt
dtaattettg
ccaicatage
ggatacaaag

aaastataat tatttctctg
acatacaaag c¢ctcatcage
aagctctaaa gtgactctce

‘cgtaatggga gtaaagtgta

‘caccagggaa aagtacagtt
acggtacgtg atatcccact
tagccgttaa -Ccccacagec
acatattggc accattccat

ctgctgttca ggcaacgtcg
‘catggcttac cagacaaagt
aacctctcca caatatatat
aaaaatcccg
tcacttccge aatcccaaca

‘CCaaicccaa

aacttgcaac gtcattttcc

aatcaccaca
‘ctataaggta
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tattatatag
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catcatgatt
atgaagcata
ctttgggtat
téaaaggcac
cceeceggtee

acagcgggca

atacacaagc
cacacaccce
ggcgtaactt
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<210> 3

<211> 5287
<212> DNA

<213> Adénovirus

<400>

3
- —.._ctatggcatc tcgatccage

‘gggtatgaga cgatgggcgt
tcgagtcagg gttgtrtccg

ggtgcpctte agactcatce

ggccaagtag cagtttacca
gcggagetta cctttggaag

caacttgggc gcaaggaaaa
aacagtttca cattccacca

tccgecatat tttttgatge
agtgicaaac:ggdctgtccg

gectcgg tcttci:tcgt
ggccagcaca aaggaggcta
cttttccaaa. gtatgcaaac

' gtaggtgtat ttcacgtgac
- ttgetottc, tcattgtctt'

ttccctcteg aaggcgggea

ﬁgatttgata ttgicagtgc'

agaaaacaca atttttttat
taaaagtttg gcaatggatc

-ggcgatgttg agttggacat
_taattcatct ggcacgattc_
.actggtggcc acctcgcctc-

agaacagaaa gggggaagty
aaagattecc ggaagtaaat
catttgccat tctcgagctg

catgggatgg gtgagtgcag aggcatacat gccacagatg tcatagacgt agatgggatc _
zctcaaagatg cctatgtagg ttggatagca tcgecccect ctgatactrg ctcgeacita
gtcatatagt tcatgtgatg gegetageag ccccggacce aagttggtgc gattgggttt

agacctcctc
ccagcgetge
tcacagtgaa

tgctggtcga

tgagttegta
ttrtcttgea

gccaggttaa
gtttcttacc

-tgtccccgta

acaggaactc

ﬂtntagnaggs

acatgtcacc
ctggggtccc
ccggatcget
;bacétctgc
cggttgagat
tﬁtcaagttt
gcaiggtttg

actcgcgtgc'

tcacttgcca
gaaggggttc

'ggtctdgcat

ccttatcaaa
ccagtgcgcg

PCT/US2005018301

gtTTcocggo-titggacgge tectggaata
cagggttcgg tccttccagg gtctcagtgt
900gtgtgcg CCcrgctiggg cgcttgccag
asacttctgt cgcrrggege cctgtatge
gttgagcgee tcggetgegt gocctttgge

tacéggggag tataggcatt tcagegcata
cggattctgg ggagtatgca tetgegeege ﬂggaggcgca .

atccggttca ttggggtcaagaaacaagttt
tttggtctcc atgagttcgt\gtcctcgttg
gactgatttt acaggcctct tctccagtgg

tgaccactct gatacaaagg cgcgegteea

gtagcgatcg.ttgtcaaccaagggggtccac
ctcttcaaca tccaggaatg tgattggc:t
cgctaggggy gtataaaagg 999caottct
gtccaggaac gtcagctgtt.ggggtaggta

actcaggttg tcagtttcta agaacgagga ;

gcctttcatg aggttttcgt ccatctggtc
ggtggcaaat gatccataca gggcgttgga
ﬂttcttttcc ttgtccgcgc gctctttggc

'caggcacttc cattcgggga agatagttgt
ccctcgatta tgcaaggtaa ttaaatccac )

attggtccu cagagcctac ctcctttcct

aagttcatcg ggagggtctg.catccgtggt

atagctgatg ggagtggggt c&tcfaaggc
ctcatatggg ttaaggggac tgceccatgg -
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ttCctgttctg tagacgatct ggcgaaagat
ttgaaaaatg ttgaaatggg catgaggtag
agattcttga agcttggtta ccagttcggce
aagtgttict tgadtgatgt cataacctgg
gagaaggtat tcttcgegat ccttccagta
acggtaagat cctagcatgt agaactgatt
tacgggtaga gagtatgctt gagcagcttt
gtctctgacc atgactttpa ggaattggra
ttcccagagt tggaagtcta cécgtttctt
atcattgaag agaatcttgc cggecetggg

PCT/US2005/018301

ggcgtgagaa ttggaagaga tggtgggtct
acctacagag tctctgacaa agtgggcata

ggtgacaagt acgtctaggg cgcagtagtc -

ttggtttttc ttttcccaca gttcgeggtt
ctcttctage ggaaacccgt Ctrtgtcrge
aactgccttg taagggeage agecctrete
tcgtagcgaa gcgtgagtaa gggcaaaggt
tttgaagtcg atgtcgteac aggerccctg
gtaggcggag ttgggcaaag cgaaagtaac
catgaaattg cgagtgatgc gaaaaggetg

tggtacttcce
gatgttgtgt
cttactgagc
CCcatrcgtge
tgtttgtaac
gacgcaatag
gtcataggcg

gcteggttat tgataacctg ggcagetagg
CCtacgatgt ataattctat gaaacgcggc
tcatcaaagg ttaggtctgt ggggtcagat
aggtgaggat tcgetttadg gaaggaggac
tggtcccggt actgacgaaa atgedgteeg
aaggtttggg ggtcctgeeg’ ccagegatee
atgttgacga gccgctggte técagagagt

acgatctegt
gtgcctctga
aaggcgtagt
cagaggtcca

actgccattt

cacttgagtt
ttcatgacca

cgaaaccgtet
cgtgaggtag
gttcgagage

ctgccagtge

tttctogggt
ttatggcgag
gcatgaaggy
aggtgagdaa

gattagctgc ttgccaaagg accccatcea
gagcctttct gtgcgaggat gagagccaat
ggaggaatgg ctgttgatgt gatggaagta
cttgtgcttg tacagacggc ‘cgcagtagtc
gagttgtacc tggéttecct tgacgagaaa
tatcregtge trtactatgt tgrctgeatc
catgctgacg agccctcgcg ggaggcaagt
gaggacgaga gcgegeagge tggagetgte
agtaggcagt gtcaggagat taacttgcat
atagtacttg atctciiacgg gtccgttoge
tccottggge gctaccaccg tgecctegte
ttcttgeatg tttagaag;g gtgtcgagag
cccggeggca tggetggcag tggtacgtcg
gccctgagaa gactcgecatg cgcgacgacg
tgggtgasag Craccggecc cgtgagettg

ggtgtaggtt tccacatcgt
cgggaagaac tggatctcct gecaccaget
gaactccctg cgacgcgecg ageattcatg
gcagcgttge acgggttgta tctcgtgaat
tttcagtgpge aagccgagge ‘ctggegattg
peccrgtuea tetrcrgrer cgatggtggt
ccagacitcg ‘gcgeggeagg ggcggagctc
cagggtectg agacgctgeg’ gactcaggtt
gatcttttgg agggcgtgcy ggaggttcag

‘ggagatgteg atggettgea ggotticgtg

tttcattttg gacggcggtg gctctgttgc
cgcgcaccgg 9‘99‘39999 CGUthggga
gcgecgegeg cgggtaggtt ctqgtactgc

cggcggttga catcctggat ctgacgectc

aacctgaaag agagttcaac agaatrcaatc
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tcggtatcgt tgacggcgge trtgoctaagg atttcttgca cgtcaccaga gttgtcctﬁg 3660
taggcgatct ccgccatgaa ctgetcgate tcttéctctt gaagatctcc gcggecccget 3720
ctctcgacgg tggccgcgag gtcgttggag atgcgcccaa tgagttgaga gaatgcatte 3780

* atgeccgect cgttccagac-geggetgtag accacggocc ccacgggatc tctcgegege—-- 3840
atgaccacct gggcgaggtt gagctccacg tggcgggtga agaccgcata gttgcatagg 3500
cgctggaaaa ggtagttgag tgtggtggcg atgtgctcgg tgacgaagaa atacatgatc 3960
catcgtctca geggeatctc gctgacatég cccagagctt ccaagcgectc cafggcctcg 4020
tagaagtcca cggcaaaatt aaaaaactgg gagrttcpcg cggacacggt caactcctct 4080
tccagaagac ggataagttc ggcgatggtg gtgcgcacct cgegctcgaa agecccrggg 4140
atttcttcct caatctcttc ttcttccact aacatctctt .cctcttcagg tggggctgea '4ioo"
-ggaggagggy gaacgcggeg acgecggegg COCacgggea gacggtcgat gaatctttca. 4260

' atgacctcte cgcggeggcg gqgcafggtt'tcagtgacgg cgcggeegtt ctcgegeggt 4320

' cgcagagtaa aaacaccgee gegeatctco ttaaagtggt gactgggagg ttctcegttt 4380
gggagggaga-gggegctgat thtacatétt attaattggc ccgragggac tgcacgcaga 4440
" gatctgatcg tgtcaagatc cacgggatct gaaaaccttt cgacgaaagc gtctaaccag. ,45q9_ A

;J;cicngtcac aidggtaggct gagtécgg;é tcttgtgggc bgggbtggtt-itgtgttéﬁg . ¢Sﬁbh X

_tctgggtctt ctgtttcttc ttcatctcgg- gaaggtgaga cggfgctgctsgétgatgaaa 4620 .

bttaaagtagb cagttctaag acggcggatg. gtggegagga gcaccaggtc;tttggggpcg “46q§;-
gcttgctgga tacgcaggeg attggccatt ccccaageat tatcctgaca tctagcaaga 4740
tctttgtagt agtcttgcat gégccgttct acgggcactt cttectcacc cgttctgeea 4800
-tgeatacgtg' tgagtccaaa tccgegeatt ggttgtacca gtgccaagtc agctacgact 4860_

© crrrcggega ggitggcttg ctgtacttgg.gtaagggtdg cttgaaagté"atcaaaatcc ._4920
-acaaégcggt-ggtiagctcc'tgtattaaté'gtgtaagcac agttggecat gactgaccag 4980 -

'ttaactgtcp ﬁgtgac;agg gcgcacgagc téggtgtatt taaggcgega ataggegegg ?0#0 -
-gtgtcaaaga tgtaatcgtt:dcaggtgcgc accagatact ggtaccctat apgaaaat&c 5100
ggcggtogtt ggcggtagag aggccatcgt :ctgtaﬁptg-gagcgccagg'ﬁgcgaggtct" 51&01:
" tccaacataa ggcgéfgata‘gccgtagatguﬁhcctggacé técaggtgat.tcctgcggdgd : 5220.:
gtagtagaag Cccgaggaaa ‘Ctcgegtacg cjgttccaaa tgttgogtag cggcatgaag  5280::
_tagttea - - - : . . vy 5287

"<210>» 4 .
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<213> artificial seguence

<220>
<223> primer

<400> 4
gggagtttcg cgcggacacg g

<210> 5
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> primer

<400> 5. .

gcgeccgecge cgeggagagg t

<210» 6

<211> 24 .
pNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> primer

<400> 6 ] _
cgagagccea ttcgtgeagg tgag

<210> -7 . ) .

<211> 24

<212> DNA .. ., o
<213> artiticial sequence
<220>

<223> priser :

<400> 7 :
gergegacta ctgeggeegt ctgt

<210>» 8

<211> 4195

<212> PNA @ .
213> Adenovirus

<400> 8 . .
tcataagact ctcgtccatc tggtcagaaa acacaatctt:cttgttgtcc.-agettggrgg

caaatgarce atagagggca ttggatagaa gettggcgat ggagcgeatg grrrggttct -

tttccttgtc cgcgegetee ttggrggtga tgttadgetg gacgtactcg cgegecacac

atttccattc aggaaagatg gttgtcagtt catccggaac tattctgatt cgecatccec

tattgtgcag ggttatcaga tccacactgg tggccacctc gectcggagg ggctcattgg

‘tccageagag tegacctcct tttcttgaac agaaaggggg gaggoggtet agcatgaact
' Page 40
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catcaggggg
tgatggtggc
aggggttaag
agatatcgta

. cccctetgat

ggcccagatt
gggaattgga
cagagtccct
tgagtacatc
tttrcrtttc

. cgaggggaaa
ccttitaggg=

gcgaggtatg

agtcgatgte

Ccggogttogg
aatttcgggt

- ccaagacgat
gagggatgec

cagtgagagc

. aggaccagag
gtccgactgc
:batcccactt

7éghgtt§é5¥_

aggttrccac

‘agaactggat

ccecrgegacg

.gattcacggg

gtggaaaatt
gaccatcttg
cctcoqcét_.:g
Tcctgagacg |
trtggagggc

gtccgecatet
gggatcatcc
aggggtgccc
gacatagagg
gettgetege
ggtgcggttg
aghgétagta
tatgaagtgg
caggbcacag
ccacagctcg
ccegteteet
acageatcee
agtgagggca
atcacaggcc
caahgcgaaa

gattttgaaa

ctcatcaaag
cctgacatga

atagtgtreg

gtccactgec
catcrrttct
gagttttatg

gaccagcatg

atcgtaggtg

ctectgecac

cgccgageat
atgcacctta
gaggcctgge
tgtctcgatg

gcagogacagg

ctgcggagtc
gtgagggagg

atggtaaata
aaggtcatct
cagggcatgﬁ
ggctcttega
acatagtcat
gottttteeg

ggtctctgga

gcatatgact

tagtcgagag
cggttgagaa

tcrgeacggt
ttctecactg
;aagtdtpc;
cectgtteee
gtaacatcat
QQCtgaggaa

ccattgatgt

ggcagcttct

agggcecatt
agtgctgree

goggtgacgc

gcgaggtcat,

iﬂﬂﬂﬂﬂqttl

agaaagagcc

cagttggagg
tcatgctigt

'tgaatgagtt_

gcttgtacct

‘gtggteatge

agétcgigga
aggttagtag
ttcagatagt

ttcccggtag caaatcttty
gccattctcg aactgecage
ggtgggtgag cgcggaggca
ggatgecgat gtaagtggga
agagttcatg tgagggggca
ccctgtaaac gatctggega
atatgttaaa atgggcatga
cttgcagett ggctaccage
tttcctggat gatgtcataa
ggtattcttc grgatccttc
aagagcccaa catgtagaac
ggagagagta ;gcttgggét
tgaccatgac tttgaggaat

agagttggaa gtccaccege

tgaagaggatncttgccggcc

cctetgetcg gttattgata

tgtgccccac tatgtacage
tgagttéitc_aaaagtgaga
cgtgcacgtg agggttcget
dtaactggth'écggtactga

aatagaagyt ttgggggtcc

aggcgatgtt gacgagcege

ctgcttgcc aaaggacccc
tttCtthcg aggatgagag
aatggctgtt gatg;ga;gg

.gcttgtacag acggccgeag

gtacctgact tcctttgacg
cgcgetttac tatgttgtct
tgacgagcce icgcgggagg
cgigagegey caggecggag
gcagtgtcag gagattaact

tcaaaatagc
gcgegetecat
tacatgccac
taacatcgce
agaagacccg
aagatggcat
ggtaagccta
tcggcggtga
cgcggttgqc

cagtactctt

tgattgactg
gcattgcgea

tgatacttga .
ttcttgtagg'

CtGGGCltﬂa
acctgagcgg
tctaagaatc

tctgragggt
ttaaggaagg

Cgaaaatgct
tgccgecage
tggtctccag
atccaggtgt

cbaatcgggh'

aagtagaact
tactcgcagc
agaaatttca
gcatcggeat
caagtccaga
ctgtccaggg
tgéatgitct

acttgatctc aacgggtccg ttggtggaga
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tgtcgatgge
ttttggacgg
aCnggcﬂgc
gcgegeagge
gttgacatec
gaaagagagt
ttgcacgtcg
ctcttgaaga
cccaatgagt
agcccccacg

ggtgaagacc

ctcggtgacy
¢gcttccaag
acgegeggac
cacctegege
ctcttcctct
gggcagacgg
.+ ‘gacggcacga

ttgcagggtt
C99t99C£Ct
aggggcggcet
aggttctggt
tggatctgac
tcaacagaat
ccagagttgt
tctccgegge
tgagagaatg
ggatctctcg
gcatagtrgc

‘aagaaataca

cgctccatgg
acggtcaact
tcgg;agccc
tcaggtogdy
tcgatgaatc
ccgttétccc

gtggtgactg ggaggctcte
ttgccccgta ggtactccge
cctttcgatg aaagegtceta

€90gcagggg cggctagacy

ggagggtgag acgatgctyc

ggtggcgags ageaccaggt

tccocccaagea ttapc;tgac
cacgggcact tcttcttege
gggctggaca agtgccaggt
ggtgagggtg gcttggaagt
tgtgtaggag cagttggcca
ctcggtgtac ttgaggcgeg
caccaggtqc tggtagccaa

cegtgtecct tgggegetac
gttgcttctt gecatgtttag
cgggacccgg cggcatgget
actgcgecct gagaagactc
gectetgggt gaaagetace
caatctcggt atcgttgacg
cctggtagge gatcteggec
ccgetctcte gacggtggec
cattcatgcc cgeetegtte
cgcgcatgac cacctgggeg
ataggcgetg gaahaggrag

‘tgatccatcg tctcagegge

cctcgtagaa gtccacggea
cctcttccag aagacggata
Ctgggattte ttcctcaatc
ctgcaggagg agggggaacg
tttcaatgac ctctccgegg
tgggtctcag agtgaagacg
cgttgggcag ggacaccgeg

geaaggacct gatcgtctea

accagtcgea atcgcaaggt
ctcggtceggg grtetctett
tggtgatgaa attaaaatag
ctttgggtcc ggottgtigg

“atctggccag atctttatag

ccgetetgee atgecatgega

‘ccgetacaac thttcggég

cgtcaaagtc cacgaagcgg

‘tgattgacca gttgactgtc

agtatgcgeg ggtgtcaaag
tgagaaagtg togcggtagce

caccgtgece
aagcégtgtc
ggcagtggta
gcatgcgega
ggcccegtga
gcggettgec
atgaactgct
gcgaggtegt
cagacgcgge
aggttgagcet

ttgagtgtag.

atctcgctga
aagttaaaaa
agttcggega
tcttcttett
cggcgacgee
cggeggegea
cctccgegea
ctgattatgc
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ttgtttttca
gagggcgcgc
cgtecggegee
cgacgcggcy
gcttgaacct
taaggatttc
¢gatctcttc
tggagatgcg
tgtagaccac
ccaégtggcg

tggcgatgtg
catcgcecag

actgggagtt |

tagtogtoco

‘ccactaacat
ggcggegeac

tggtcteggt
tctecctgaa
attttatcaa

agatccacgg gatctgaaaa
aggctgagca: ctgtttettg
tcttetectt cotectettg

gcagttttga gacggcggat

atacgcaggt gatgagccat
tagtcttgca tgagtcgttc
g;gatcccga'acccgcgcat
aggatggctt getgeacctg
tggtaggccc cogtgttgat

tggtgcccag ggcgeacgag

atgtaatcgt tgcaggtgcg
tggcggtaca ggggccatcg
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ctetgtagee ggggctccgy gggcgaggte ttccagcatg aggeggtggt agecg
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virales clasificados en los subgrupos B a F y presentan un Indice terapéutico mejorado.
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ADENOVIRUS QUIMERICOS PARA USO EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER

Esta solicitud reivindica los beneficios de la Solici-
tud Provisoria US N° de serie 60/574,851, presentada el 26
de mayo de 2004, la que es incorporada como referencia en la
presente.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién descrita en la presente se relaciona en
general con el campo de la biologia molecular y, mis especi-
ficamente, con adenovirus oncoliticos que poseen aplicacio-
nes terapéuticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El céAncer es una de las principales causas de muerte en
los EE.UU. y en el mundo. Segin el tipo de cancer, el trata-
miento consiste tipicamente de cirugia, quimioterapia y/o
radiacién. Estos tratamientos a menudo fracasan, y resulta
clara la necesidad de nuevas terapias que se podrédn utilizar
sclas o en combinacidén con las técnicas clasicas.

Un enfoque ha comprendido el uso de adenovirus, ya sea
solos o como vectores capaces de distribuir proteinas tera-
péuticas anticancerosas entre las células tumorales. Los
adenovirus son virus a ADN de cadena doble icosaédricos sin
envoltura con un genoma lineal de 36 pares de kilobases

aproximadamente. Cada extremo del genoma viral contiene una
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secuencia corta, conocida como repeticién terminal invertida
(o ITR), que es necesaria para la replicaciédn viral. Todos
los genomas de adenovirus humanos examinados hasta la fecha
presentan la misma organizacidén general; es decir, los genes
que codifican funciones especificas estdan ubicados en la
misma posicién en el genoma viral. Dicho genoma viral con-
tiene cincc unidades de transcripcién tempranas (ElA, E1B,
E2, E3 y E4), dos unidades tempranas tardias (IX e Iva2) y
una unidad tardia (tardia principal) que es procesada para
generar cinco familias de ARNm tardios (Ll1-L5). Las protei-
nas codificadas por los genes tempranos estan comprometidas
en la replicacién, en tanto los genes tardics codifican pro-
teinas estructurales virales. Las porciones del genoma viral
pueden ser sustituidas facilmente por ADN de origen extrafio
y los adenovirus recombinantes son estructuralmente esta-
bles, siendo estas propiedades las que permiten que estos
virus sean de potencial utilidad para una terapla genética
{(véase Jolly, D. (1994) Cancer Gene Therapy 1l: 51-64).
Actualmente, los esfuerzos de los investigadores para
producir una terapia adenoviral de utilidad clinica se han
centrado en el serotipo adenoviral, Ad5. La genética de eate
adenovirus humano estd bien caracterizada y hay sistemas
bien descritos para su manipulacién meolecular. Se han des-
arrollado métodos de produccién a gran escala para sustentar

las aplicaciones c¢linicas y ya existe alguna experiencia



20

clinica con el agente. Véase, Jolly, D. (1994) Cancer Gene
Therapy, 1: 51-64. La investigacién relacionada con el uso
de adenovirus humanos (Ad) en el tratamiento del céncer se
ha centrado en el desarrollo de los adenovirus basados en
Ad5 que presentan una mayor potencia, © estén dirigidos pre-
ferencialmente, contra tipos de células tumcrales especlfi-
cos y persiste la necesidad de generar virus oncoliticos mis
potentes si la terapia adenoviral pueda llegar a ser de
aplicacidn prictica en un ensayo clinico.

El Ad5 es tan solo uno de los 51 serotipos adenovirales
conocidos actualmente, que se clasifican en los subgrupos A-
F basado en diversos atributos incluyendo sus propiedades de
hemaglutinacidén ((véase, Shenk, “Adenoviridae: The Viruses
and Their Replication,” en Fields Virology, Vol. 2, Cuarta
Edicién, Knipe, ea., Lippincott, Williams & Wilkins, pags.
2265-2267 (2001)). Estos serctipos difieren en varios nive-
les, por ejemplo en cuanto a patologia en humanos y roedo-
res, en los receptores celulares usados para su unién, pero
estas diferencias fueron ignoradas por mucho tiempo como un
medio potencial para desarrollar adenovirus oncoliticos méas
potentes (con la excepcién de las alteraciones de las fi-
bras, véase Stevenson et al. (1997) J. Virol. 71: 4782-4790;
Krasnykh et al. (1996) J. Virol. 70: 6839-6846; Wickham et
al. {1997) J. Virol. 71: B8221-8229; Legrand et al. (2002)

Curr. Gene Ther. 2: 323-329; Barnett et al. (2002) Biochinm,
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Biophys. Acta 1-3: 1-14; Solicitud de Patente de EE.UU. N°:
2003/0017138) .

La explotacién de las diferencias entre los serotipos
adenovirales puede proveer una fuente de productos terapéu-
ticos basados en adenovirus més eficaces, usando nuevos ade-
novirus con mayor selectividad y potencia. Persiste la nece-
sidad de tales terapias mejoradas basadas en adenovirus.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién provee nuevos adenovirus quiméri-
cos, o variantes o derivados de los mismos, que son de uti-
lidad para una terapia basada en virus. En particular, la
invencién provee adenovirus quiméricos, o variantes o deri-
vados de los mismos, que poseen un genoma que comprende una
regién E2B

en el que dicha regién E2B comprende una secuencla de
Acido nucleico derivada de un primer serotipo adenoviral y
una secuencia de Acido nucleico derivada de un segundo sero-
tipo adenoviral;

en el que dichos primer y segundo serotipos adenovira-
les se seleccionan cada uno entre los subgrupos adenovirales
B, C, D, E o F y son distintos entre si; y

en el que dicho adenovirus quimérico es oncolitico y
presenta un indice terapéutico mejorado para una célula tu-
moral.

En una realizacién, el adenovirus quimérico comprende
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ademis regiones que codifican proteinas de fibras, hexones y
pentones, donde los A&cidos nucleicos que codifican dichas
proteinas provienen todos del mismo serotipo adenoviral. En
otra realizacién, el adenovirus quimérico de 1la invencién
comprende una regién E3 o E4 modificada.

En otra realizacién, el adenovirus quiméricoc presenta
un indice terapéutico mejorado en una célula tumoral de co-
lon, mama, péncreas, pulmén, préstata, ovario o hematopoyé-
ticas. En una realizacién particularmente preferida, el ade-
novirus quimérico presenta un indice terapéutico mejorado en
células tumorales de colon.

En una realizacién preferida, la regién E2B del adeno-
virus quimérico comprende la SEQ ID N°: 3. En una realilza-
cién particularmente preferida, el adenovirus quimérico com-
prende la SEQ ID N°: 1.

La presente invenciédn provee un adenovirus quimérico
recombinante, o una variante o derivado del mismo, que posee
un genoma que comprende una regién E2B

donde dicha regidén E2B comprende una secuencia de &cido
nucleico derivada de un primer serotipo adenoviral y un se-
gundo Acido nucleico derivado de un segundo serotipo adeno-
viral;

donde dichcs primer y segundo serotipos adenovirales se
seleccionan cada uno entre los subgrupos adenovirales B, C,

D, E o F y gson distintos entre ai;

6
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donde dicho adenovirus quimérico es oncolitico y pre-
senta un indice terapéutico mejorado para la célula tumoral;
4

donde dicho adenovirus quimérico se ha vuelto deficien-
te para la replicacidén a través de la supresidn de una o mas
regiones adenovirales que codifican proteinas comprometidas
en la replicacién adenoviral seleccionadas del grupo formado
por El, E2, E3 o E4.

En una realizacién, el adenovirus quimérico de la in-
vencidédn comprende ademds un gen heterdlogo que codifica una
proteina terapéutica, donde dicho gen heterdlogo se expresa
dentro de una célula infectada con dicho adenovirus. En una
realizacidén preferida, la proteina terapéutica se selecciona
del grupo formado por citoguinas y quimioquinas, anticuer-
pos, enzimas convertidoras de prodrogas y proteinas inmuno-
rreguladoras.

La presente invencién provee métodos para usar los ade-
novirus quiméricos de la invencidén con fines terapéuticos.
En una realizacién, los adenovirus quiméricos se pueden usar
para inhibir el crecimiento de células cancerosas. En una
realizacién particular, el adenovirus quimérico que compren=-
de la SEQ ID N9: 1 es de utilidad para inhibir el crecimien-
to de células cancerosas de colon.

En otra realizacién, los adenovirus de la invencidén son

de utilidad como vectores para distribuir proteinas terapéu-
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ticas en células.

La presente invencién p;ovee un método para producir
los adenovirus quiméricos de la invencién, donde dicho méto-
do comprende
a) agrupar los serotipos adenovirales que representan los

subgrupos adenovirales B-F, creando asi una mezcla ade-
noviral;

b} someter la mezcla de adenovirus agrupados del paso (a) a
pasajes sobre un cultivo de células tumorales en creci-
miento activo a una relacién de particula por célula su-
ficientemente alta como para promover la recombinacién
entre serotipos, pero no tan alta como para producir una
muerte celular prematura;

¢) cosechar el sobrenadante del paso (b);

d) infectar un cultivo quiescente de células tumorales con
el sobrenadante cosechado en el paso (c):;

e) cosechar el sobrenadante del cultivo celular del paso (d)
antes de la aparicién de algun signo de CPE;

f) infectar un cultivo quiescente de células tumorales con
el sobrenadante cosechado en el paso (e); y

g) aislar el adenovirus quimérico del sobrenadante cosechado
en el paso (f) por purificacién en placa.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1. Perfiles de los tiempos de retencién de Ad

sobre una columna de HPLC TMAE. A) Perfiles de retencién pa-
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ra leos serotipos individuales de Ad que se usaron para gene-
rar la agrupacién viral inicial original. B) Perfiles de re-
tencién de agrupaciones del pasaje 20 derivadas de las 1li-
neas celulares HT-29, Panc-1, MDA-231 y PC-3, respectivamen-
te.

Figura 2. Actividad citolitica de las agrupaciones de
virus individuales. Se infectaron células A) HT-29, B) MDA-
231, C) Panc-1l y D} PC-3 con las respectivas agrupaciones
virales a relaciones de VP por célula entre 100 y 0,01. Se
llevaron a cabo ensayos MTS en distintos dias después de 1la
infeccién (indicados en cada caso) segun la linea celular.
Cada dato en el panel representa un ensayo efectuade por
cuadruplicado y los resultados se expresan como la media +/-
DE. El panel muestra un experimento representativo y todas
las agrupaciones virales fueron evaluadas al menos tres ve-

ces independientes entre si con la linea de células tumora-

les blanco (Leyenda de la fiqura: —® — AdS5: —4-— agrupa-
cién viral inicial; —® — agrupaciétn derivada de cé&lulas es-
pecificas, pasaje 20).

Figura 3. Actividad citolitica de ColoAdl y AdS5 sobre
lineas de células tumorales humanas. Se llevé a cabo un en-
sayo MTS con A) un panel general de lineas de células tumo-
rales humanas y B) un panel de lineas celulares de céincer de
colon humano para determinar la especificidad de la potencia

potencial. El1 ensayo MTS se realizd en diferentes dias segun
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la linea celular. Cada panel es un experimento representati-
vo que se repitié al menos tres veces. Cada dato en el panel
representa un ensayo realizado por cuadruplicado y los re-
sultados se expresan como la media +/- DE (Leyenda de la fi-
gura: —® — Ad5; —v — ColoAdl).

Figura 4. Actividad citolitica de ColoAdl y Ad5 con un
panel de células normales. Se infectaron células HS-27,
HUVEC y SAEC (fibroblastos primarios, células endoteliales y
epiteliales, respectivamente) con ColoAdl y Ad5 a relaciones
de VP por célula entre 100 y 0,01. E1l ensayo MTS se realizé
en distintos dias después de la infecclidn segiin la célula y
cada panel es un experimento representativo que se repitiéd
al menos tres veces. Cada dato en el panel representa un en-

sayo realizado por cuadruplicado y los resultados se expre-

san como la media +/- DE (Leyenda de la figura: —® — Ad5;

—V — ColcAdl) .

Figura 5. Actividad citolitica de ColoAdl, Ad5 y ONYX-
015 con células endoteliales normales primarias (HUVEC) vy
una linea de células tumorales de colon (HT-29). Cada panel
es un experimento representativo que se repitidé al menos
tres veces. Cada dato en el panel representa un ensayoc rea-

lizado por cuadruplicado y los resultados se expresan como

la media +/- DE (Leyenda de la figura: —® — Ad5; —Y — Co-
loAdl; —8 — Onyx-015).

Figura 6. Actividad citolitica de ColoAdl, Adllp y AdS
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con una linea de células epiteliales normales (SAEC) y una
linea celular de cancer de colon humano (HT-29). Cada panel
es un experimento repreésentativo que se repitid al menos
tres veces. Cada dato en el panel representa un ensayo rea-
lizado por cuadruplicado y los resultados se expresan como
la media +/- DE (Leyenda de la figura: —® — Ad5; —v —
Adllp; —8 — ColoAdl).

Figura 7. Actividad citolitica de virus recombinantes.
Los virus recombinantes representan cuatro poblaciones vira-
les (Adpll, ColoAdl, extremo izquierdo de Adllp/extremo de-
recho de ColoAdl(ColoAdl.l) y extremo izquierdo de Co-
loAdl/extremo derecho de Adllp (ColoAdl.2)) que se constru-
yeron como se describe en el ejemplo 6. Se determindé la ac-

tividad citolitica de cada poblacién en células HT29 como se

describidé previamente. (Leyenda de la figura: —® -— Ad5;
—v — Adllp; —® — ColoAdl; —uv— ColoAdl.l; —A— ColoAdl.2)}.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Todas las publicacicnes, incluyendo patentes y soli-
citudes de patente, mencicnadas en esta memoria descriptiva
se incorporan en este documento a modo de referencia como si
cada publicacién individual se incorporara por completo es-
pecifica e individualmente a modo de referencla.
Definiciones

A menos que se defina de otra manera, todos los tér-

minos técnices y cientificos usados en la presente tienen el

AF
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significado conocido cominmente por el especialista en el
arte al cual pertenece esta invencién. En general, la nomen-
clatura usada en la presente y los procedimientos de labora-
torio descritos mds adelante son los que son bien conocidos
y de uso comin en el arte.

Tal como se utiliza en la presente, el término "adeno-
virus", “serotipo” ¢ “serotipo adenoviral” se refiere a
cualquiera de los 51 serotipos adenovirales humanos conoci-
dos actualmente, o aislados en el futuro. Véase, por ejem-
plo, Strauss, "Adenovirus infections in humans," en The Ade-
noviruses, Ginsberg, ed., Plenum Press, " Nueva York, NY,
pags. 451-596 (1984). Estos serotipos se clasifican en los
subgrupos A-F (véase, Shenk, “Adenoviridae: The Viruses and
Their Replication,” en Fields Virology, Vol. 2, Cuarta Edi-
ciébn, Knipe, ed., Lippincott Williams & Wilkins, pags. 2265-
2267 (2001), comc se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1

Buhgfggo SQrotiPo adenoviral

A 12, 18, 31

B 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 51

C 1, 2, 5, 6

D 8-10, 13, 15, 17, 1%, 20, 22-30, 32, 33,

36-39, 42-49, 50

E 4

F 40, 41
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Tal como se utiliza en la presente, un “adenovirus qui-
mérico” se refiere a un adenovirus cuya secuencia de acido
nucleico estd compuesta por las secuencias de acido nucleico
de al menos dos de los serotipos adenovirales descritos pre-
cedentemente.

Tal como se utiliza en la presente, “serotipo adenovi-
ral progenitor” se refiere al serotipo adenoviral que repre-
senta el serotipo del cual deriva la mayor parte del genoma
del adenovirus quimérico.

Tal como se utiliza en la presente, el término “recom-
binacién homéloga” se refiere a dos mo%ﬁculas de Acido nu-
cleico, cada una de las cuales tiene secuencias homélogas,
donde las dos moléculas de &cido nucleico se entrecruzan o
sufren recombinacién en la regidén de homologia.

Tal como se utiliza en la presente, el término “po-
tencia” se refiere al potencial litico de un virus y repre-
senta su capacidad para replicarse, lisar y dispersarse. A
los efectos de la presente invencién, la potencia es un va-
loxr que compara la actividad citolitica de un adenovirus da-
do de la invencién con la de AdS5 en la misma linea celular,
es decir potencia = ICsy de AdX/ICsy de Ad5, donde X es el
serotipo adenoviral particular examinado y donde a la poten-
cia de Ad5 se le otorga un valor de 1.

Tal como se utiliza en la presente, el término “virus

oncolitico” se refiere a un virus que mata preferencialmente
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ceélulas cancerosas en comparacién con células normales.

Tal como se utiliza en la presente, el término “indice
terapéutico” o “ventana terapéutica” se refiere a un mimero
que indica el potencial oncolitico de un adenovirus dado y
se determina dividiendo el potencla del adenovirus en una
linea de células cancerosas por la potencia del mismo adeno-
virus en una linea celular normal (es decir no cancerosa).

Tal como se utiliza en la presente, el término “modifi-
cado” se refiere a una molécula con una secuencia de nucle6~
tidos © de aminovdcidos que difiere de la secuencia natural,
p.-ej. una secuencia de nucledétidos o de aminodcidos de tipo
salvaje. Una molécula modificada puede retener la funcién o
actividad de una molécula de tipec salvaje, es decir un adeno-
virus modificado puede retener su actividad oncolitica. Las
modificaciones incluyen mutaciones en Acidos nucleicos como
se describird mis adelante.

Tal como se utiliza en la presente, una "mutacidén" con
referencia a un polinucledétido o polipéptido,se refiere a un
cambio o una diferencia natural,sintética,recombinante, o
quimica en la estructura primaria,secundaria o terciaria de
un polinucleétido o polipéptido,en comparacién con un poli-
nucledétido o polipéptido de referencia,respectivamente(p.
ej.,en comparacién con un polinucleétido o polipéptido de
tipo salvaje).Las mutaciones incluyen camblos tales como,p.

ej.,supresiones, inserciones o sustituciones.los polinucled-
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tidos y polipéptidos que contienen dichas mutaciones se pue-
den aislar o generar usando métodos bien conocidos en el ar-
te.

Tal como se utiliza en la presente, una "supresién" se
define como un cambio ya sea en las secuencias de polinu-
cledétidos o aminodcidos en las cuales faltan uno o mds resi-
duos de polinucleétidos o aminoacidos, respectivamente.

Tal como se utiliza en la presente, una "insercidén" o
"adicién" es aguel cambio en una secuencia de polinu-
cledtidos o de aminocdcidos que ha dado como resultadeo la adi-
cién de uno o mds residuos de éolindcleétidos o de aminodci-
dos, respectivamente, en comparacién con la secuencia de po-
linucledtidos o de aminodcidos natural.

Tal como se utiliza en la presente, una "sustitucién" es
el resultadc del reemplazo de uno o mias polinucledtidos o
aminoacidos por polinucleétidos o aminoacidos diferentes,
respectivamente.

Tal como se utiliza en la presente, el término “deriva-
do adenoviral” se refiere a un adenovirus de la invencién
que ha sido modificado de manera tal que se ha efectuado una
adicién, supresién o sustitucidén o en el genoma viral, de
modo tal que el derivadoe adenoviral resultante exhibe una
potencia y/o indice terapéutico mayor que la del adenovirus
progenitor, o de alguna otra manera es de mayor utilidad te-

rapéutica (es decir, es mencs inmunogénico, tiene un mayor

H
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perfil de depuracién). Por ejemple, un derivado de un adeno-
virus de la invencién puede contener una supresién en uno de
los genes tempranos del genoma viral, incluyendo, en un sen-
tide no limitativo, la reqién E1A o E2B del genoma viral.
Tal como se utiliza en la presente, una "variante" con
referencia a un polinucleétide ¢ polipéptido, se refiere a
un polinucleétido o polipéptido que puede variar en cuanto a
su estructura primaria, secundaria o terciaria, en compara-
cién con un polinuclebdtido o polipéptido de referencia, res-
pectivamente (p.ej., en comparacién con un polinucleétido o
polipéptido de tipo salvaje)}. Por ejemplo, la secuencia de
aminodcidos o de Acido nucleico puede contener una mutacién
o modificacién que difiere de la secuencia de aminoaAcidos o
de &dcido nucleico de referencia. En algunas realizaciones,
la variante adenoviral puede ser una isoforma o un polimor-
fismo diferente. Las variantes pueden ser polinucleétidos o
polipéptidos naturales, sintéticos, recombinantes o modifi-
cados quimicamente que fueron aislados o g¢generados usando
métodos blen conocidos en el arte. Los cambios en la secuen-
cia de polinucledétidos de la wvariante pueden ser silentes.
Es decir, no alteran los aminoédcidos codificados por el po-
linucleétido. Cuando las alteraciones se limitan a cambios
silentes de este tipo, la variante cod%ficara un polipéptido
con la misma secuencia de aminodcidos que la referencia. Co-

mo alternativa, dichos cambios en la secuencia de polinu-
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cleétidos de la variante pueden alterar la secuencia de ami-
nodcidos de un polipéptido codificado por el polinucleétido
de referencia, dando como resultado cambics de amincacidos
conservadores o0 no conservadores, como Se describira mas
adelante. Dichos cambios de polinucleétidos pueden dar como
resultade sustituciones, adiciones, supresiones, fusiones y
truncamientos de amino&cidos en el polipéptido codificado
por la secuencia de referencia. Se pueden introducir diver-
sas sustituciones de codones, de modo tal que los cambios
silentes producen diversos sitios de restricecién, con el fin
de optimizar la clonacidén en un vector plasmido o viral o la
expresidén en un sistema procariota o eucarliota particular.
Tal como se utiliza en la presente, una “variante ade-
noviral” se refiere a un adenovirus cuya secuencia de poli-
nucledtidos difiere de la del polinucleétido de referencia,
p.-ej. un adenovirus de tipo salvaje,como se describié prece-
dentemente.las diferencias son limitadas de modoc que las se-
cuencias de pelinucledétidos del progenitor y de la variante
son similares en todo y,en la mayoria de las regiones, idén-
ticas.Tal como se utiliza en la presente, se dice que una
primera secuencia de nucledtidos o de aminodcidos es “simi-
lar” a una segunda secuencia cuando una comparacién de las
dos secuencia muestra que presentan pocas diferencias(es de-
cir,la primera y segunda secuenclias son casi idénticas). Tal

como se utiliza en la presente, las diferencias en la se-
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cuencia de polinuclebftidos presentes entre la variante ade-
noviral y el adenovirus de referencia no dan como resultado
una diferencia en la potencia y/o el indice terapéutico.

Tal como se utiliza en la presente, el término “conser-
vadores” se refiere a la sustitucién de un residuo de ami-
noacido por un residuo de aminodcido diferente que posee
propiedades quimicas similares. Las sustituciones de aminoé&-
cidos conservadores incluyen el reemplazo de una leucina por
isoleucina o valina, un aspartato por un glutamato o una
treonina por una serina. las inserciones o supresiones com-
prenden tipicamente un rango entre 1 y 5 aminodcidos aproxi-
madamente.

Tal como se utiliza en la presente, el término “no con-
servadora” se refiere a la sustitucién de un residuo de ami-
nodcido por un residuo de aminodcido diferente, que presenta
propiedades quimicas diferentes. Las sustituciones no con-
servadoras incluyen, a modo de ejemplo,la sustitucién de
dcido aspértico (D) por glicina (G);de asparagina ({(N) por
lisina (K);o de alanina (A) por arginina (R).

Los cHdigos de una sola letra para los residuos de ami-
noacidos incluyen los siguientes: A = alanina, R = arginina,
N = asparagina, D = &cido aspdrtico, C = cisteina, Q = glu-

tamina, E = &cido glutémico, G = glicina, H = histidina, I =

isoleucina, L leucina, K = lisina, M = metionina, F = fe-

nilalanina, P prolina, S = serina, T = treonina, W = trip-

=2



20

25

19

tofano, ¥ = tirosina, V = valina.

Se comprenderd que los polipéptidos a menudo contienen
aminodcidos distintos de los 20 amino&cidos conocidos comiin-
mente como los 20 aminoiAcidos naturales y que muchos aminoa-
cidos, incluyendo los amincdcidos terminales, pueden estar
modificados en un polipéptido dado, ya sea mediante procesos
naturales, tal como glicosilacién y otras modificaciones de
post-traduccidén, o mediante técnicas de modificacién quimica
que son bien conocidos en el arte. Adn las modificaclones
comunes que suceden naturalmente en los polipéptidos son de-
masiado numercsas como para enumerarlas exhaustivamente en
la presente, pero todos estds bien descritos en los textos
basicos y en monografias mas detalladas, asi como en la
enorme literatura de investigacién, y son bien conocidos por
los especialistas en el arte. Entre las modificaciones cono-
cidas que se pueden encontrar en los polipéptidos de la pre-
sente invencién se pueden mencionar, para nombrar unos pocos
a efectos ilustrativos, acetilacién, acilacién, ADP-ribosi-
lacidén, amidacién, unidén covalente de £lavina, unién cova-
lente de un grupc hemo, unién covalente de un polinucleétido
o de un derivado de un polinucleétido, unién covalente de un
lipido o de un derivado de un lipido, unién covalente de
fosfatidilinositol, entrecruzamiento, ciclacién, formacién
de enlaces disulfuro, desmetilacidn, formacién de entrecru-

zamientos covalentes, formacién de cistina, formacién de pi-
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roglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, glicacién,
glicosilacién, formacién de anclajes de GPI, hidroxilacién,
iodacién, metlilacién, miristoilacién, oxidacidén, procesa-
miento proteclitico, fosforilacién, prenilacién, racemiza-
cién, selenoilacién, sulfatacién, adicién de aminoacidos a
proteinas mediada por ARN de transferencia tal como argini-
lacién y ubiquitinacidn.

Dichas modificaciones son bien conocidas por los espe-
cialistas y estdn descritas con mayor detalle en la litera-
tura cientifica. Varias modificaciones particularmente comu-
nes,como p.ej. la glicosilacién,unidén a lipidos, sulfatacién,
gamma~-carboxilacién de residuos de Acido glutémico, hidroxi-
lacidén y ribosilacién de ADP, estdn descritas en los textos
mis basicos, tal como, p.ej., I. E. Creighton, Proteins-
Structure and Molecular Properties, 2* Ed.,W.H. Freeman y
Company, Nueva York, 1993. Hay muchas revisiones detalladas
disponibles sobre este tema,tal como, p.ej., las provistas
por Wold, F., en Post-translational Covalent Modification of
Proteins, B.C.Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, pags
1-12, 1983; Seifter et al., Meth.Enzymol. 182: 626-646, 1990
y Rattan et al., Protein Synthesis: Post-translational Modi-
fications and Aging, Ann.N.Y.Acad.Sci. 663: 48-62, 1992,

Se comprenderd, como es de conocimiento general y como
se indicara precedentemente,que los polipéptidos no siempre

son completamente lineales.Por ej.los polipéptidos pueden
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ser ramificados como resultado de una ubiquitinacién y pue-
den ser circulares,con o sin ramificacién,en general como
resultado de eventos de post-traducecién, incluyendo eventos
de procesamiento naturales y eventos debidos a la manipula-
cién humana que no tienen lugar_naturalmenﬁe.Los polipépti-
dos circulares,ramificados y circulares ramificados se pue-
den sintetizar mediante procesos naturales que no son de
traduccién y también mediante métodos completamente sintéti-
cos.

Las modificaciones pueden aparecer en cualquier parte
en un polipéptido, incluyendo el esqueleto del péptido, las
cadenas laterales de aminodcidos y los extremos amino o car-
boxilo terminales. De hecho, el bloqueo de un grupo amino o
carboxilo en un polipéptido, o ambos, con una modificacién
covalente, es comin en los polipéptidos naturales y sintétci-
cos y dichas modificaciones también pueden estar presentes
en los polipéptidos de la presente invencién. Por ejemplo,
el residuc amino terminal de los polipéptidos sintetizados
en E. coli, antes del procesamiento proteolitico, casi inva-
riablemente es N-formilmetionina.

Las modificaciones que aparecen en el polipéptido a me-
nudo dependerdn de la manera en que fue sintetizado. Por
ejemplo, para los polipéptidos sintetizados por expresién de
un gen clonado en un huésped, la naturaleza y extensién de

las modificaciones estaridn determinadas en gran parte por la

I3
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capacidad de modificacién de post-traduccién de la célula
huéaped y las seflales de la modificacidén estarén presentes
en la secuencia de amincacidos del polipéptidc. Por ejemplo,
como es conocido en general, la glicosilacién rara vez tiene
lugar en los huéspedes bacterianos,tal como E. coli. Por
consiguiente, cuando se desea una glicosilacién, el polipép-
tido debera expresarse en un huésped glicosilante, n general
una célula eucariota. En las células de insecto a menudo
tienen lugar las mismas glicosilaciones de post-traduccién
que en las células de mamifero y por este motivo se han des-
arrollado sistemas de expresién en células de insecto, entre
otrogs,a fin de expresar eficazmente proteinas de mamifero
con los patrones nativos de glicosilacidén.Se pueden aplicar
consideraciones similares a las demés modificaciones.

Se comprendera que el mismo tipo de modificacién puede
estar presente en un grado similar o variable en diversos
sitios en un polipéptido dado. Ademis, un polipéptido dado
puede contener muchos tipos de modificaciones,

Tal como se utilizan en la presente, se usan los si-
guientes términos para describir las relaciones de secuencia
entre dos o mis secuencias de polinuclebétidos o amincdcidos:
"secuencia de referencia", "ventana de comparacidn", "iden-
tidad de secuencia”, "porcentaje de identidad de secuencia",
"jdentidad sustancial", "“similitud” y “homélogo”. Una "se-

cuencia de referencia" es una secuencia definida que se usa
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como base para una comparaciédn de secuencias; la secuencia
de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mis
grande, por ejemplc, como un segmento de un ADNc de longitud
completa o una secuencia genética dada en un listado de se-
cuencias © puede comprender un ADNc © secuencia genética
completa. En general, la secuencia de referencia es de al
menos 18 nucledtidos o 6 aminodcidos de longitud, con fre-
cuencia de al mencs 24 nucleétidos o 8 aminoidcidos de longi-
tud v a menudo de al menos 48 nucleétidos o 16 aminodcidos
de longitud. Dado que dos secuencias de polinucleétidos o
aminodcidos pueden, cada una, (1) comprender una secuencia
{es decir, una porciédn de la secuencia de polinucleédtidos o
de aminodcidos completa) que es similar entre las dos molé-
culas, y (2) comprender ademas una secuencia que sea diver-
gente entre las dos secuencias de polinucleétidos o aminoi-
cidos, las comparaciones de secuencia entre dos (o mas) mo-
léculas se efectian tipicamente comparando las secuencia de
las dos moléculas sobre una "ventana de comparacién" para
identificar y comparar las regiones locales de similitud de
secuencia. Una "ventana de comparacidén™, tal como se utiliza
en la presente, se refiere a un segmento conceptual de al
menos 18 posiciones contiguos de nucledtidos o 6 de aminoa-
cidos, donde la secuencia de polinucleétidos o la secuencia
de aminodcidos se puede comparar con una secuencia de refe-

rencia de al menos 18 nucleétidos o 6 aminoacidos contiguos

39
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y donde la porcidén de la secuencia de polinucledétidos en la
ventana de comparacién puede comprender adiciones, supresio-
nes, sustituciones y semejantes (es decir, huecos o faltas
de coincidencia) del 20 por ciento o menos en comparacidn
con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o
supresiones) para una alineacién éptima de las dos secuen-
cias. La alineacién éptima de secuencias para alinear en una
ventana de comparacidn se puede efectuar, por ejemplo, con
el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv,
Appl.
Math. 2: 482 (198l), con el algoritmo de alineacién por
homologia de Needleman y Wunsch, J.Mol.Biol. 48: 443 (1970),
con el método de blisqueda de similitud de Pearson y Lipman,
Proc.Natl.Acad.Sci. (EEUU) 85: 2444 (1988), con las imple-
mentaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BEST-
FIT, FASTR y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin
Genetics Release 7.0, (Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wis.), VectorNTI de Informatix, Geneworks, o
los paquetes de software de MacVector) o por inspeccién, y
luego se selecciona la mejor alineacidén (es decir, la que da
como resultado en mayor porcentaje de homologia sobre la
ventana de comparacién) generada por los distintos métodos.
Tal como se utiliza en la presente, el término "identi-
dad de secuencia" significa que dos secuencias de polinu-

cledtidos o de aminodcidos son idénticas (es decir, en una

g0
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base de nucleédtido por nucledtido o residuo por residuo) so-
bre la ventana de comparacién. El1 término "porcentaje de
identidad de secuencia" se calcula comparando dos secuencias
alineadas de forma 6ptima sobre la ventana de comparacidn,
determinando la cantidad de posiciones en que aparece la ba-
se de Aacido nucleico (por ejemplo, A, T, C, G, Uo I) o el
residuo idéntico en ambas secuencias con el fin de obtener
la cantidad de posiciones coincidentes, dividiendo la canti-
dad de posiciones coincidentes por la cantidad total de po-
siciones en la ventana de comparacién (es decir, el tamafo
de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para ob-
tener el porcentaje de identidad de secuencia. El1 término
"identidad sustancial"”, tal como se utiliza en la presente,
indica una caracteristica de una secuencia de polinucleéti-
dos o de aminoAcidos, donde el polinucledétido o el aminoéci-
do comprende una secuencia que tiene al menos un 85 por
clento de identidad de secuencla, preferentemente al menos
un 90 a 95 por ciento de identidad de secuencia, mds habi-
tualmente al menos un 99 por clento de identidad de secuen-
cia en comparacidén con la secuencia de referencia sobre una
ventana de comparacién de al menos 18 posiciones de nucleé6-
tidos (6 de aminoacidos), con frecuencia sobre una ventana
de al menos 24-48 posiciones de nucleétidos (8-16 de aminoéa-
cidos), donde el porcentaje de identidad de secuencia se

calcula comparando la secuencia de referencia con una se-
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cuencia que puede incluir supresiones o adiciones que alcan-
zan un total de un 20 por ciento o menos de la secuencia de
referencia sobre la ventana de comparacién. La secuencia de
referencia puede ser un subconjunto de una secuencia més
grande. El término "similitud", cuando se usa para describir
un polipéptido, se determina comparando la secuencia de ami-
nodcidos y los sustitutos conservados de aminodcidos de un
polipéptido con la secuencia de un segundo polipéptido. El
término "hombélogo", cuando se usa para describir un polinu-
clebétido, indica que dos polinucleétidos, © una secuencia de-
signada de los mismos, cuando se alinean y comparan de forma
éptima, son idénticos, con las inserciones o supresiones de
nucledétidos apropiadas en al menos un 70% de los nucleétidos,
habitualmente entre un 75% y 99% aproximadamente y més prefe-
rentemente al menos entre un 98 y 99% aproximadamente de los
nucledtidos.

Tal comoc se utiliza en la presente, un "homélogo", cuan-
do se usa para deacribir un polinucledétido, indica que dos
polinucleétidos, o una secuencia designada de los mismos,
cuando se alinean y comparan de forma 6ptima, son idénticas,
con las inserciones o supresiones de nucleétidos apropiadas,
en al menos un 70% de los nucledtidos, habitualmente entre un
75% y 99% aproximadamente y méAs preferentemente al menos en-
tre un 98 y 99% aproximadamente de los nucleétidos.

Tal como se utiliza en la presente, la “reaccién en ca-

82
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dena de la polimerasa” o “PCR” se refiere a un procedimieﬁto
en el cual se amplifican extensiones especificas de ADN como
se describe en la Patente de EE.UU. N°: 4.683.195. En gene-
ral, es necesaria la informacién de secuencia de los extre-
mos del fragmento de polipéptido de interés o més, de modo
que puedan disefiarse cebadores de oligonucleétidos; estos
cebadores apuntaradn una hacia la otra y ser&n idénticas o
similares en cuanto a secuencia a las cadenas opuesta del
templado a amplificar. Los nuclebétidos 5' terminales de los
dos cebadores coincidirén con los extremos del material am-
plificado. La PCR se puede usar para amplificar una secuen-
cia de ADN especifica a partir de un ADN gendmico total, un
ADNc transcrito a partir del ARN celular total, una secuen-
cia de plasmido, etc. (Véase en general Mullis et al., Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51: 263, 1987; Erlich,
ed., PCR Technology, Stockton Press, NY, 1989).

Tal como se utiliza en la presente, la "severidad" tiene
lugar tipicamente en un rango entre aproximadamente la T,
(temperatura de fusién)-5°C (5° debajo de la T, de la sonda) y
aproximadamente 20°C a 25°C debajo de la T,. Como comprenderan
los especialistas en el arte, se puede usar una hibridacién
severa para identificar o detectar secuencias de polinucleé-
tidos idénticas o para identificar o detectar secuencias de
polinucleétidos similares o relacionadas. Tal como se usa en

la presente, el término "condiciones severas" significa que
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la hibridacién solamente tendr& lugar si existe al menos un
95% y preferentemente al menos un 97% de identidad entre las
secuencias.

Tal como se utiliza en la presente, el término "hibrida-
cién", usado en la presente, incluird "cualquier proceso por
el cual una cadena de polinuclebétido se une con una cadena
complementaria a través de un apareamiento de bases "
(Coambs, J., Dictionary of Biotechnology, Stockton Press,
Nueva York, N.Y., 1994).

Tal como se utiliza en la presente, el término “dosis
eficaz para usc terapéutico” o “cantidad eficaz” se refiere
a aquella cantidad de adenovirus que alivia los sintomas o
las condiciones de una enfermedad. Una dosis es considerada
una dosis eficaz para uso terapéutico en el tratamiento de
cncer, o de metistasis del mismo, cuando el tumor o el cre-
cimiento metastésico es demorade o detenido o cuando se ob-
serva que el tumor o la metadstasis disminuye de tamafo, de
modo que conduce a una prolongacién de la expectativa de vi-
da para el sujeto.

Adenovirus de la invenoién

La presente invencién provee adenovirus quiméricos, o
variantes o derivados de los mismos, que poseen un genoma en
el cual la secuencia de nucledtidos de la regién E2B del
adenovirus quimérico comprende secuencias de &cido nucleico

derivadas de al menos dos serotipos adenovirales, donde di-
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chos serotipos se seleccionan cada uno entre los subgrupos
adenovirales B, C, D, E y F y son distintos entre si. El
adenovirus quimérico de la invencién es oncolitico y presen-
ta un indice terapéutico mejorado para una célula tumoral.

Aislamiento de adencovirus quiméricos

Los adenovirus guiméricos de la invencién, o variantes
¢ derivados de los mismos, se pueden preducir usande una mo-
dificacidén de la técnica conocida como “bioseleccién”, en la
cual un adenovirus con las propledades deseadas, tal como
una mayor oncogenicidad o especificidad para el tipo celu-
lar, es generado mediante el uso de una seleccién genética
bajo condiciones controladas (Yan et al. (2003) J. Virol.
77: 2640-2650).

En la presente invencidén, se agrupa una mezcla de ade-
novirus de diferentes serotipos y luego es sometida a pasa-
jes, preferentemente al menos dos veces, sobre un cultivo
subconfluente de células tumorales a una relacién de parti-
cula por célula suficientemente alta como para promover una
recombinacién entre serotipos, pero no tan alta como para
producir una muerte celular prematura. Una relacién de par-
ticula por célula preferida comprende aproximadamente 500
particulas por célula, y puede ser determinada facilmente
por el especialista en el arte. Tal como se utiliza en la
presente, un “cultivo subconfluente” de células se refiere a

un cultivo en monocapa © en suspensién donde las células se
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encuentran en crecimiento active. Para las células cultivadas
como una monocapa, un ejemple seria un cultivo donde aproxi-
madamente un 50% a 80% del drea disponible para el crecimien-
to celular estd cubierta con células. Se prefiere un cultivo
donde aproximadamente un 75% del Area de crecimiento estd cu-
bierta con células.

En una realizacién preferida, la mezcla adenoviral es
aquella que incluye los serotipos adenovirales representati-
vos de los subgrupos adencovirales B, C, D, E y F. Los adeno-
virus del grupo A no estén incluidos en la mezcla ya que es-
tdn asociados con la formacidén de tumores en roedores. Las
lineas de células tumorales preferidas de utilidad en el
procesc de bioseleccidén incluyen, a modo de ejemplo, las que
derivan de mama, colon, pdncreas, pulmén y préstata. Algunos
ejemplos de lineas de células de tumores sdlidos de utilidad
para el pasaje “bioselectivo” de la mezcla adenoviral inclu-
yen, a mode de ejemplo, células MDA231, HT29, PAN-1 y PC-3.
Las lineas celulares hematopoyéticas incluyen, a modo de
ejemplo, las células linfoides B Raji y Daudi, células eri-
troblastoides K562, células mieloides U937 y células linfoi-
des T HSB2.

Los adenovirus producidos durante estos pasajes inicia-
les se usan para infectar células tumorales quiescentes a
una relacién de particula a célula suficientemente baja como

para permitir la infeccién de una célula por no méAs de un
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adenovirus. Después de hasta un méximo de 20 pasajes bajo
estas condiciones, se cosecha el sobrenadante del dGltimo pa-
saje antes de observar un efecto citopAtico visible (CPE,
véase Fields Virology, Vol. 2, Cuarta edicidén, Knipe, ea.,
Lippincott Williams & Wilkins, pégs. 135-136) para incremen-
tar la seleccidn de virus muy potentes. El1 sobrenadante co-
sechado se puede concentrar mediante técnicas bien conocidas
por los especialistas en el arte. Un método preferido para
obtener células quiescentes, es decir células en las cuales
se ha detenido el crecimiento activo, en un cultivo de mono-
capa consiste en permitir que el cultivo crezca durante 3 di-
as después de la confluencia, donde el término confluencia
significa que toda el area disponible para el crecimiento ce-
lular estd ocupado (cubierto con células).De manera simi-
lar, se pueden llevar cultivos en suspensién hasta densidades
caracterizadas por la ausencia de un crecimiento celular ac-
tivo.

Se puede examinar el perfil del serotipo del sobrena-
dante concentrado, que contiene la agrupacién adenoviral
bioseleccionada, midiendo los tiempos de retenciétn de la
agrupacién wviral cosechada sobre una columna de intercambio
aniénico, ya que los diferentes serotipos adenovirales son
conocidos por sus tiempos de retencidén caracteristicos
(Blanche et al. (2000) Gene Therapy 7: 1055-1062); véase el

ejemplo 3, las figuras 1A y B. Los adenovirus de la inven-
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cién se pueden aislar del sobrenadante concentrado por dilu-
cién y purificacién en placa, u otras técnicas bien conoci-
das en el arte, y cultivar para una caracterizacién adicio-
nal. Se usan técnicas bien conocidas.en el arte para deter-
minar la secuencia de los adenovirus quiméricos aislados
{(véase el ejemplo 5).

Un ejemplo de un adenovirus quimérico de la invencidn
es el adenovirus quimérico ColoAdl, que se aisldé usando cé-
lulas de colon HT29 en el proceso de bioselecciédn. El1l adeno-
virus ColoAdl tiene la secuencla de &cido nucleico de la SEQ
ID N°: 1. La mayor parte de la secuencia de nucleédtidos de
ColoAdl es idéntica a la secuencia de nucleétidos del sero-
tipo Adll (SEQ ID N°: 2) (Stone et al. (2003) Virology 309:
152~-165; Mei et al. (2003) J. Gen. Virology 84: 2061-2071).
Hay dos supresiones en la secuencia de nucleétidos de Co-
loAdl en comparacién con Adll, una de 2444 pares de bases de
longitud dentro de la regién de la unidad de transcripcién
E3 del genoma (pares de bases 27979 a 30423 de la SEQ ID N°:
2) y una segunda supresién mis pequefia, de 25 pares de bases
de longitud (pares de bases 33164 a 33189 de la SEQ ID N°:
2), dentro del gen E4orfd4. La regidén de la unidad de trans-
cripcién E2B (SEQ ID N°: 3) de ColoAdl, que codifica las
proteinas adenovirales ADN polimerasa y la proteina termi-
nal, estd ubicada entre los pares de bases 5067 y 10354 de

la SEQ ID N°: 1, y es un Adrea de recombinacién homéloga en-



15

20

25

33

tre los serotipos Adll y Ad3. Dentro de esta regidén de Co-
loAdl, hay cambios de 198 pares de bases, en comparacién con
la secuencia de Adll (SEQ ID N°: 1l). Los cambios dan como
resultado las extensiones de nucledtidos dentro de la regidn
E2B de ColoAdl que son homdlogas de la secuencia comprendida
en una porclén de la regién E2B de Ad3 (SEQ ID N°: 8), sien-
do la extensién mas larga de homologia entre ColoAdl y Ad3
de 414 bp de longitud. La regién E2B de ColoAdl (SEQ ID N°:
3) confiere una mayor potencia al adenovirus ColoAdl en com-
paracién con el adenovirus Adll no modificado (véase el
ejemplo 6; figqura 7). En otras realizaciones, el adenovirus
quimérico de la invencién puede comprender secuencias de
&cido nucleico de mAs de dos serotipos adenovirales.

El adenovirus quimérico de la invencidén, o0 una variante
o derivado del mismo, puede ser evaluado por su selectividad
para un tipo de tumor especifico mediante examen de su po-
tencial litico en un panel de células tumorales derivadas
del mismo tejido sobre el cual se hicieron inicialmente los
pasajes de la agrupaclién adenoviral. Por ej., el adenovirus
quimérico ColeoAdl (SEQ ID N°: 1), que inicialmente derivaba
de una agrupacién adenoviral sometida a pasajes sobre lineas
de células tumorales de colon HT-29, fue examinado nuevamen-
te en células HT-29 y también en un panel de otras lineas de
células tumorales derivadas de colon, incluyendo DLD-1,

LS5174T, LS1034, SW403, HCT11l6, SW48 y Colo320DM (véase la

89
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figura 3B). Cualquiera de las lineas de células tumorales de
colon disponibles podria ser igualmente Gtil para dicha eva-
luacién. Los clones adenovirales aislados de las agrupacio-
nes adenovirales seleccionados sobre otros tipos de células
tumorales pueden ser evaluados de manera similar en un panel
de células tumorales adecuado, incluyendo, a modo de ejem-
plo, lineas celulares de préstata (p.ej. las lineas celula-
res DU145 y PC-3); lineas celulares de péncreas (por ejemplo
la linea celular Panc-1); lineas de células tumorales de ma-
ma (p.ej. la linea celular MDA231l) y lineas celulares de
ovario {p.ej. la linea celular OVCAR-3). Hay otras lineas de
células tumorales disponibles que son igualmente ttiles para
aislar e identificar los adenovirus de la invencién.

Los adenovirus gquiméricos de la invencién presentan un
indice terapéutico mejorado en comparacién con los serotipos
adenovirales de los cuales fueron derivados. (véase la figu-
ra 6, que compara la actividad citolitica del adenovirus
quimérico ColoAdl con Adllp).

La invencién también abarca adenovirus quiméricos que
se construyen usando las técnicas recombinantes bien conoci-
das por los especialistas en el arte. Dichos adencovirus qui-
méricos comprenden una regién de la secuencia de nucledtidos
derivada de un serotipo adenoviral que se incorpora mediante
técnicas recombinantes en el genoma de un segundo serotipo

adenoviral. La secuencia incorporada confiere una propiedad,
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p.ej. especificidad tumoral o mayor potencia, al serotipo
adenoviral progenitor.Por ej., se puede incorporar la regién
E2B de ColoAdl (SEQ ID N° 3) en el genoma de Ad35 o Ad9.

Derivados adenovirales

La invencién también abarca un adenovirus quimérico de
la invencién que fue modificado para proveer otros adenovi-
rus quiméricos dtiles para uso terapéutico. Las modificacio-
nes incluyen, a modo de ejemplo, los que se describirén a
continuacién.

Una modificaciédn es la produccién de derivados del ade-
novirus quimérico de la invencidén que carece sustancialmente
de la capacidad para unirse a p53 como resultado de una mu-
tacién en el gen adenoviral que codifica la proteina E1B-
55K. En dichos virus en general se ha suprimido parte, o to-
da, la regién E1B-55K. (véase la Patente de EE.UU. N°:
5.677.178). En la Patente de EE.UU. N°: 6.080.578 se descri-
ben, entre otros temas, mutantes Ad5 que contienen supresio-
nes en la regién de la proteina E1B-55K que es responsable
de la unién a p53. Otra modificacién preferida en los adeno-
virus quiméricos de la presente invencién comprende mutacio-
nes en la regién ElA, descrita en las Patentes de EE.UU. N°:
5.801.029 y 5.972.706. Estos tipos de modificaciones proveen
derivados del adenovirus quimérico de la invenciédn que po-
seen una mayor selectividad por las células tumorales.

Otro ejemplo de una modificaciédn abarcada por la inven-
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cién es un adenovirus quimérico que exhibe un mayor grado de
especificidad tisular debido a que la replicacidédn viral se
encuentra bajo el control de un promotor especifico del te-
jido descrito en la Patente de EE.UU. N°: 5.9908.205. La re-
plicacién del adenovirus quimérico de la invencién también
se puede poner bajo el control de un elemento que responde a
E2F como se describe en la Solicitud de Patente de EE.UU.
N°: 09/714.409. Esta modificacién permite obtener un meca-
nismo de control de la replicacién viral basado en la pre-
sencia de E2F, dando comoc resultado una mayor especificidad
para el tejido tumoral, y es distinto del control realizado
por un promctor especifico del tejido. En estas dos realiza-
ciones, el promotor especifico del tejido y del elemento que
responde a E2F esté ligado operativamente a un gen adenovi-
ral que es esencial para la replicacién del adenovirus.

Otra modificacién abarcada por la invencién es el uso
de un adenovirus quimérico de la invencién, por ejemploc Co-
loAdl, como esqueleto para la produccién de nuevos vectores
adenovirales de replicacién deficiente. Tal como se describe
en Lai et al. ((2002) DNA Cell Blo. 21: 895-913), los vecto-
res adenovirales de replicacién deficiente se pueden usar
para distribuir y expresar genes terapéuticos. En la presen-
te se proveen vectores adenovirales de primera generacién
(en los cuales se han suprimido las regiones El y E3) y de

segunda generacién (en los cuales se ha suprimido ademis la
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regién E4) derivados de los adenovirus quiméricos de la in-
vencién. Dichos vectores se pueden producir fhcilmente usan-
deo técnicas bien conocidas pro los especlalistas en el arte
(véase Imperiale y Kochanek (2004) Curr. Top. Microbiol. Im-
munol. 273: 335-357; Vogels et al. (2003) J. Virel. 77:
8263-8271).

Una modificacién adicional abarcada por la invencién es
la insercibén de un gen heterdlogo, de utilidad como marcador
o informante para efectuar un seguimiento de la eficacia de
la infeccidén viral. Una realizacién de este tipo de modifi-
cacién es la insercidén del gen de la timidina quinasa (TK).
La’ expresién de TK dentro de las células infectadas se puede
usar para rastrear el nivel de virus remanente en las célu-
las después de una infeccibébn viral, usando para ello sustra-
tos marcados radioactivamente para la reaccién de la TK
(Sangro et al. (2002) Mol. Imaging Biol. 4: 27-33).

Los métodos para construir los adenovirus quiméricos
modificados son conocidos en general en el arte. Véase, Mit-
tal, S. K. (1993) Virus Res. 28: 67-90 y Hermiston, T. et
al. (1999) Methods in Molecular Medicine: Adenovirus Methods
and Protocols, W.S.M. Wold, ed, Humana Press. Se usan las
técnicas estdndar en los métodos de recombinacidén de &acidos
nucleicos, sintesis de polinucleétidos y cultivos y trans-
formacién microbianos (por ejemplo, electroporacién, lipo-

feccién). En general, las reacclones enzimaticas y los pasos
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de purificacién se efectian de acuerdo con las especifica-
ciones del proveedor. Las técnicas. y los procedimientos se
efecttian en general de acuerdo con los métodes convenciona-
les en el arte y segin se describen en las diferentes refe-
rencias generales (véase en general, Sambrook et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, 2* edicién (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.)
gque se mencionan en este documento. La nomenclatura usada en
la presente y los procedimientos de laboratorio de quimica
analitica, quimica de sintesis orgdnica y de formulaciones
farmacéuticas que se describen mé&s adelante son bien conoci-
dos y de uso comin em el arte.

Determinacién del potencial terapéutico

Los adenovirus quiméricos de la invencidn, o variantes
o derivados de los mismos, pueden ser evaluades por su uti-
lidad terapéutica mediante examen de su potencial litico en
células tumorales derivadas de los tejidos de interés como
blancos terapéuticos. Las lineas de células tumorales de
utilidad para el estudio de dichos adenovirus incluyen, a
modo de ejemplo, lineas celulares de colon, incluyendo a mo-
do de ejemplo, las lineas celulares DLD-1, HCT1l6, HT29,
151034 y SW48; lineas celulares de_prbstata, incluyende a
modo de ejemplo, las lineas celulares DUl45 y PC-3; lineas
celulares de paAncreas, incluyendo a modec de ejemplo, la li-

nea celular Panc-1l; lineas de células tumorales de mama, in-
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cluyendo a modo de ejemplo, la linea celular MDA231 y llneas
celulares de ovario, incluyendo a modo de ejemplo, la linea
celular OVCAR-3. Las lineas celulares hematopoyéticas inclu-
yen, a modo de ejemplo, las células linfoides B Rajl y Dau-
di, las células eritroblastoides K562, las células mieloides
U937 y las células linfoides T HSB2. Se puede usar cualquier
otra linea de células tumorales disponible en la evaluacidn
e identificacién de los adenovirus de la invencidén para su
uso en el tratamiento de neoplasias.

La actividad citolitica de los adenovirus de la inven-
cién se puede determinar en lineas de células tumorales re-
presentativas y los datos pueden ser convertidos en una me-
dida de la potencia, utilizando para ello un adenovirus que
pertenece al subgrupo C, preferentemente AdS, como estandar
(es decir, dada una potencia de 1). Un método preferido para
determinar la actividad citolitica es el ensayo MTS (véase
el ejemplo 4, figura 2).

El indice terapéutico de un adenovirus de la invencién
en una linea de células tumorales particular se puede calcu-
lar por comparacién de la potencia de un adenovirus dado en
una linea de células tumorales con la potencia del mismeo
adenovirus en una linea celular no cancerosa. Las lineas ce-
lulares no cancerosas preferidas son las células SAEC, que
son de origen epitelial, y las células HUVEC que son de ori-

gen endotelial (véase la figura 4). Estos dos tipos de célu-
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las representan células normales a partir de las cuales de-
rivan drganos y vasculatura, respectivamente, y son repre-
sentativas de los sitlos probables de toxicidad durante una
terapia adenoviral, dependiendo del modo de administracidén
del adenovirus. Sin embargo, la practica de la invencién no
se limita al uso de estas células y también se pueden usar
otras lineas celulares no cancerosas (por ejemplo células B,
células T, macrd6fagos, monocitos, fibroblastos).

Los adenovirus quiméricos de la invencién pueden ser
evaluados ademds por su capacidad para afectar el crecimien-
to de células neopldsicas (es decir, céncer) por su capaci-
dad para reducir la tumorigénesis o la carga de c¢élulas neo-
plasicas en ratones desnudos a los que se le ha efectuado un
transplante de células neoplédsicas, en comparacién con rato-
nes no tratados con una carga equivalente de células neopléa-
sicas (véase el ejemplo 7).

La evaluacién de los adenovirus de la invencidén también
se puede efectuar usando explantes de tumores primarios
humanos (Lam et al.{2003) Cancer Gene Therapy; Grill et
al. (2003) Mol.Therapy 6:609-614), que proveen las con-
diciones de prueba en tumores que normalmente no se pueden
obtener usando los estudios de xenoinjertos tumorales.
Utilidad terapéutica

La presente invencién provee el uso de los adenovirus

quiméricos de la invencién para inhibir el crecimiento de
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células tumorales, asi como el usc de vectores adenovirales
derivados de estos adenovirus guiméricos para distribuir
proteinas terapéuticas de utilidad en el tratamiento de neo-
plasias y otros estados de enfermedad.

Composiciones farmacéuticas y administracién de las mismas

La presente invencién también se relaciona con composi-
ciones farmacéuticas que comprenden los adenovirus quiméri-
cos de la invencién, incluyendo variantes y derivados de los
mismos, formulados para la administracidén terapéutica a un
paciente. Para el uso terapéutice, se administra una compo-
sicibébn estéril que contiene una dosificacidén eficaz para uso
farmacolégico del adenovirus a un paciente humano o a un pa-
ciente no humano veterinario para el tratamiento, por ejem-
plo, de una afeccién neoplésica. En general, la composicién
comprenderd aproximadamente 10! o mAs particulas de adeno-
virus en una suspensiétn acuosa. A menudo se emplea un vehi-
culo o excipiente aceptable para uso farmacéutico en dichas
composiciones estériles. Se pueden usar diversas soluciones
acuosas, por ejemplc agua, agua c¢on solucidén amortiguadora,
solucién salina 0,4%, glicina 0,3% y semejantes. Estas solu-
ciones son estériles y en general esti&n libres de materia
particulada distinta del vector adenoviral deseado. Las com-
posiciones pueden contener sustancias auxiliares aceptables
para uso farmacéutico seqguin necesidad para acercarse a las

condiciones fisioldégicas, tal como ajusﬁe del pH y agentes
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amortiguadores, agentes para ajustar la toxicidad y semejan-
tes, p.ej. acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de calcio, lactato de scodio, etc. Se pueden
incluir excipientes que aumentan la infeccién de las células
por adenovirus. (véase la Patente de EE.UU. N%: 6.392.069)
Los adenovirus de la invencién también se puede admi-
nistrar a células neoplasicas mediante administrar con lipo-
somas o inmunoliposomas; dicha distribucién puede ser diri-
gida selectivamente a las células neopldsicas basado en una
propiedad de superficie celular presente en la poblacién de
células neoplidsicas (por ejemplo, la presencia de una pro-
teina de la superficie celular que se una a una inmunoglobu-
lina en un inmunoliposoma). Tipicamente, se encapsula una
suspensién acuosa que contiene a los viriones en liposomas o
inmunoliposomas. Por ejemplo, se puede encapsular una sus-
pensién de viriones de adenovirus en micelas para formar in-
munoliposomas utllizando métodos convencionales (Patente de
EE.UU. N°: 5.043.164, Patente de EE.UU. N°®: 4,957.735, Pa-
tente de EE.UU. N°: 4,925.661; Connor y Huang, (1985) J.
Cell Biol. 101: 581; Lasic D.D. (1992) Nature 355: 279; No-
vel Drug Delivery (eds. Prescott y Nimmo, Wiley, Nueva York-
;, 1989); Reddy et al. (1992) J. Immunol. 148:1585). Se pue-
den usar inmunoliposomas que comprenden un anticuerpo que se
une especificamente a un antigeno de células cancerosas (por

ejemplo, CALLA, CEA) presente sobre las células cancerosas
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del individual para dirigir los viriones a dichas células
(Fisher (2001) Gene Therapy 8: 341-348B).

Para aumentar ain mis la eficacia de los adenovirus de
la invencién, es posible modificarles para que exhiban un
mayor tropismo para tipos de células tumorales particulares.
Por ej., como se demuestra en PCT/US98/04964, se puede modi-
ficar una proteina de la cubierta exterior de un adenovirus
para que exprese un agente quimico, preferentemente un poli-
péptido, que se una a un receptor presente sobre las células
tumorales en un grado mayor que en las células normales.
(Véase también, las Patentes de EE.UU. N°: 5.770.442 y
5.712.136). El1 polipéptido puede ser un anticuerpo y, prefe-
rentemente, es un anticuerpo de cadena simple.

Terapia adenoviral

Los adenovirus de la invencién, o composiciones farma-
céuticas con los mismos, pueden ser administrados para el
tratamiento terapéutico de una enfermedad neoplésica ¢ cén-
cer. En las aplicaciones terapéuticas, las composiciones son
administradas a un paciente que ya padece una enfermedad
neoplédsica particular, en una cantidad suficiente como para
curar o al menos detener parcialmente la afeccién y las com-
plicaciones de la misma. Una cantidad adecuada para lograrlo
se define como una "dosis eficaz para uso terapéutico" o
"dosis eficaz”. Las cantidades eficaces para este uso depen-

derén de la severidad de la afecciébn, del estado general del
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paciente y de la ruta de administracién.

Por ejemplo, perc no en un sentido limitativo, es posi-
ble tratar un paciente humano o un mamifero no humano que
sufre de una enfermedad neopldsica sélida o© hematolégica
(por ejemplo carcinoma de pdncreas, de colon, de ovario, de
pulmén o de mama, leucemia o mieloma miltiple) mediante la
administracién de una dosificacidén eficaz para uso terapéu-
tico de un adenovirus apropiado de la invencidén, es decir
uno que ha demostrado un mayor indice terapéutico para dicho
tipo de tejido. Por ejemplo, un adenovirus quimérico prefe-
rido para el tratamiento de céncer de colon seria el adeno-
virus ColoAdl (SEQ ID N°: 1). Las suspensiones de particulas
infecciosas de adenovirus se pueden distribuir al tejido
neopldsico utilizando distintas rutas, incluyendo la via in-
travenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica y té-
pica. Se puede administrar una suspensién de adenovirus que
contiene apéoximadamente entre 10° y 10'? o0 mas particulas de
viriones por ﬁl por infusidén (por ejemplo, en la cavidad pe-
ritoneal para el tratamiento de céncer de ovario, en la vena
porta para el tratamiento de un hepatocarcinoma o metéstasis
hepadticos de otros tumores primarios no hepéiticos) u otra
ruta adecuada, incluyendo inyeccidén directa en la masa tumo-
ral (por ejemplo, un tumor de mama), enema (p.ej., céncer de
colon) o catéter (p.ej., céncer de vejiga). Hay otras rutas

de administracién que seradn adecuadas para los carcinomas de

400



10

20

25

45

otro origen, tal como inhalacién como una neblina (p.ej.,
para la distribucién en pulmén en el tratamiento de carcino-
ma broncogénico, carcinoma de pulmén de células pequeiias,
carcinoma de pulmén de células no pequeiias, adenocarcinoma
de pulmén o cancer de laringe) o aplicacién directa en el
sitio del tumor (p.ej., carcinoma broncogénico, carcinoma
nasofaringeo, carcinoma laringeo, carcinoma cervical).

La terapia adenoviral que emplea los adenovirus de la
presente invencién se puede combinar con otros protocolos
antineoplésicos, tal como una gquimioterapia o terapia con
rayos X convenclional para tratar un tipo de céncer particu-
lar. El tratamiento puede ser concurrente o consecutivo. Un
agente quimioterapéutico preferido es cisplatino y la dosis
preferida puede ser elegido por el profesional a cargo sobre
la base de la naturaleza del clncer a tratar y demas facto-
res considerados de rutina en la administracidén de cisplati-
no. Preferentemente, el cisplatino serd administrado por via
intravenosa a una dosis de 50-120 mg/m? durante 3-6 horas.
Mis preferentemente, es administradc por via intravenosa a
una dosis de 80 mg/m?® durante 4 horas. Un segundo agente
quimioterapéutico preferido es el 5-fluorouracilo, que a me-
nudo es administrado en combinacién con cisplatino. La dosis
preferida de 5-fluorouracilo es de 800-1200 mg/m?’ por dia
durante 5 dias consecutivos.

La terapia adenoviral que emplea los adenovirus de la
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presente invencidén como vectores adenovirales también se
puede combinar con otros genes conocidos por ser de utilidad
en una terapia basada en virus. Véase la Patente de EE.UU.
N°: 5.648.478. En dichos casos, el adenovirus quimérico com-
prende ademids un gen heterélogo que codifica una proteina
terapéutica, incorporada en el genoma viral, de modo tal que
el gen heterdlogo se expresa dentro de la célula infectada.
Una proteina terapéutica, tal como se utiliza en la presen-
te, se refiere a una proteina que podria proveer algin bene-
ficio terapéutico cuando se expresa en una cé&lula dada.

En una realizacién, el gen heterdlogo es un gen activa-
dor de una prodroga, tal como la citosina deaminasa (CD)
(Véase, las Patentes de EE.UU. N°: 5.631.236; 5.358.866; y
5.677.178). En otras realizaciones, el gen heterdlogo es un
inductor conocido de muerte celular, por ejemplo apoptina o
proteina de muerte adenoviral (ADP), o una proteina de fu-
sién, p.ej. una glicoproteina fusogénica de membrana(Danen-
Van Qorschot et al. (1997) Proc. Nat. Acad.Sci.%4: 5843-5847;

Tollefson et al.(1996) J. Virol.70: 2296-2306; Fu et

‘al. (2003) Mol. Therapy 7: 48-754, 2003; Ahmed et al. (2003)

Gene Therapy 10: 1663-1671; Galanis et al. (2001) Human Gene
Therapy 12{7): 811-821).

Otros ejemplos de genes heterélogos, o fragmentos de
los mismos, incluyen los que codifican proteinas inmunomodu-

ladoras, tal como citogquinas ¢ quimioquinas. Los ejemplos
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incluyen interleuquina 2, Patentes de EE.UU. N°%: 4,.738B.927 &
5.641.665; interleuquina 7, Patentes de EE.UU. N°: 4.965.195
6 5.328.988; e interleuquina 12, Patente de EE.UU. N°:
5.457.038; factor de necrosis tumoral alfa, Patentes de EEUU
N° 4.677.063 6 5.773.582; gamma-interferén, Patentes de EEUU
N° 4.,727.138 6 4.762.791; o GM CSF, Patentes de EE.UU. N°
5.393.870 o6 5.391.485, Mackensen et al. (1997) Cytokine
Growth Factor Rev. B: 119-128). Otras proteinas inmunomodu-
ladoras incluyen adem&s proteinas inflamatorias de macrdéfa-
gos, incluyendo MIP-3. También se puede usar la proteina
quimiotdctica de monocitos (MCP-3 alfa); una realizacidn
preferida de un gen heterbélogo es un gen quimérico que con-
siste de un gen que codifica una proteina que atraviesa las
membranas celulares, p.ej., VP22 o TAT, fusionado a un gen
que codifica una proteina que preferentemente sea téxica pa-
ra las células cancerosas pero no para las células normales.

Los adenovirus quiméricos de la invencién también se

pueden usar como vectores para distribuir genes que codifican

moléculas de ARN uUtliles para uso terapéutico,es decir ARN-
si(Dorsett y Tuschl(2004) Nature Rev Drug Disc 3:318-329).

En algunos casos, se pueden incorporar genes en un ade-
novirus guimérico de la invencién para mejorar atn mas la
capacidad del virus-oncolitico para erradicar el tumor, aun
cuando no tenga ningiin impacto directo sobre el propio tu-

mor.Estos incluyen genes que codifican proteinas que compro-
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meten la presentacién de MHC clase I (Hewitt et al. (2003)
Immunology 110: 163-169), que bloquean el complemento, que
inhiben IFN y los mecanismos inducidos por IFN, las quimio-
quinas y citoquinas, la muerte basada en células NK (Orange
et al., (2002) Nature Immunol. 3: 1006-1012; Mireille et al.
(2002) Immunogenetics 54: 527-542; Alcami (2003) Nature Rev.
Immunol. 3:36-50; que subsensibilizan la respuesta inmune
(p. ej. IL-10, TGF-beta, Khong y Restifo {(2002) Nature Immu-
nol. 3:999-1005; 2002) y metaloproteasas que pueden degradar
la matriz extracelular y mejorar la dispersiétn del virus de-
ntro del tumor (Bosman y Stamenkovic (2003) J. Pathol. 2000:
423-428;Visse y Nagase (2003) Circulation Res. 92: B27-839).

Conjuntos de elementos

La invencién se relaciona ademds con envases farmacéu-
ticos y conjuntos de elementos que comprenden uno o mas con-
tenedores rellenados con uno o mds de los ingredientes de
las composiciones de la invencién mencionadas precedentemen-
te. Dichos contenedores pueden inclulr una nota en la forma
prescrita por una oficina gubernamental reguladora de 1la
elaboracién, el uso o la venta de productos farmacéuticos o
biolégicos, que refleje la aprobacién por parte de dicha
oficina de la elaboracién, el uso o la venta del preoducto
destinado a la administracién en humanos.

La presente invencién se describe ademéds con los si-

guientes ejemplos, que son ilustrativos de reallzaciones es-
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pecificas de la invencién y de diversos usos de-la misma.
Estos ejemplos, que ilustran determinados aspectos especifi-
cos de la invencién, no representan limitaciones ni circuns-
criben el alcance de la invencién descrita.

A menos que se indique de otra manera, la préactica de
la presente invencién emplea las técnicas convencionales de
cultivo celular, biclogia molecular, microbioclogia, manipu-
lacién de ADN recombinante, inmunologia, que son propias del
conocimiento del arte. Dichas técnicas estin explicadas por
complet6 en la literatura.Véase,p.ej.Cell Biology: a Labora-
tory Handbook:J.Celis(Ed).Academic.Press.N.Y.(1996); Graham,
F.L.y Prevec, Adenovirus-based expression vectors and recom-
binant vaccines. En: Vaccines: New Approaches to Immunologi-
cal Problems.R.W. Ellis (ed) Butterworth,pégs. 363-390; Gra-~
han y Prevec Manipulation of adenovirus vectors. En: Methods
in Molecular Biology, Vol. 7: Gene Transfer and Expression
Techniques.E.J.Murray y J.M. Walker (eds) Humana Press Inc.,
Clifton,N.J.pégs.109-128,1991; Sambrook et al.(1989),Molecu-
lar Cloning,A Laboratory Manual,2"ed.,Cold Spring Harbor La-
boratory Press;Sambrock et al.{1989) y Ausubel et al. (1995},
Short Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons.

EJEMPLOS

Métodos

Se usan técnicas estindar en los métodos con acidos nu-

cleicos recombinantes, en la sintesis de polinucleétidos y
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en el cultivo y la transformacié4n microbiana {(por ejemplo,
electrpporacién, lipofeccién). En general, las reacciones
enzimadticas y los pasos de purificacién se efectian de
acuerdo con las especificaciones del proveedor. Las técnicas
y los procedimientcs se efectdan en general de acuerdo con
los métodos convencionales en el arte y las diversas refe-
rencias generales (véase en general, Sambrook et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, 2" edicidén (1989} Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.)
citadas en todo este documento. La nomenclatura ﬁsada en la
presente y los procedimientos de laboratorio de quimica ana-
litica, quimica de sintesis orgédnica y de formulacién y ad-
ministracidén farmacéutica, y el tratamiento de pacientes,
asi como los métodos para const®uir los mutantes adenovira-
les son los conocidos en general en el arte. Véase, Mittal,
S. K., Virus Res.,1993, vol: 28, paginas 67-90; y Hermiston,
T. et al., Methods in Molecular Medicine: Adenovirus Methods
and Protocols, W.5.M. Wold, ed, Humana Press, 1999. Ademas,
se registrdé el genoma del adenovirus 5 en Genbank 10 con el
N° Acceso M73260, y el virus se encuentra disponible en el
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
EE.UU., con el N® Accesc VR-5.

Virus y lineas celulares

Los serotipos de Ad, Ad3 (cepa GB), Ad4 (cepa RI-67),

Ad5 (cepa Adenoide 75}, Ad9S (cepa Hicks), Adllp (cepa Slo-
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bitski), Adl6 (cepa Ch. 79) y todas las lineas celulares,
con la excepcién de los siquientes se obtuvieron todos de
ATCC: MDA231-mtl (un derivado aislado por el Dr. Deb Zaj-
chowski de un xenoinjerto de células MDA231 implantado de
forma subcuténea de crecimiento répido) y Pancl-sct (deriva-
do por la Dra. Sandra Biroc a partir de un xenoinjerto de
células Pancl implantadas de forma subcutdnea de crecimiento
rapido), HUVEC (Vec Technologies, Rensselaer, NY) y SAEC
(Clonetics, Walkersville, MD). El Ad40 fue obsequio del Dr.
William S.M. Wold de la Universidad de St. Louis.
Ej;mplo 1l: Purificacién y cuantificacion viral

Las soluciones madre de los virus se propagaron sobre
células 293 y luego fueron purificados sobre gradientes de
CsCl (Hawkins et al., 2001). El método usado para cuantifi-
car las particulas virales se basa en el de Shabram et al.
(1997) Human Gene Therapy 8: 453-465, con la excepcién que
se usd el intercambiador aniénico TMAE Fractogel en lugar de
Resource (. Brevemente, se empaqueté una columna de 1,25 ml
con Fractogel EMD TMAE-650 (S) (N° catdlogo 116887-7 EM
Science, Gibbstown, NJ 08027). Se efectud una separacién por
HPLC con un equipo de HPLC Agilent HP 1100 usando las si-
guientes condiciones: solucién amortiguadora A = HEPES 50
mM, pH 7,5; solucién amortiguadora B = NaCl 1,0 M en soclu-
cién amortiguadora A; velocidad de flujo de 1 ml por minuto.

Después de equilibrar la columna durante no menos de 30 mi-

10+



15

20

25

52

nutos en solucidn amortiguadora A, se cargaron aproximada-
mente 10°-10'! particulas virales de muestra sobre la columna
en un volumen de 10-100 ul, seguido de 4 volimenes de colum-
na de solucién amortiguadora A. Se aplicdé un gradiente li-
neal que se extendié sobre 16 volimenes de columna y se ter-
miné con 100% de solucién amortiguadora B.

El efluente de la columna se monitored a A260 y A280 nm,
se calcularon las é&reas pico y se determiné la relaciédn de
260 a 280 nm.Los picos virales se identificaron como aquellos
picos que tenian una relacién de A260/A280 cercana a 1,33.Se
incluyé un estandar viral con cada serie de muestras.La can-
tidad de particulas virales por ml del estéindar se habla de-
terminado usando el método de Lehmberg et al.
(1999)J.Chrom.B,732:411~-423) .En el rango de concentracién vi-
ral usado,el drea del pico de A260 nm de cada muestra es di-
rectamente proporcional a la cantidad de particulas virales
presente en la muestra.Se calculé la cantidad de particulas
virales por ml en cada muestra de prueba multiplicando 1la
cantidad conocida de particulas virales por ml en el esténdar
por la relacién del &rea del pico viral a A260 nm de la mues-
tra con el area del pico viral a A260 nm del estandar.

La columna fue regenerada después de cada gradiente de
muestra mediante lavado con dos volimenes de columna de NaOi
0,5 N seguido de dos volimenes de columna de 100% de solu-

cién amortiguadora A, 3 voltmenes de columna de 100% de so-
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lucibén amortiguadora B y luego 4 volumenes de columna de
100% de solucién amortiguadecra A.
Ejemplc 2: Bioseleccién

Se agruparon los serotipos virales que representan los
subgrupos Ads B~F y luego fueron sometidos a pasajes sobre
cultivos subconfluentes de las lineas de células tumorales
blanco a una relacidén alta de particula viral-por-célula por
dos rondas para promover la recombinaciédn entre los seroti-
pos. El sobrenadante (1,0; 0,1; 0,01; 0,001 ml) de la segun-
da ronda de la infeccidén con la relacién alta de particula
viral-por-célula, de cultivos Qubconfluentes, se usd luego
para infectar una serie de frasces de cultivo tisular T-75
sobreconfluentes de las lineas de células tumorales blanco
PC-3, HT-29, Panc-1 y MDA-231. Para obtener la sobrecon-
fluencia, cada linea celular fue sembrada a relaciones de
particidén que permitian que la linea celular alcanzara con-
fluencia entre 24 y 40 horas después de la siembra y se dejé
que las células crecieran por un total de 72 horas después
de la siembra antes de la infeccién. Esto se efectué para
maximizar la confluencia de las células para imitar las con-
diciones de crecimiento en tumores sélidos humanos.

Se cosechd el sobrenadante del cultivo celular del pri-
mer frasco en una serie de 10 diluciones que no mostré nin-
gin signo de CPE el dia 3 6 4 de postinfeccién (en el caso

de HT-29 y PC-3, esto se modificé para los pasajes 10-20 pa-
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ra la cosecha del segundo frasco, es decir una cosecha 100
veces por debajo de la dilucién a la cual era detectable el
CPE el dia 3 de postinfeccién). Cada cosecha sirvid como ma-
terial inicial para el pasaje sucesivo del virus. Este pro-
ceso se repitid hasta que la agrupacién viral habia alcanza-
do 20 pasajes bioselectivos.

Se aislaron los virus individuales de cada agrupacién
bioseleccionada mediante dos rondas de purificacién en placa
con células A549 usando los métodos esténdar {(Tollefson, A.,
Hermiston, T.W.,y Wold, W.S.M.;“Preparation and Titration of

CsCl-banded Adenovirus Stock” en Adenovirus Methods and Pro-

tocols, Humana Press,1999,pags 1-10, W.S.M. Wold, Ed). Bre-
vemente, se usaron diluciones del sobrenadante cosechado del
pasaje 20 para cada linea tumoral blanco para infectar célu-
las A549 en un ensayo en placa estindar.Se cosecharon las
placas bien individualizadas y se empled el mismo método de
ensayo en placa para generar una segunda ronda de placas in-
dividuales a partir de estas cosechas.Las placas bien aisla-
das de la sequnda ronda de purificacién en placa se conside-
raron puras,se prepararon cultivos infectados usando estas
placas purificadas y se determind la potencia oncolitica de
estos sobrenadantes de cultivo con el ensayo MTS como ya se
describid.

Ejemplo 3: Caracterizacién dal serotipo

Se identificaron los serotipos adenovirales progenito-
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res que comprenden las agrupaciones virales o el adenovirus
ColoAdl aislado usando cromatografia de intercambio aniédnico
de manera similar a,la descrita en Shabram et al. (1997)
Human Gene Therapy 8: 453:465, con la excepcldédn que se uséd
el intercambiador aniénico con medio TMAE Fractogel (EM In-
dustries, Gibbstown, NJ) en lugar de Resource Q, como se
describié en el ejemplo 1 (véase la figura 1).

El adenovirus tipo 5 eluyé aproximadamente a un 60% de
solucién amortiguadora B durante el gradiente. Los demas se-
rotipos (3, 4, 9, 1llp, 16, 35 y 40) eluyeron, cada uno, a un
tiempo de retencién caracteristico coherente con los tiempos
de retencién sobre Q Sepharose XL publicados por Blanche et
al. (2000) Gene Therapy 7:1055-1062.

Ejemplo 4: Ensayo ocitolitico

Se midié la capacidad litica viral usando una modifica-
cién del ensayo MTT (Shen et al., 2001). Brevemente, se usd
el ensayo MTS {(Ensayo de proliferacién celular acuoso no ra-
diocactivo CellTiter 96° de Promega) en lugar del ensayo MTT
dado que la conversién de MTS por las células en formazan
soluble acuoso reduce el tiempo y elimina el uso del solven-
te orglnico volatil asociado con el ensayo MTT.

Para realizar el ensayo, se sembraron células a una
densidad definida para cada linea de células tumorales que
generaba una monocapa confluente dentro de las 24 hs. Se de-

j& que estas células densamente sembradas crecieran durante
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otros dos 2 dias antes de exponerlas al o a los virus de
prueba. Las infecclones de las células tumorales y primarias
normales se efectuaron por cuadruplicado con dilucicnes en
serie al tercio de los virus comenzande a una relacién de
particula por célula de 100 y terminando a una relacién de
particula por célula de 0,005. Las células infectadas se in-
cubaron a 37°C y el ensayo MTS se efectué en los tiempos in-
dicados para las células primarias individuales o lineas de
células tumcrales. Las células infectadas falsas sirvieron
como controles negativos y determinaron el punto de 100% de
sobrevida para el ensayo dado.
Ejemplo 5: Secuenciacidén del ADN

La’ secuenciacién de ADN de los ADN gendmicos de Adllp
(SEQ ID N° 2) y de ColoAdl (SEQ ID N° 1) se efectud de la
siguiente manera. Brevemente, se digiridé parcialmente el ADN
de adenovirus purificado a partir de ColoAdl y Adllp con la
endonucleasa de restriccién Sau3Al y se clond por el método
shotgun en el vector plésmido pBluescript II {Stratagene, La
Jolla, CA). Los clones positivos fueron propagados y secuen-
ciados usando los cebadores M13R y KS (Stratagene, La Jolla,
CA). Se ordenaron, editaron y ensamblaron las reacciones de
secuencias individuales usando el equipo Sequencher™ (Gene
Codes Corp., Ann Arbor, Michigan). Los huecos o faltas de
coincidencia abarcados fueron amplificados con cebadores de

oligonucleébétidos estandar y luego fueron secuenclados. Los
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extremos de los genomas virales fueron secuenciados directa-
mente a partir del ADN adenoviral. En todos los casos, cada
genoma se secuencid con una cobertura de 3X+ y 431 bases con
una cobertura de 2X.

Para determinar el origen de la reglén E2B de ColoAdl,
se generaron dos conjuntos de cebadores, uno para el gen pTP
E2B (bp9115, 5’'GGGAGTTTCGCGCGGACACGG3’ (SEQ ID N° 4) y bp
9350, 5' GCGCCGCCGCCGCGGAGAGGT3’ (SEQ ID N° 5)) y uno para
el gen de la ADN polimerasa {bp 7520
5’ CGAGAGCCCATTCGTGCAGGTGAG3” (SEQ ID N°: 6) y bp 7982,
5’ GCTGCGACTACTGCGGCCGTCTGT3’ (SEQ ID N°: 7) y se usaron para
aislar mediante PCR fragmentos de ADN de los diversos sero-
tipos (Ad3, 4, 5, 9, 1llp, 16 y 40) empleando los reactivos
del conjunto de elementos para PCR Advantage 2 (Clonetics,
Walkersville, MD; N° catdlogo K1910-Y) y el termociclador
PTC-200 de MJ Research (Watertown, MA). Estos fragmentos
fueron secuenciados entonces a lo largo de la secuencia de
ADN de Ad3 usando secuenciacién con terminador colorante
junto con el analizador ABI 3100.

La regiétn E2B de Ad3 fue secuenciada usando el ADN de
Ad3 aislado y cebadores superpuestos.

La informacién de secuencia se analizb.usando el pro-
grama Vector NTI (Informatix).

Ejemplo 6: Construccién de los virua recombinantes

Se purificaron los ADN genémicos de Adllp (SEQ ID N°® 2)
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y ColoAdl (SEQ ID N° 1)} a partir de particulas de virus de
bandas del gradiente de CsCl. Los ADN genémicos fueron dige-
ridos con Pacl que corta solamente una vez dentro del genoma
viral. El corte de Pacl se produce en la base 18141 de la
secuencia de nucleétidos de ColoAdl (SEQ ID N°: 1) y en la
base 18140 de la secuencia de nucledtidos de Adll (éEQ IiD
N°: 2). Los ADN digeridos se mezclaron en cantidades iguales
y luego se ligaron en presencia de la T4 ADN ligasa a 16 °C
durante la noche. Esta mezcla de ligaclén fue transfectada
en células A549 usando el conjunto de elementos para trans-
fecclédn con CaPQ, de Invitrogen, Carlsbad, CA (N° catdlogo
K2780-01). Las placas aisladas fueron repicadas y examinadas
mediante digestidn con enzimas de restriccién y anélisis por
PCR para distinguir las cuatro poblaciones virales (Adllp,
ColoAdl, extremo izquierdo de Adllp/extremc derecho de Co-
loAdl {ColoAdl.l) y extremo izquierdo de CcloAdl/extremo de-
recho de Adllp(ColoAdl.2)).

Se determiné la capacidad litica viral de cada pobla-
cién en varias lineas celulares, incluyendo las lineas celu-
lares HT29 y HUVEC, descritas en el ejemplo 3. Los resulta-
dos demostraron el orden de potencia, desde menos potente a
mis potente, de Adllp, ColoAdl.2, ColoAdl.l1l, ColoAdl (véase
la figura 7 por los resultados en células HT29).

También se construyeron los adenovirus quiméricos

pCJ144 y pCJl46, gque contienen el genoma de longitud comple-

LE[A



10

20

23

59

ta de ColoAdl en el cual se ha restablecido la regién E3 y
E4 de tipo salvaje de Adllp, respectivamente. Estas modifi-
caciones fueron introducidas por recombinaciédn hombéloga en
BJ5183 de E. coli (Chartier et al. (1996) J. Virol. 70:
4805-4810) . Ambos adenovirus quiméricos demostraron una me-
nor capacidad litica en células HT29 y HUVEC en comparacién
con ColoAdl o ColoAdl.2.
Ejemplo 7: Eficacia del adenovirus in vivo

Se usdé un experimento tipico con ratones desnudos con
xenoinjertos de tumores humanos, donde los animales recibie-
ron inyecciones de 5 x 10° células por via subcuténea en el
flanco posterior del ratén. Cuando los tumores habian alcan-
zado un tamafio de 100-200 pl, se les inyectd vehiculo (PBS)
o virus a razén de 2 x 10! particulas durante cinco dias
consecutivos {1 x 10 particulas en total). Se observari
una reduccién en el tamafio del tumor con relacién al control
de PBS y otros wvirus control (AdS, ONYX-013).
Ejemplo 8: BSalectividad de ColoAdl con explantes primarios
de tejido humano

Se colocaron muestras de tejido de tumores colorrecta-
les y tejidos adyacentes normales retirados con cirugia en
medio de cultivo y luego fueron infectadas con cantidades
iguales del virus ColoAdl o bien, Ad5. Se recolectaron los
sobrenadantes de cultivo 24 horas después de la infeccién y

se determiné la cantidad de particulas virales producidas.
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El virus ColoAdl produjo mAs particulas virales por particu-
la introducida que Ad5 en el tejido tumoral, en tanto produ-
jo menos particulas por particula intreoducida que Ad5 en el

tejido normal.
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REIVINDICACIONES
1.Un adenovirus quimérico recombinante, o una va-

riante o derivado del mismo que tiene un genoma que compren-
de una regidn E2B

en el que dicha regién E2B comprende una secuencia de
dcido nucleico derivada de un primer serotipo adenoviral y
una secuencia de dcido nucleico deriéada de un segundo sero-
tipo adenoviral;

en el que diche primer y segundo serotipos se seleccio-
nan cada uno entre los subgrupos adenovirales B, C, D, E, ©
F y son distintos entre si; y

en el que dicho adenovirus quimérico es oncelitice y

presenta un indice terapéutico mejorado para la célula tumo-

ral.

2.E1 adenovirus de la reivindicacién 1 que ademés
comprende regiones que codifican proteinas de fibras, hexo-
nes y pentones, en el que el dcido nucleico gque codifica las
proteinas de fibras, hexones y pentones de dicho adenovirus
proviene del mismo serotipo adenoviral.

3.E1 adenovirus de la reivindicacién 1 que ademis
comprende una regidédn E3 modificada.

4.E1 adenovirus de la reivindicacién 1 que ademéis
comprende una regién E4 modificada.

5.E1 adenovirus de la reivindicacién 1, en el que

dicha célula tumoral es una célula de un tumor de colon, ma-
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ma, péncreas, pulmén, préstata, ovario o hematopoyético.
6.E1l adenovirus de la reivindicacién 5, en el que
dicha célula tumoral es una célula de tumor de colon.
7.E1 adenovirus de la reivindicacién 1, en el que la
secuencia de nucleétidos de la regién E2B de dicho adenovi-
rus comprende la SEQ ID N°: 3, o una porcidén de la misma.
8.El adenovirus de la reivindicacién 1, en el que la
secuencia de nuclebdtidos de dicho adenovirus comprende la
SEQ ID N°: 1.
9.0Un adenovirus quimérico recombinante, o una va-
riante o derivado del mismo, que tiene un genoma que com-
prende una regidén E2B
en el que dicha regién E2B comprende una secuencia de
4cido nucleico derivada de un primer serotipo adenoviral y
una secuencia de acido nucleico derivada de un segundo sero-
tipo adenoviral;
en el que dicho primer y segundo serotipos adenovirales
se seleccionan cada uno entre los subgrupos adenovirales B,
C, D, E o Fy son distintos entre si;
en el que dicho adenovirus quimérico es oncolitico y
presenta un indice terapéutico mejorado para la célula tumo-
ral; y
en el que dicho adenovirus quimérico se ha vuelto defi-
ciente para la replicacién por supresién de una o mas regio-

nes adenovirales que codifican proteinas comprometidas en la
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replicacidén adenoviral seleccionadas del grupo formado por
El, E2, E3 o EA4,

10. El adenovirus de replicacién deficiente de la
reivindicacién 9, en el que se han suprimido las regiones E1l
y E3. '

11. El adenovirus de replicacién deficiente de la
reivindicacién 10 que ademas comprende una supresidn de la
regién E4.

12. El adenovirus de la reivindicacién 1 o de la
reivindicacién 9 que ademi&s comprende un gen heterdlogo,
donde dicho gen heterdlogo se expresa dentro de, la célula
infectada con dicho adenovirus.

13. El adenovirus de la reivindicacién 12, en el
que dicho gen heterdlogo es de la timidina quinasa.

14. El1 adenovirus de la reivindicacidén 12, en el que
dicho gen heterélogo codifica una proteina terapéutica se-
leccionada del grupo formado por citoquinas y quimioquinas,
anticuerpos, enzimas convertidoras de prodrogas y proteinas
inmunorreguladeoras. .

15. Un método para inhibir el crecimiento de una cé-
lula cancerosa que comprende infectar dicha célula cancerosa
con el adenovirus de la reivindicacién 1.

16. E1 método de la reivindicacién 15, en el que di-
cha célula cancerosa es una célula de céncer de colon.

17. E1l méteodo de la reivindicacién 16, en el que la
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secuencia de nucleédtidos de dicho adenovirus comprende la

SEQ ID N°: 1.

18. Un método para administrar una proteina terapéu-
tica a una célula que comprende infectar la célula con el
adenovirus de la reivindicacién 14.

19. Un método para aislar el adenovirus de la rei-
vindicacién 1, que comprende
a) agrupar los serotipos adenovirales que representan los

subgrupos adenovirales B-F, creando asi una mezcla ade-
noviral;

b) someter la mezcla de adenovirus agrupados del paso (a) a
pasajes con un cultivo de células tumorales en creci-
miento activo a una relacidn de particula por cé&lula su-
ficientemente alta como para promover la recombinacidn
entre serotipos, pero no tan alta como para producir una
nuerte celular prematura;

¢) cosechar el sobrenadante del paso (b);

d} infectar un cultivo quiescente de células tumorales con
el sobrenadante cosechado en el paso (c);

e) cosechar el sobrenadante del cultivo celular del paso (d)
antes de la aparicién de algin aigno de CPE;

f) infectar un cultivo quiescente de células tumorales con
el sobrenadante cosechado en el paso (e); y

g) aislar el virus de la reivindicacién 1 a partir del so-

brenadante cosechado en el paso (f) por purificacién en
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placa.

20. E1 método de la reivindicacidén 19, en el que el
paso (b) se efectla dos veces antes de cosechar el sobrena-
dante en el paso (c).

21. El1 método de la reivindicacidén 19, en el que los
pasos (e) y {(f) se repiten hasta 20 veces antes del paso
(g) .

22. El método de la reivindicacién 19, en el que la
segunda ronda de purificacién en placa se efectia después
del paso (g).

23. El método de la reivindicacién 19, en el que 1la
célula tumoral es una célula de tumor de colon, mama, pan-
creas, pulmén, préstata, ovario o hematopoyético.

24. Un adenovirus quimérico recombinante, © una va-
riante o derivado del mismo, gque tiene un genoma gque com-
prende una regidén E2B

en el que dicha regién E2B comprende una secuencia de
dcido nucleico derivada de un primer serotipo adenoviral y
una secuencia de dcido nucleico derivada de un segundo sero-
tipo adenoviral:

en el que dicho primer y segundo serotipos adenovirales
se seleccionan cada uno entre los subgrupos adenovirales B,
C, D, E o F y son distintos entre si; y

en el que dicho adenovirus quimérico es oncolitico vy

presenta un indice terapéutico mejorado para la célula tumo-
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ral;

y es producido con un método que comprende los pasos de

a) agrupar los serotipos adenovirales que representan los
subgrupos adenovirales B-F, creando asi una mezcla ade-
noviral;

b) someter la mezcla de adenovirus agrupados del paso (a) a
pasajes con un cultivo de células tumorales en creci-
miento activo a una relacién de particula por célula su-
ficientemente alta como para promover la recombinacibn
entre serotipQs, pero no tan alta como para producir una
muerte celular prematura;

c) cosechar el sobrenadante del paso (b);

d) infectar un cultivo quiescente de células tumorales con
el sobrenadante cosechado en el paso (c);

e) cosechar el sobrenadante del cultivo celular del paso (d)
antes de la aparicién de algin signo de CPE;

f) infectar un cultivo quieacente de células tumorales con
el sobrenadante cosechado en el paso (e); y

g) aislar dicho adenovirus quimérico a partir del sobrena-
dante cosechado en el paso (f) por purificacidén en pla-
ca.

25. El método de la reivindicacidén 24, en el que 8l
paso (b) se efectia dos veces antes de cosechar el sobrena-

dante en el paso (c).

26. E1l método de la reivindicacién 24, en el que los
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pasos (e) y (f) se repiten hasta 20 veces antes del paso
(g).

27. E1l método de la reivindicacidén 24, en el que la
segunda ronda de purificacién en placa se efectia después

del paso {g).
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gcggegacge
gcggeggege
accgcegcge
gctgattata
aagatccacg
taggctgagt
ttettcttea
tctaagacgg
caggcgattg
ttgcatgagc
tccaaatccg
ggcttgetgt
agctcctgta
accagggcgc
atcgttgcag
gtagagaggc
gtgatagccg

aggaaactcg

acgtcggegce
acgacgcggce
agcttgaacce
ctaaggattt
tegatetett
ttggagatgc
ctgtagacca
tccacgtgge
gtggcgatgt
acatcgccca
aactgggagt
atggtggtgc
tccactaaca
cggcggcgcea
atggtttcag
atctccttaa
cattttatta
ggatctgaaa
acggcttctt
tctegggaag
cggatggtgg
gccattcecec
cgttctacqgg
cgcattggtt
acttgggtaa
ttaatggtgt
acgagctcgg
gtgcgcacca
catcgttctg
tagatgtacc

cgtacgeggt

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8goao
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
5480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
5500
5960
10020
10080
10140
10200
10260

10320

138



tccaaatgte
gcgcgecagtce
ccgtagectg
ctcgagccgg
caaaaatcca
tcctattttt
aacagcccce
caactgccgc
aaggactggc
aagattctcg
agccggagga
accgaagacg
ctgccaggge
aagagcgtaa
aagttaccct
ctagcaaace
ctttcagaga
tcaacattct
ctgccatcaa
ctccatacgt
tcaaggtctt
cggttagege
gagctctgac
agtggcagcc
tagaagaggc
acccgtgttt
cagagccagc
atggcgttga
tcggccatca

gccatcgtga

gcgtagegge
attgatgctc
gaggaacgtg
ccggagccge
ggatacggaa
tttttttgee
ctcgcagcag
cgtgagcggt
acgtctaggt
cgaggcgtat
gatgcgagct
agtgttgcgg
acacgtggct
cttccaaaag
tggtttgatg
tetgaccgee
ggcgctgetg
acagagtatc
ttactcggtt
tcccatagac
gaccctgagc
cagcaggagg
tggagetgga
tagtcgcagg
ggatgaagge
tttgcrtagat
cgtccggecat
cgactcgcaa
tggaagctgt

acgcegttggt

atgaagtagt
tatagacacq
aacgggttgg
ggctaacgtg
tcgagtcgtt
gctcagatgc
cagcagcagc
gcgggacagce
gcgccttcac
gtgccccaac
tccegettta
gacgaggatt
gcagccaace
tcttttaata
catttgtggg
cagetgttte
aacatcaccg
atagtgcagg
ttgagettgg
aaggaggtga
gatgatcttg
cgcgagttaa
accgagggtg
gctctgageg
gaggaggaag
ggaacagcaa
taactccteg
ccccgaagcce
agtgecttece

ggagaacaaa

83

tcattgtagg
gagaaaatga
gtcgeggtgt
gtattggcac
ttgetggttt
atccegtgct
aatcacaaaa
ccgectatga
ccgagcggca
agaacctatt
acgcgggtcg
tcgaagttga
ttgtatcgge
atcatgtgcg
atttgatgga
tggtggtgea
aaccegagygg
ageggagcct
gaaaatatta
agatagatgg
gggtgtateg
gcgacaggga
agaattactt
ccgcgacgge
agggcgagta
gcaccggatc
gacgattgga
tttagacaqgc
cgctctaatc

gctattecgtc

cacggtttga
aagcgttcag
accccggttce
tccegteteg
ccgaatggea
gcgacagatg
ggctgtecct
tctggacttg
toccgegagtt
tagagacaga
tgagctgcgt
tgaaatgaca
ttacgagcag
aaccctgatt
agctatcatt
acacagcaga
gagatggttg
gggcctggec
cgctcgcaaa
gttctacatg
caatgacaga
actgatgcac
cgacatggga
aggatgtgag
cttggaagac
cegeaatgeg
cccaggecat
aaccccagqgce
ccactcatga

cagatgaggc

ccagtgaggc
cgactcgact
gagacttgta
acccagccta
gggaagtgag
cgecceeaac
gcaactactg
gaagagggcqg
caactgaaaa
agcggcgagy
cacggtttgg
gggatcagtc
acagtaaagqg
gcccgegaag
cagaacccta
gacaatgagqg
tatgatctta
gagaaggtgg
atctacaaga
cgcatgacge
atgcategeg
agtttgcaaa
gctgacttge
cttcettaca
tgatggcaca
ggcggegetg
gcaacgtatc
caaccqgtceta
gaaggtcctg

cggactggta

10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060

12120

439



tacaacgctc
gaccgtatga
gccaacctgg
ccgegtggte
gtacctcaga
ggcttgcaga
gcatgcececeg
attattactg
gggttaccta
ctatcaagaa
agccactctg
tactgcggag
gcaagagggg
catgtatgce
cgctatgaac
tggtttctac
cgtggacagc
cgatagaatg
cgagtetgca
agtgggtaga
gctcagaccyg
aatgagtaga
tacaagtaga
cgatgaggat
ccegettget
actcaccaag
taatgaggcg
acgagagcgt
cctttgtgee
aacrggeacc

trtgetkectet

ccttagaacqg
taacagatgt
gttcgetggt
aacaggatta
gcgaagtgta
cggtaaatct
gtaggagaaa
ttggtagctc
ctaaacctgt
attacccaaq
aacttettgce
gaggagagga
gcaactccga
;gtaaccgac
tcrgattatt
acgggcgaat
gatgtttttt
cattcttctg
agtcctttte
ataagtecgcc
gcaagagaaa
tggaagactt
gcgagecgta
tcggecgatg
catttgcgce
gccatggega
agtcgtgcta
gatgcagcag
tecgegatac
tcagtacgat

gaactatcag

cgtggctege
acgcgaagcc
ggcgttaaat
tactaacttt
tcagtceeggt
gagccaagct
gagcaaccgt
cttteacega
atcgcgaagc
tcagtcgcgc
ttaccaateg
tccttagata
ctgcagecact
ctttcattaa
tcaccaatgc
atgacatgcc
cacctctttc
catcgetgte
ctagtctacc
cgagtttaat
aaaatttccc
atgctcagga
gacgccagcg
atagcagegt
ctcgettqggg
cgagcgtacg
ggcggagegg
cagcaggcga
ctggcaccta
accaccaggt

aatgaccaca

tacaacagta
gtgtctcagce
gctttcttga
ttaagtgett
cctgattact
tttaaaaacc
gtctagettyg
cagcggtage
catagggcaa
tttgggacag
gtctcaaaag
tgtgcagcag
ggacatgaca
caaactgctg
catcttaaac
cgaccctaat
tgatcatcge
cggggtcatg
cttttctcta
gggcgaagag
aaacaatgga
tcacagagac
ccatgacaga
gctggacttg
tggtatgttg
ttcgttettc
tggtgtatcc
cggcggtgat
cggagggcag
tgtatctggt

gcaacttett

gcaatgtgca
gcgaaaggtt
gtactcagcc
tgagactgat
tetttecagac
tttaaaggtt
ttaactccga
atcgacecgta
agtcaggtgg
gaagacactg
atccctecte
agcgtgggat
gcgcgaaata
gactacttge
ccgcactgge
gacggatttc
acgtggaaaa
ggtgctaccg
cacagtgtac
gagtatctaa
atagaaagtt
gagcctggga
cagaggggtc
ggtgggagag
taaaaaaaaa
tttattatct
ggagggtcct
gcaatcceca
aaacagcatt
ggacaacaag

gaccacggtyg

aaccaatttg
ccagcgtgat
tgctaatgtg
ggtatcagaa
tagcagacag
tgtggggagt
actcccgect
attcctattt
acgagcagac
gcagtttgga
aatatgctct
tgtttetgat
tggagececag
acagagcetge
tgceccccace
tgtgggacga
aggaaggcgg
cggctgagee
gtagcagcga
acgattectt
tggtggataa
tcatggggat
ttgtgtggga
gaaggggcaa
taaaaaaaaa
gtgtctagta
ccteettegt
ctggaggctc
cgttattcgg
tcggcggaca

gtgcaaaaca

12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
125900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920

13980



atgactttac
ggggcggtca
ttagtaacaa
ttggggatac
tgccagaagg
ataactactt
tcgacaccag
tgtatacgta
ttaccgagag
gttttaagat
atgcctatga
cagaagctaa
tcagaggaga
tgtcrtgaagg
gaagctataa
acaattatqgqg
tcacctgegg
ctttcegete
tcttctcaaa
cctcgettac
cgcecaccat
cgttgcgcag
cctgtcecta
ctttctaaaa
tctgegeget
ccgtgttege
aaccaccgte
tgcgcctaca
tgetcgacgt

gcgagccgca

ccctacggaa
gctaaagacc
gttcaaageg
ttatgatcac
caacttttca
gaaagtgggt
gaacttcaag
tgaagcctte
tcgtttgage
tttgtatgaa
gaacagtaag
ggcasaacata
caattttgcg
aacgqggacgtg
tgtgttggaa
cgatcccgaa
agcagagcag
cactagacaa
gagcttctac
gcacgtectte
taccacegtc
cagtatcecgg
cgtgtacaag
aaaaaaaaaa
ccaagcaaga
ggacattttce
gatgatgtaa
tctactgtgg
aagagcecgge

agagctctgce

gccagcacce
atcatgcata
cgtgtgatgg
aagcaggata
gttactatga
agacagaatg
ctgggatggg
catcctgaca
aaccttcttg
gatttagaag
aaagaacaaa
gttgccageg
ccaacacctg
aaactcacta
gacaaaatca
aaaggagtgc
gtctactggt
gtcagtaact
aacgaacaag
aaccgctttce
agtgaaaacg
ggagtccaac
gcactgggca
tgtccattct
tgtacggagg
gcgctecatg
tcgatcaggt
atgcagttat
gaaggcgeat

tacgaagagc

83

agaccattaa
ctaacatgcc
tgtccagaaa
ttttgaaata
ctattgattt
gagtgcttga
atcccgaaac
ttgtcttact
gtatcagaaa
gtggtaatat
aagccaaaat
actctacaag
tteccgactge
ttcaacctgt
acacagccta
gttcctggac
cgcttccaga
accctgtggt
ctgtgtactc
ctgagaacca
ttcctgetct
gtgtgaccgt
tagtegecacc
tatctcgcecece
cgcacgcaaa
gggcgcecccte
ggttgccgac
tgacagtgta
tgccagacgc

tagacgegtg

ctttgatgaa
aaacgtgaac
acctccegac
tgagtggtte
gatgaacaat
aagtgacatt
caagttgatc
gcectggetge
aaaacagcca
tceggeecte
agaagctgct
ggttgctaac
agaatcatta
agaaaaagat
tcgecagttgqg
attgctcacc
catgatgaag
gggtgcagag
ccagcagctc
gattttaatc
cacagatcac
tactgacgee
gcgegteett
agtaataaca
cgttctacce
aagggccgca
gcccgtaatt
gtggctgacg
caccgagcta

gggcgaagag

cgatcgcggt
gagtatatgt
ggtgctgcag
gagtttactt
gccatcatag
ggtgttaagt
atgcctggag
ggagtggatt
tttcaagagqg
ttggatgtag
acagctgctg
gctggagagg
ttggccgatg
agtaagaata
tatctttcgt
acctcagatg
gatcctgtea
cttatgcecg
cgccagtcca
cgteegeogy
gggaccctgce
agacgecegea
tcaagecegcea
ccggttgggg
aacatcctgt
ctcgegtteg
atactcctac
ctcgcaacta
ccactgccat

ccatgettag

14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720

15780

Lul



ggcggccaga
tgtcgecagceg
gcgtgacget
gatactgagc
ggaagaaatg
aaaaccccgc
tgggctggeg
caaagttcga
aagcgectact
ggcggetgac
tgagacagtg
tttgcagcaa
gtatcccact
agtaaaagtg
gcectggtctg
aactgaaccc
catgectatt
agcaagtctg
ccgaggcact
tgcaaatcgc
gecaagtgtac
gagtatcatc
gccttegegt
tgggacgcgg
gttttttacc
cttecgtgge
amapaaaaaa
ggaagacatc
ctggagcgac
gagcgggett

cagtacagga

cgtgcagett
gcgactattg
gccaccggtce
agtctecgat
ctgcaggtta
aaaatcaagc
gagtttgtge
catgtgttga
tttaagcgtt
cgattaggcg
tcgataccct
gtgttacceg
atgcaactga
gatccagata
ggggtacaaa
gcaaagccta
acaactgacyg
ttgatgccca
cgctactatc
agtcgtcgec
cgcaatggta
acttaatcaa
tceccatcact
aatgecgacge
agccttaatt
ggttcaggce
tacaatggac
aatttttcat
atcggcacga
aaaaattttg

caggcgctta

cgggcgccag
ccgacatggce
aacgtgtacc
gttgtgtcce
tcgcacctga
gggttaaaaa
gcgagtttge
gacctggaac
cctatgatga
agtttgctta
tggatcatgg
taactccgeg
tggtacccaa
ttcaacctga
ctgtagacat
ctgccacctce
ccgecggtee
attatgttgt
gcagcegaaa
gtagacgcac
gtgeggaace
tgttgcecget
ggttaccgag
tacaggegac
ccaattateg
tcgcaacgac
tctgacactce
ccttggctcc
gccaactgaa
gctcaaccat

gaaataaact

86

cgccggecagg
ccaatcgcga
cgtgecqgcacce
agcggcgagg
agtctacggce
ggacaaaaaa
cccacggcga
ttcggtggte
ggtgtacggg
tggcaagcgt
aaatcccacc
aacaggtgtt
acgccagaag
ggttaaagtg
taagattcce
cactgaagtg
cactcgaaga
acacccatet
cagtacctece
aagcaaaccg
tttgacactg
gcctecttge
gaagaaactc
ggegtgctat
ctgectgcaat
attgacattg
ctggtcctgt
gcgacacgge
cgggggegcece
aaaaacatac

taaagaccag

tcccgeaggce
agaggcaatg
cqgtceeccte
atgtccaagc
caaccgttga
gaagaggaag
cgcgtgcaat
tttacacceq
gatgatgata
agtagaataa
cctagtctta
aaacgcgaag
ttggaggacg
agacccatta
actgaaagta
caaacggatc
tccegacgaa
attatteccta
cgeegtegee
actceceggeg
ccgecgtgege
agatatggce
gcgecgtaga
ccgcaagcaa
tggcgcgata
gaaaaaaacq
gactatgttt
acgaagccgt
ttcaattgga
gggaacaaag

aacttccaac

aagcagecgce
tatactgggt
gcacttagaa
gcaaatacaa
aggatgasaa
atggcgatga
ggcgtgggcyg
gcgagegtte
ttcttgagca
cttccaagga
aaccggtcac
gtgaagattt
ttttggagaa
agcaggtagc
tggaagtgca
catggatgcc
agtacggtee
ctcctggtta
gcaagacace
ccctggtgeg
gttaccatcce
ctcacttgtc
agagggatgt
ttgcggggty
ccaggcatag
tataaataaa
tcttagagat
acatgggcac
gcagtatctg
cttggaacag

aaaaagtagt

15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580

17640

Iz



cgatgggata
aaagataaac
agaaattcct
gctggtgacg
caccactaga
accecgteacce
tgtcgectgee
aaatgcgecac
acgeccgtege
gtgtcattac
gagttacttt
ccggacagga
acacctactt
tgaccaccga
atacatactc
tggccagcac
attctggtac
ttgcagaagg
ctactactta
gactecccagt
catatcagcce
aaaagtatgg
ttgccaaace
atcagaaagt
acttaagtecc
atgtagtgta
ctatgcccaa
ataacagtac
ttgacttgcea

acagaaccag

gcttccggea
agtcgtttgg
ccgecagaaa
cgcgtagatg
ccgatagcecece
ttggatttge
ccgaaaccag
tggcaaaata
tgcttttaat
acgcegteac
caagatggcc
tgctteggag
caatctggga
ccgtagecag
ttacaaagtg
gttctttgac
ggéttacaac
tgtaaaaaat
cacttttgge
aggtttggaa
agaacctcag
aggcagggct
tactaatgtg
cgaatatgat
taaaattgtc
caaacctgga
cagacccaac
tggtaacatg
ggacagaaac

atactttagc

tcaatggagt
acccgeegece
aacgaggcga
aaccgectte
caatggccac
cccetceece
tcgeegtage
ctctgaacag
taaatatgga
agcagcagag
acccecatcga
tacctgagtc
aataagtctta
cggctcatgt
cggtacaccc
attaggagtg
tececectggetc
acaactggtg
aatgctcctg
gtttcagatg
ctgggagatg
ctcaaacceg
aaaggecggtc
atcgacatgg
atgtatgcag
acagaagaca
tacattggct
ggggtgcetgyg
acagaacttt

atgtggaatc

87

ggtagatttg
agcaacccca
caagegtecg
ttatgaggaa
cggggtgatg
tgectgetact
caggtcacgt
catcgtgggt
gtagcgctta
gaaaaaagga
tgctgeeeca
cgggtctggt
gaaatceccac
tgcgettegt
tggccgtggyg
tgttggacag
ctaaaggcgce
aggaacacgt
taaaagctga
aagaaagtaa
aaacttggac
atactaagat
aggcaaaaca
agttttttga
aaaatgtaaa
caagttccga
tcagagataa
ctggtcaage

cttaccaact

aggctgtgga

gctaaccagg
ggtgaaatgc
cgtceccgatt
gcaacgaagc
aaaccttcte
getgtacccg
cccgggggcg
ctaggegtge
acttgecctat
agaggtcgtg
atgggecatac
gcagttcgece
cgtagcgeeg
gccecgttgac
cgacaacaga
aggtcccagt
tccaaataca
aacagaagag
agctgaaatt
accgatttat
tgaccttgat
gaaaccatgc
aaaaacaacg
tgcggeatceg
tttggaaact
agctaatttg
ctttattgga
gtctcagtta
cttgecttgac

cagttatgat

ctgtgcagaa
aagtggagga
tggaagagac
ttggaatgcec
agttgcatcg
cttctaagce
ctectegtee
aaagtgtaaa
ctgtgtatat
cgtcgacgcet
atgcacatcg
cgcgccacag
acccacgatg
€gggaggaca
gtgctggata
ttcaaaccct
tectecagtgga
gaaaccaata
acaaaagaag
gctgataaaa
ggaaaaaccqg
tacgggtcct
gagcagccaa
cagaaaacaa
ccagacactc
ggacaacaat
cttatgtact
aatgcagtgg
tctetgggeg

cctgatgtac

17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
13200
19260
19320
19380

19440

JL3



gtgttattga
gcataggtgt
attggaagga
tggaaattaa
atctcccaga
cctacgacta
ttggtgcecag
acgctggctt
tacaagtgcc
cttatgagtg
acctgegggt
tcececatgge
atcagtcatt
caaccaatat
ttaccagact
tctattctgg
aggtttccat
ctaacgaatt
acatgaccaa
gcttctacat
ccatgagcag
cctaccaaca
aaccctatce
cgcagaaaaa
tgtctatggg
ctctggacat
tcgaagtoet
acctgcgtac
aaatagcagc
gagccattgt

tcecggggtt

aaatcatggt
tccaacaacc
acctgaagta
ccttcaagcc
ctcgtacaaa
catgaacggg
gtggtctetg
gegttaccga
tcaaaaattc
gaactttagg
agatggcgcc
tcacaacacc
caacgactac
tccecatttce
gaaaaccaaa
ttctattcceo
catgtttgac
tgaaataaag
agactggttc
tccagaagga
gcaggtggtt
caacaactct
cgctaactat
gttcttgtgt
ggceccttaca
gacctttgag
cgacgtggtc
accgttcteg
tgcaaccatg
ccaagacctg

catggeccccee

gtggaagatg
agttacaaat
aatggaacaa
aatctatgge
tacaccccgt
cgggtggtgce
gatgccatgg
tccatgectte
ttcgetgtta
aaggatgtga
agcatcagtt
gcttccacce
ctatctgcag
attccttcte
gaaactccct
tacctggatg
tcttcagkga
cgcactgtgg
ttggtacaga
tacaaagatc
gatgaggtca
ggctttatgg
ccctatceac
gacagaacca
gacttgggac
gtggatccca
agagtgcatc
gcecggtaacy
goectgeggat
ggttgcggac

gataagcteg

aacttcccaa
caatagttce
gtgagatcgg
gaagtttcct
ccaatgtcac
cgccatctct
acaatgtcaa
tgggtaacgg
aaaacctgct
acatggttct
tcacgagcat
ttgaagccat
ctaacatgct
gcaactgggce
ctttgggatc
gtaccttcta
gctggectgg
atggcgaagg
tgctcgecaa
gcatgtatte
attacaaaga
gttacatggc
tcattggaac
tgtggcgeat
agaatatgct
tggatgagcce
agccacaccqg
ctaccacgta
cccaaaacgg
cctatttttt

cectgtgecat

ctactgtttt
aaatggagac
acagggtaat
ttattccaat
tcttecagaa
agtagacacc
cccattcaac
acgttatgtg
gettecteeca
acagagttce
caacctctat
gctgcggaat
ctaccccatt
ggctttcaga
tggatttgac
cctgaaccac
aaatgacagg
ctacaacgta
ctacaacatc
atttttcaga
cttcaaggcc
tccgaccatg
aactgcegta
accgttctcg
ctatgccaac
caccctgett
cggcatcatc
agaagcttct
cteccagcgag
gggaacctac

tgtaaatacy

ccactggacg
aatgcgccta
ttgtttgeca
gtggctctat
aacaaaaaca
tatgrgaaca
caccaccgta
cctttecaca
ggctectaca
ctcggtaacyg
gctacttttt
gacaccaatg
cctgecaatg
ggctggtcat
ccctactttg
acttttaaga
ttactatctc
gcccaatgea
ggctatcagqg
aacttccage
gtcgeccatac
cgccaaggte
aatagtgtta
agcaacttca
tcagetcatg
tatcttectet
gaggcagtct
tgcttcttge
caagagctca
gataagcgct

gccggacgig

19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
193920
19380
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240

21300

L



agacgggggy

tttttgacce
agggtctect
ctacccagac
ttcacgeectt
taactggagt
atcaaaaagc
cacacatcga
caacgtgttc
tttacttaca
ttgcggaact
atatcgggca
ggagccgaaa
accggattgc
ggatctgcaa
tctgecaggtet
agggggatca
aaagcatcat
caggacctgc
tcattgttaqg
tcgggattet
tgctecttet
cagccatgag
aaagaatgta
gtgaaagtta
tattgttegt
tacttctceca
aagctaatcg
gcgatcttet

aaacccactg

agagcactqgg
ttttggattc
gcgccgeage
cgtgcagggt
tgtgcactgg
gccaaacaac
actctaccat
aagggccact
aataaacate
agtcgaatgg
gatacttggg
ggatgtcact
tcttgaaatc
agcactgaaa
tcatgcccac
gcctacccat
gtatcatctt
attgcttgaa
tcgaaaactg
ctatttgcac
cctttaaggce
gaatcataat
gccacaacge
tcattcecctyg
actggatgcc
gttgctcaqgg
tcagcagaca
gattcttaac
caatgcttct

ctacaagttg

ttggetttecqg
tcggatgatc
gctcttgecta
cccegttetg
cctgaccgte
atgcttecatt
tttcttaata
gcgttcgace
actttatttt
gttctgacga
ttgccacttyg
ccacagcttt
acaattagga
caccatcagc
atccagatct
ggcgggeacce
ggcctgatce
agcectgetgg
gttagctgca
cacacttctg
tcgttgtecg
attgecatgc
acagectgta
cagaaatctt
tcggtgetec
cattagttta
catcacttce
agtgcaggca
tttgcecatce

cgcctettet

89

gttggaaccc
gtctcaaaca
ccaaggaccqg
ccgcetgegg
ccatggacgg
ctcctaaagt
cccattcqgec
gtatggatgt
tttacatgta
gaatcagaat
aattcgggaa
ctggtcagct
ccagtgecttt
gacggatgtce
tcagcattgg
caattaggct
tgtctgattc
gctttactac
cagccggcat
ccccageqggt
ttctcgetgg
aggcacttca
cattcccaat
cccatcatceg
tegtttacgt
aaagaggttc
atgcetttet
gcagctectt
ttctcaacga

ctttettett

acgttctaac
gatttaccag
ctgtattacg
acttttectge
aaaccccacc
ccageccace
ttattttege
tcaataatga
tcaaggctet
gacccgcagg
tcaccaactt
gcaaagctcc
gagcgcgaga
tcacgcttge
caatgctgaa
tgtggttgcea
ctggatacac
ccteggtata
cattcacaca
tttgggtgat
ccacatccat
gcttgececte
tatggtggge
tgctcagtgt
actggtgaca
taagttcgtt
cccaagcaga
tagccagagg
tgcgcacggg

cgctgtettg

acctgctacc
tttgaatatg
ctggaaaaat
tgcatgttcec
atgaaattgc
ctgtgtgaca
tcccategta
ctcatgtaaa
gcattactta
cagtgatacg
gggaaccggt
aagcaggtca
gttgeggtac
cagcacggtg
cggggtcatc
atcgcagtgc
ggctctcatg
aaacatcccg
gcagcgggcg
tttggtteqge
ctcgataatc
ataatcattgqg
gatctgagaa
cttgtgacta
gatgcgettg
atccagecctg
caccaggggc
gtcatcttta
cgggtagctg

actgatgtct

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100



tgcatgggga
ctgtegetee
ctgtcggtag
ggaggegatt
ccgegttegg
attgtgttct
cgccacgagt
ttcecacegece
atgacatgca
atgtgacacc
actgcccaaa
ccgactacct
cgctcatagt
tcagecegege
acggcacctg
tactggctac
atcgcacccqg
cttecttgga
caaatgctet
tggaaggcga
catatcecege
ttaagcgcge
aaccagtggt
tggaagagcg
tccgacgttt
cttttagaca
tggtttecta
ccctgaaggg
acacgtggca
agcttgacaa

ccgtegette

tatgtttggt
gttccggaga
aagaacctga
gcgaagggcet
gggtgtgctc
cctaggcaga
gccatcacat
cagtcctgee
gaataaaaaa
ggtggaacac
acaacgagca
catagggctt
caaggatgca
ctacgagctt
cgagccaaat
ctatcacatc
cgecgatgee
agaggttcca
gcaaaaggga
taatgccaga
tgtcaacctg
aagtcccctt
cagtgatgaqg
tcgcaagett
ctttaccgat
cggeotttgtyg
catgggtatt
ggaagcccgce
aaccggcatg
gctettacag

cgacctggea

ctteccttgge
cagggaggat
ccccacacgg
gcggtccgac
cctgtggegg
gaaacaacag
ctegtectea
accacctcta
gcgaaagagt
gaggaagagt
gataactatc
gacggggaag
ttattggaca
aacctctttt
cctegettaa
ttttttaaaa
ctactcaatc
aagatctteg
gaaaatggca
ctcgecagtac
cceectaaag
tcagaagaca
cagctaacce
atgatggccg
tcagaaacct
cggcaggcat
ctgcatgaga
cgtgattaca
ggtgtatgge
aaatctctta

gacctcatct

ttctttttgg
tgtgacgttt
cgacaqggtgt
ctggaaggcg
tcgecttaact
acatggaaac
gcgacgagga
ccctagaaga
ctgagacaga
tgaaacgcett
accaagatgc
acgcgctccet
gaactgaagt
cacctcgtac
acttttatce
atcaaaaaat
tgggacctgg
agggtctggg
tggatgagca
tcaagcgaag
tcatgacggce
tgcatgacce
gatggctggg
tggtgctggt
tgcqecaaact
gcaagatatc
atcgectagg
tccgegattg
agcaatgttt
aggttctgtg

teccagageg

ggggtatcgg
cgctcaccat
ttctettegg
gatgactggc
gatttcctte
tcagccattg
aaaggagcag
taaggaggtc
catcgagcaa
tctagagaga
tggaaatagg
taaacatcta
gcccatcagt
tccccccaaa
agcttttgct
tccagtctee
ttcacgctta
caataatgag
tcacagegtt
catcgaggte
ggtcatggac
agatgcctgt
caccgactct
taccgtagaa
cgaagagaat
ta?cgtggaa
acaaagcgtg
tgtctatctg
agaagaacag
gacagggttc

tetcagggtt

aggaggagga
taccaactga
gggcagaggt
agaacccctt
gcggetggec
ctgtcaacat
agcttaagca
gacgcatctc
gacccggget
gaggatgaaa
gatcagaaca
gcaagacagt
gtggaagagc
cgtcagccaa
gtgccagaag
tgcecgegeta
cctgatatag
actcgggccg
ctggtggaat
acacacttcg
cagttactca
gatgagggta
cccagggatt
ctagagtgtc
ctgcactaca
ctcaccaacc
ctgcacagca
tacctgtgce
aacttgaaag
gacgagcgca

actttgcgaa

23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900

24960

46



acggattgcc
aacgecteegg
cctaccgega
atctctccta
actgcegetg
gcgaaaccca
cttcteetgg
agtttgectce
ctccaaaggc
aagccatcca
acccecagac
aacaagaagt
caggcagagg
gaggaaaacg
gctgcggaga
cccagcagta
ggtaagaagg
tgcttgcatg
ggggtgaact
agccagcaaa
accagcagcg
agccaacgag
catctteccag
ttcgectcace
ggacgccgag
cgegettatt
cgccttacat
actccacccg
tacgcgecta

aacaccttaa

tgactttatg
tatecctgece
gtgccccceg
ccactcggat
caatctgtgc
gataataggc
gcaaagttta
ggaagattac
cgaactttcg
aaaatccege
cggcgaggaa
tgaaggtgca
aggcggagga
aggaggcaga
caagcaacag
gatgggacga
atcggcaggg
agtgcggggg
tteegegecaa
tecceggeagt
gcagttagaa
ccagegeaaa
cagagtcggg
agaagttgtt
gctctcttca
caaaaaaggc
gtggagttat
catgaattgg
ccgaaaccaa

tcccagaaat

agccagagca
gccacctget
ccgctatgga
gtgatcgagg
acgccccace
acctttgaat
aaactgaccc
cacccctatg
gcctgegtca
caagaattte
ctcaacacaa
gccgecgece
ggacagtctyg
ggaggtggaa
cgctaccatc
gaccggacgc
atacaagtcc
caacatatcc
tgttttgecat
ctcgacagat
aatacacaac
cccgagagtt
gtcaagagca
tgtatcacaa
acaagtactg
gggaattaca
caaccccaaa
ctcagegeeg
atacttttgg

tggcecegeceg

91

tgcttaacaa
gcgeactgec
gtcactgcta
atgtgagcgg
ggtccetage
tgcaaggcece
cgggactgtg
aaatcaagtt
tcacccagqgg
tactgaaaaa
ggttccctea
ccagaagata
gaggacagtc
gaagtaaccg
tcegeteega
ttcccgaace
tggcgggggc
ttcacgcggce
tactacegte
aaagacagcg
aagtgcagca
aagaaatcgqg
ggaactgaaa
gagcgaagat
cgegetgact
tcatectega
tgggattgge
ggccttctat
aacagtcagc

ccctagtgta

ttttegetet
ctccgacttt
cctgtteegt
agacggcttg
ttgcaaccce
cagcagccaa
gacctcegee
ctatgaggac
ggcaattetg
gggtaagggyg
ggatgtccca
tggaggaaga
tggaggaaga
ccgacaaaca
gtcgaggaac
caaccagcgc
ataagaatge
gctacttgcect
acctccacag
geggcgacet
acaggaggat
atctttccaa
ataaaaaacc
caacttcage
cttaaagagt
catgagtaaa
ggcaggcgcc
gatttctcga
tcttaccacc

ccaggaaagt

ttcatcctgg
gtgcctctca
ctggccaact
ctggagtgtce
cagttgatga
ggcgatgggt
tacttgegca
caatcacagc
gcccaattge
gtctaccttg
acgacgagaa
ttgggacagt
cagtttggag
gttatcctcg
ccggeggegt
ttccaagacc
catcatctcc
attccaccat
cccctactat
ccaacagaaa
taaagattac
ccctgtatge
gatctctgeg
gcactctcga
aggcagcgac
gaaatteccca
tcccaggact
gttaatgata
acgcccecgec

cccgctcceca

25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700

26760

Ly,



ccactgtatt
agttagectgg
tgatcagagg
gaccagacgg
ctgttctgac
aatttgtgga
attacccgga
attgatgtet
ctttcgetge
ccctcaaggt
gcaacgaatt
ttccatctac
tactgagttt
gattttacaa
ttcetactca
ctaatactac
tggaagcggg
acctatacac
gcccatacta
tccatgtcta
catctgtgga
catggtggga
tcactgctcc
aagagacctyg
gcaataaggt
tggtattcta
tttagctecet
ccqggctcagt
cccctttata

tcttacttta

gggaggggga

acttectega
¢cggctccace
ccgaggtatc
aatctttcag
tttggaaagt
ggagtttact
cgagttcata
ggtgacgcgg
tttgeceggg
ccggcccacqg
ttcteccage
tgcatttgta
aataaaaact
ccagaagaac
caaactagaa
tttcaaaacc
ccttgtagtg
accttgctic
gtcttgettg
gacttcgacc
gttcatcgece
atcaacccca
tgcgattcca
ctaccaatga
ctctgttgaa
aaccccgttce
ctcctgtace
gactcctteca
aacccagggt
aaatgtttaa

cttacagtgqg

gacgcccagg
ctatgtegte
cagctcaacg
attgecgget
tcgtettege
ccectetgtet
ccgaactteg
ctgagctatc
aactcattga
gagtgcggat
ggccegtget
atcaccceqgg
gaattaagac
gaaactttte
gctcaacgac
ggaggtgagc
ctaggaattc
actttcttag
ttttacttte
cagaaaactg
tctcttacga
tagttatcac
tcgagtgcac
attaaaaaat
attttectecce
agcggcatac
cacaatectte
accctgtcecta
ttatttecece
cceccactaac

atgacaccaa

ccgaagtcca
acaggcectcg
acgagtcggt
gcgggagatc
aaccccgete
acttcaaccec
acgcgattag
tcggetgega
gttcatctac
ttctatcgaa
gatcgagcega
attgcatgaa
tctcctacgg
ctgtcgteca
tacaccgett
tccaaqggtct
ttgcgggtgg
tggtgttgtg
gcttttggaa
cacacttact
acttggccee
ccagcaaagt
ctacaccctg
gattaataaa
agcagcacct
tttctccata
atgtctttet
cccctatgaa
aaatggcttc
aaccacaggc

cggttttttg

aatgactaat
gcataatata
gagctcteceq
ttccttcacce
gggcggaate
cttctecegga
cgagtcagtg
catctagacc
ttcgaactec
ggcaaaatag
gaccagggaa
agcctttget
actgccgett
ggactctgtt
ttccagaagc
tcctacagaa
gcttgtgatt
gtattggttt
ccgggttctg
tttgcacccqg
caacgacaaa
ggagatacta
ctgaagacce
aaatcactta
cacttcectc
ctttaaaggyg
tceccagatga
gatgaaagca
acacasagcc
ggatctctac

aaagaaaaca

gcaggtgegc
aaacgcctga
cttggtctac
cctecgtcagg
gggaccgttc
tcteectggge
gacggctacg
actgccgeceg
ccaaggatca
actctcgect
acaccacggt
gtcttatgtg
cttcaacccg
aacttcacct
attttcccta
aacccttggg
attcttiget
aaaaaatggg
ccaattacga
acacaagccq
aatttacctg
agggttgcat
tatgeggecet
cttgaaatca
tteecaactc
gatgtcaaat
ccaagagagt
cctecccaaca
caaacggagt
agctaaaagt

taagtgccac

26820
26980
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560

28620

48



cacaccactc
gaatgaaaat
ttgcattgat
tcaaatcatg
tggagcacta
aactacacac
actaactaga
tactggtgcc
tgataattct
tcgecactget
gacatcatat
sacctctget
ctgacaaata
tttgectece
catttggata
gcgagccaat
ttcacagtce
gaacgatggg
agcagccgcet
tcctgaagca
cgcattctga
aataaaccat
tgaccatcat
acatacatga
tggttaatca
gccatgcatt
ccgtgaatca
catcttctca
tcttgcagaa

atagtcatag

gttaagactg
aaactttgta
gacaatatta
aactccagtg
gtcactgcat
agaaatataa
ctctcatccce
attactaatg
agagaaaaaq
tttcecattg
tgtattcgta
acaaccctag
aagtttaact
cctteecatt
ccattagata
ctggggtcag
aactgctgcg
aatcataatc
gtctgcgtcg
tgattttaat
tttcactcaa
aattaaaagc
accaaagttt
tctettttgg
tgcaacccaa
gaagtgaacc
cttgagaatyg
taatttttaa
cagtaaagct

tatcacaatc

gtcactetat
tcaaattaqgqg
acaccttatqg
aatctaatga
ttgtttatgt
attttactgce
tcaaaactce
ctaaaggttt
aaaactacat
acatatctgt
taacttggtc
tcaccteceee
tgtttatttg
taacagaata
tagacatggt
tgatagataa
gatgcgacte
cgaaaacggt
ctcecgtgega
agcccttaac
atctttgcaqg
gctccagcca
aatataaatt
catgtgcata
tataacctte
ctgctgatta
aaaaatatct
ctectcagga
ggcagaacaa

tggcaacagc

93

aggtttacca
acaaggactt
gacaggagtc
ttgcaaatta
tataggagta
agagctgttt
acttaatcat
catgcccage
ttacggaact
catgcttaac
ctggaacaca
atttaccttt
aaaatcaatt
caccaatctc
tttagattcc
aaatccatceg
cggagtctgg
atcggacgat
ctgctgttta
atcaactttc
taggtacaac
aaactcatat
aaatgacgtt
ttaacaatct
cggaaccaca
caatgacaat
atagtggcac
tttagaaaca
ggaagaccac

gggtggtcett

ctaggagccq
acattcaatt
aaccccaceq
attctaacac
tctaacaatt
ttcgattcta
aaatcaggac
acgactgecct
tgttactaca
cgaagagcaa
ggagatgecc
tactacatca
cacaaaatcc
tccecacgea
acattccaaa
ggatagtctt
atcacggtca
tgtgtctcat
tgggatcagg
tggtgcgatg
acattattac
ctgatataat
ccctcaaaaa
gtctgtacca
ctgccaacac
gaagaaccca
aacatagaca
tatcccaggqg
gaacacaact

cagtcataga

gattgggaac
caaacaacat
aagccaactg
tagttaaaac
ttaatatgect
ctggtaattt
aaaacatggc
atcctttcaa
cagctagtga
taaatgacga
cagaggtgca
gagaagacga
gagtagttat
cagctttaaa
cagtttcaga
ttaaagcgcet
tctggaagaa
caaacccaca
gtccacagtg
cgcgcagcaa
aatattgttt
cgeccctgea
cacactaccc
tggacaacgt
cgcteccececa
attctctega
taaatgcatg
aataggaagc
tacactatgc

agctecgggtt

28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
25700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360

30420

IS



tcattttcet
gtcgagegtyg
atagcaaaac
gtgrtcecgtg
ttcagttgta
caactggatt
tttattecaa
ccccactgtg
caacggtgge
aaggagcatt
tttcagettt
ttacaaacag
caaaatatct
gececettgget
aaactgctta
gcgeagacct
gccagtaata
aataaaagaa
taccgcgetg
caagcgtcat
acaagccaca
caccgaaagt
catgttagca
taatcgtaag
aaaaatataa
cacatacaaa
caagctctaa
acgtaatggg
tcaccaggga
cacggtacgt

ttagcegtta

cacaacgtgyg
cgcgcaacct
gcggecctgg
tgatagttca
atcaaaactc
gtgtttcaag
acgatctege
ttggtgaaaa
ttccagcaaa
ttctaactcc
ccagecttga
gtcceggagg
tgctectgtg
ctaagttctt
gccagaagec
ccccaattgg
tcatcgaagt
aaatttgcca
cgctccaaca
atcatagtag
gggtctccag
tcctegeggt
tcagttaacg
tatagcaaag
ttatttcktct
gcctcatcag
agtgactctc
agtaaagtgt
aaagtacagt
gatatcccac

accccacage

taactgggct
tgtcataatg
cagaacacac
agtacaacca
catcgecatct
caggagagga
agtacttcaa
agcacagcta
gcctccacge
tcaatcatca
attattegtg
gcgeccteca
tcacctgtag
ctttaagtte
cccegggaac
ctccagcaaa
tgctggaaat
aaaaaacatt
ttgttagttt
cctgacgaac
ctecgaccete
gaccagcatg
agaaaaaaca
ccaccecteg
gctgetgtte
ccatggctta
caacctetec
aaaaaatcce
ttcacttccg
taacttgcaa

caatcaccac

ctggtgtaag
gagttgcttc
tcttettege
cactcttaag
aatcgttectyg
gagggaagag
attgtagatce
gatcaaaaga
gcacatccaa
tattacattc
tcagttettg
ccaccattct
cgaattgaga
tagttgtaaa
aagagcaggg
aacaagattg
ataatcaggc
caaaacctct
tgaattagtc
agatggataa
gtaaaacctg
aataattctt
gccaacatag
cggatacaaa
aggcaacgtc
ccagacaaag
acaatatata
gccaaaceca
caatcccaac
cgtecatttte

acgatccaca

ggtgatgtet
ctgacattct
cttctatcct
ttggtcaaaa
aggaaatcat
acggaagaac
gegeagatgg
aatgcgattt
gaacaasaga
ctgcaccatt
tggtaaatce
taaacacacc
atggcaacat
aactctcteca
gacgctacag
gaataagcat
agagtttctt
gggatgcaaa
tgcaaaaata
atcagtcttt
tcatcatgat
gatgaagcat
cectttgggta
gtaaaaggca
gcccceggte
tacagcggge
tatacacaag
acacacacce
aggecgtaact
ccacggtege

ctttttaaaa

ggcgcatgat
cgtattttgt
gcegettage
gaatgctgge
ccaagcaatg
catgttaatt
catctctcge
tcaaggtgct
ataccaaaag
cccagataat
aatccacaca
ctcataatga
caattgacat
tattatcacc
tgcagtacaa
attgggaacc
gtaaaaattg
tgcaataggt
aaaaaaaaaa
ccatcacaaqg
taaacaacagqg
acaatccaga
taattatgect
caggagaata
cctctaaata
acacaaagca
ccctaaactg
cgaaactgeg
tectetttcet
accgeccectt

tcacctcatt

30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
319080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31520
31980
32040
32100
32160
32220

32280

350



tacatattgg

<210> 2
<211>
<212>
<213>

ADN
<400> 2

ctatctatat
aaaagtgtgg
cgtgggaaaa
acgcataaaa
aatgaggtag
gaggaagtgt
caggtagact
cgegtacegt
atacctcagg
ctgcgccgge
atcrctgetg
gatccggagce
gaggtagagg
atgcttttag
ccaggggtaa
gactgtgatt
&aggagcagt
cagttggatt
aatactggag
atttacagta
ttgagtgtga
tctectgatt
aagcccattce
ttgttacagg
gtgttccata

taaaaatatg

caccattcca

34794

Adenovirus

aatatacctt
atcgtgtggt
tgacgttttg
aggctrettt
ttttgaccgg
ttttetgaat
ttgacccatt
gtcaaagtct
gtttgtgtca
agtttaataa
agactggaaa
cacctgtgca
gatcggagga
ctgctaatga
ttgtggaaag
tgcactgcta
ccatgcagac
geccggaget
taaaggaact
agtgtgttta
gttttgtget
ctactaccte
ctgtgaagct
gtggggacgg
tcegtgttta

ttaactgttce

tctataaggt

atagatggaa
gattggetgt
tgggggtgga
ctcacggaac
atgcaagtga
aatgtggtat
acgtggaggt
tctgttttta
agaggccact
taaaaaaatg
tgaaatattg
getttttgag
ttctaatgag
agggttagaa
cqggtacaggt
tgaagacggg
tgcagegggt
tcctggacat
gttatgttcg
agttaaaatt
tettattata
acctcctgag
taagcetggg
acctttggac
cttaaggtga

actggttttt

95

atattatata

tggtgccaat
ggggttaacg
gtttttttge
tacttagttt
aaattgttga
ttatggcagg
ttecgattacc
cgtaggtgtc
cttgagtgcc
agagatttge
gagcttgtgg
cctectacge
gaagctgtaa
ttagatccgce
gtaagaaaat
tttcctecga
gagggagtga
ggctgtaagt
ctttgttata
taaaggaata
ggtecctgtgt
attcaagcac
aaacgtccag
ttgagtacac
cgtcaatatt

attgettttt

gatag

atgtaaatga
gctaaaaggg
aagttgtege
tcccacggta
ttttcgegeg
gtggagtatt
gtgtttttta
agctgatege
agcgagaaga
gatttctgece
tgecacgeceet
ttcaggaact
atggettttt
ctttggacac
tacctgattt
gtgatgagga
aggctgccaa
cttgtgaatt
tgagaacgca
tgctgttttt
ctgatgctga
ctgttcctgt
cagtggaaaa
ggaaacgtce
tgtgtgacag

gggcggggac

ggtgatttta
gcggtgegac
gggaaatgtg
tttaacagga
aaaactgaat
tgttcagggce
cctgaattte
tagggtattt
gttttctect
tcaggaaata
gatgggagac
gtatgattta
taccgattct
ttttgatact
gagttcecgtg
ggaccatgaa
tgttggtttt
tcacaggaaa
ctgccacttt
cacatgtata
tgaatcacca
ggacgtgcgc
acttgaggac
aagacaataa
tgcaatgtaa

tcaggtatat

32325

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900,

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

151



aagtagaagc
ggccattttg
ctceggtttt
acaggactat
tcttaatttg
aaccccaggt
cccgcagact
aacatggaag
tgtagcggga
agaggacaac
tctcetgaac
aagagggaga
agtcgcagac
gtttctgtac
gaggatgatt
cagtataaga
gctgaggtgg
tggcectggag
ggttataatg
tttggtttca
ttctatgcgt
tgcatattte
tgegettcta
aacatgattt
cattgtaata
tttgatcaca
atgccttace
agaatgagcc
gatgatacga

ccggtgtgtyg

agacctgtgt
gaagacctta
tggagattet
aaacaagaat
ggccatcagg
agaactgctg
catttcagca
gttcgcaaga
atcctgagge
ccgagagcceg
tgcaacgggt
gggcatctag
gtcctgaaac
tgcaggagaa
gggaggtggc
ttactagacg
taatagatac
tagtcggtat
gaatagtgtt
acaatacctg
gttggattge
aaagatgtaa
cagatactgg
gcggtgctte
tgctggctac
atgtgatgac
agtgtaacat
taacaggaat
gatcgagggt

tagatgtgac

ggttagctca
ggaagactag
ggttegetag
ttgaaaagtt
ttcactttaa
ctgectgtgge
ggggatacgt
tgaggacaat
atccaccggt
gectggacce
gcttactgga
tggtactgat
catttggtgg
atattcactg
cattaaaaat
gattaatatc
tcaagacaag
ggaagcagta
tatggccaat
tgtagatgec
cacagctggc
cctgggecatt
atgttttatt
cgatqgagagqg
tgtgcatatt
gaagtgtacc
gaatcatgtg
ttttgacatg
acgcgcatgc

tgaagatcte

taggagctgg
gcaactgtta
tgaattagct
gttggtagat
agaaaaagtt
ttttcttact
tttggattte
cttaggttac
catgccagcg
tccagtggag
tctacgtcca
gctagatctg
catgaqggttc
gaacaggtga
tatgccaaga
cggaatgctt
gcagttatta
acttttgtaa
accaaactta
tggggacagg
agaaccaaga
ctgaatgaag
ttgattaagg
ccttatcaaa
gttteccate
atgcatgcag
aaagtgttgt
aacatgcaaa
gaatgcggag

agaccggatc

ctttcatcca
gagaacgett
agggtagttt
tgcccaggac
ttatcagttt
tttatattag
atagccacag
tggccagtge
gttetggagg
gaggcggagt
ctggacggga
agttggcttt
agaaagaggg
aaacatgttg
tagctttgag
gttacatatc
gatgctgcat
atgttaagtt
tattgcatgg
ttagtgtacg
gtcaattgtc
gcgaagcaag
gaaatgccag
tgctecacttg
aacgcaaaaa
gtgggcgtag
tggaaccaga
tctggaagat
gcaageatge

atttggttat

tggaggtttg
cqggacggagt
ttaggataaa
tttttgaagce
tagactttte
ataaatggat
cattgtggag
agcctttggg
aggaacagca
agctgacttg
taggggcgtt
aagtttaatg
aagggatgaa
gttggageet
gcctgataaa
tggaaatggg
gatggatatg
taggggagat
ttgtagcecttt
gggatgtagt
tctgaagaaa
ggtccgecac
cgtaaagcat
tgetggtggg
atggcctgtt
aggaatgttt
tgecttttee
cctgaggtat
caggttecag

tgceccgeact

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

52



ggagcagagt
ggggtgggat
tcatgagtgg
tccecateetg
tccaacccge
cagctgcage
atggaagcat
agrtacttge
agcaggtggt
saaaaaatcc
tctectattte
tcggtggatt
taggccgtct
gtaaatcacc
taggctgatt
tgggtgcatt
gccgccaaga
acatttagga
cttgtgtcct
agcggegegyg
atcatcataa
tcctrecggge
cgagggtgga
gattaattgt
ataaatgatt
tcgaagcaag
atccattagg
cageggttte
tctgtteecac
cgcgggtttg

gtteggtect

tcggatccag
tttcagatgg
aaacgcttct
ggcaggagtt
caattcttca
tgccgeegee
catggetaat
ccrtttggee
cgagttgcga
cagaatcaat
attrttegeg
ttttececagga
ttggggtgga
cagtcataac
gccacagata
cggggtgaaa
tccegtettg
aatttategt
ccaagatttt
gcaaacacgt
gccattttaa
cccggagcat
atcatgtcca
gatgatagca
ccgattacgg
ggggccacct
aggcgctctce
agaccgtcag
agttcagtga
gacggctcct

teccagggtet

tggagaagaa
acagattgag
tttaaggggg
cgtcagaatg
acgctgacct
gcttetgttg
tccacttect
cagctggagg
gtacaaactg
gaataaataa
cacggtatgc
tcctatagag
gatagctcca
aaggtcgcag
agcccttggt
ttatgtgeat
ggttcatgtt
gcagcttgga
ccatgcactc
tecgtgggte
tgaatttggg
agttecectce
cctgggggge
aatttctgag
gttgcaggtg
cgttcatcat
ctcctagtga
ccatgggeat
tgtgttctat

ggaatagggt

cagtgttega
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actgactaag
taaaaatttg
gagtcttcag
ttatgggatc
atgctacttt
ccgetaacac
ctaataaccc
ctttgaccca
agtctgetgt
acaagcttgt
cctagaccac
gtgggattga
ttgaagggat
tgcatggtgt
gtaggtgttt
tttggattgg
atgaaggacc
tggaaaagcg
atccatgata
tgacacatca
gcggagagta
acagatttgc
tatgaaaaac
caattgagat
gtagtttagg
ttcecttaca
tagaagttct
tttggagaga
ggeatctega
atgagacgat

gtcagggttg

gtgagtattg
ttttttetgt
ccettatetg
tactgtggat
aagttcttca
tgtgcttgga
ttctaccctg
acgtctgggt
cggeacggca
tgttgattta
cgatctctat
atgtttagat
tcatgcteceg
tgcacaatat
acaaaccggt
atttttaagt
accaagacgg
tggaaaaatt
atagcaatgg
tagttatgtt
ccagattggg
atttcccaag
accgtttetg
ttgccacatc
gaacggcaac
tgcatatttt
tgtagtgagg
gtttgetgeca
tccagecagac

gggcgtccag

ttteegtceac

ggaaaacttt
cttgcagetg
acagggcgte
ggaegacccg
cctttggacg
atgggttact
actcaggaca
gaactttcte
aagtctaaat
aaatcaagtg
cattgagaac
acatgggcat
gggtagtgtt
cttttagaag
tgagctggga
tggcaatatt
tgtateeggt
tggagacacc
ggccgtgggce
cctgagttaa
gtatgaatgt
ctttcagttc
gggcgggggt
cggtggggcce
tgcegtette
cccgeaccaa
aaaagttttt
aaagttctag
ctectegttt
cgctgccagq

agtgaagggg

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160

5220
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tgtgcgcetg
ttetgteget
agcgcctcgg
gggcagtata
tacgcatctg
ggttcattgg
gtectecatga
gattttacag
cactctgata
cgatcgttgt
tcaacatcca
gggggggtat
aggaacgtca
aggttgtcag
ttcatgaggt
gcaaatgatc
ttttecttgt
cacttccatt
cgattatgca
gtccaacaga
tcatcgggag
ctgatgggag
tatgggttaa
cagatgtcat
cccecctetga
ggacccaagt
tgagaattgg
acagagtctc
acaagtacgt

ttttrctett

ctcgggcget
tggegecctg
ctgcgtggee
ggcatttcag
cgccgeagga
ggtcaaaaac
gttcgtgtec
gcctettetce
caaaggcgcg
caaccagggg
ggaatgtgat
aaaagggggc

gctgttgggg

tttctaagaa
tttegtceat
catacagggce
cegegegete
cggggaagat
aggtaattaa
gcctacctce
ggtetgeatc
tggggtcatc
ggggactgcc
agacgtagat
tacttgctcg
tggtgcgatt
aagagatggt
tgacaaagtg
ctagggecgea

cccacagttc

tgccagggtg
tatgteggece
tttggcgegg
cgcatacaac
ggcgcaaaca
aagttttccg
tcgttgagtg
cagtggagtg
cgtccaggcce
gtccaccttt
tggcttgtag
ggttctttge
taggtattcc
cgaggaggat
ttggtcagaa
gttggataaa
tttggeggeg
agttgttaat
atccacactg
tttcctagaa
catggtaaagqg
taaggccatt
ccatggcatg
gggatcctca
cacatagtca
gggtttttct
gggtetttga
ggcataagat
gtagtcaagt

gcggttgaga
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cgcttcagac
aagtagcagt
agcttacctt
ttgggcgcaa
gtttcacatt
ccatattttt
acaaacaggc
cctcggtett
agcacaaagg
tccaaagtat
gtgtatttca
tcttcecteac
ctctcgaagg
ttgatattga
aacacaattt
agtttggcaa
atgttgagtt
tcatctggca
gtggccacct
cagaaagggg
attcccggaa
tgccattcte
ggatgggtga
aagatgccta
tatagtteat
gttctgtaga
aaaatgttga
fcttgaaget
gtttcttgaa

aggtattctt

tcatcctget
ttaccatgag
tggaagtttt
ggaaaacgga
ccaccagcca
tgatgcgttt
tgtcegtgte
cttegtacag
aggctatgtg
gcaaacacat
cgtgacctgg
tgtcttcegg
cgggcatgac
cagtgcecggt
ttttattgte
tggategecat
ggacatactc
cgattctcac
cgcctcgaag
gaagtgggte
gtaaatcctt
gagctgccag
gtgcagaggc
tgtaggttgg
gtgatggcge
cgatctggceg
aatgggcatg
tggttaccag
tgatgtcata

cgcgatecett

ggtcgaaaac
ttcgtagttg
cttgecatacc
ttetggggag
ggttaaatcc
cttacctttyg
ccegtagact
gaactctgac
ggaggggtag
gtcaccctct
ggtcceceget
atcgectgtcc
ctctgcacte
tgagatgcct
aagtttggtg
ggtttggttc
gegtgecagg
ttgccaccct
gggttcattg
tagcataagt
atcaaaataqg
tgcgegetea
atacatgcca
atagcatcge
tagcagcccc
aaagatggcg
aggtagacct
tteggeggtg
acctggttgg

ccagtactet

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960

7020

454



tctagcggaa
gccttgtaag
agcgaagcgt
aagtcgatgt
gcggggttgg
aaattgcgag
gctaggacga
cgcggegtge
tcagataagg
gatgaccaaa
cggccaattg
cgatcccact
gagagtttca
taagtttcca
aagaactgga
tttcrgegge
cgttgcacgg
agtgggaagc
tgttecatctt
accteggege
gtcctgagac
ttttccaggg
acgtcaatgg
cttttgatcg
cgccgggcgg
cgcgcacggg
gattgacgtc
tgaaagagag
cttgtacgtc
cctectgaag

ggcccatgag

accegtettt
ggcagcagce
gagtaagggc
cgtcacaggc
gcaaagcgaa
tgatgcgaaa
tctcgtegaa
ctctgacgtg
cgtagtgttc
gatctaccge
ccatttttte
tgagtttaat
tgaccagcat
categtaggt
tttectgeca
gcgccgagea
gttgtatcte
cgaggceetgg
ctgtttegat
gggaggggcyg
gctgeggact
cgtgcgggag
cttgcagggt
gtggtggcte
cageggttgt
caggttctgg
ttgtatctga
ttcaacagaa
accagagttg
atctcegega

ttgggagaat

gtccgcacgg
cttctctacg
aaaggtgtct
tecctgttee
agtaacatca
aggctgtqggt
accgttgatg
aggtagctta
gagagcccat
cagtgctgtt
tggagtgaca
ggctagatcg
gaaaggaact
caggaagagt
ccagttggag
ttcgtgtttg
gtgaatgagt
cgattgtatc
ggtggtcatg
gagctgaagg
caggttagta
gttcagatgg
tcegtgtect
tcttgettcer
tcecggacecg
tactgegcte
cqgtctctggg
tcaatttegg
tectggtaqgg
cccgetetet

gcattcatgce

taagatccta
ggtagagagt
ctgaccatga
cagagttgga
ttgaagagaa
acttccgete
ttgtgtecta
ctgagctcat
tcgtgeaggt
tgtaactggt
cagtagaagg
tgggccatgt
agttgtttgce
ctttetgtge
gattggctgt
tgcttgtaca
tgtacctgge
tcgtgetett
ctgacgagcce
acgagagcgc
ggtagggaca
tacttgattt
ttgggecgeca
tgcatgctca
agggcatggc
tgagaagact
tgaaagctac
tatcgttaac
cgatctccge
cgacggtgge

ccgectegtt

gcatgtagaa
atgecttgagc
ctttgagaaa
agtctacccg
tcttaccgge
gattgttgat
cgatgtataa
caaaggttag
gaggatttge
cccgatactg
ttctggggtce
tgacqgagacgqg
caaaggatcc
gaggatgaga
tgatgtgatg
gacggccgea
ttcecttgac
ctatattcgc
cccgegggag
gcaggctgga
gaagattaac
ccacaggttc
ctaccgtacc
gaagcggtga
tggtagtgge
tgcgtgcgec
cggccccgtg
ggcagcttgt
catgaactgce
cgcgaggtca

ccagacgcgg

ctgattaact
agcttttegt
ttggtatttg
tttcttgtag
tctgggcata
cacctgggca
ttctatgaaa
gtctgtgggg
atgtaggaat
acgaaaatgc
ttgttgecat
ctettetcet
catccaggtg
gccgatcggg
gaagtagaag
gtagtcgcag
gagaaatttc
tgtatcggcee
gcaagtccag
gctgtccaga
ttgecatgate
gtttgtagag
tttgtttete
cggggacgcg
acgtcggcge
accacgcgtc
agcttgaacc
ctcagtattt
tecgatttett
ttggagatac

ctgtaaacca

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
BE40
8700
8760
8820
8890
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cggccececte
tggtgaagac
gttcggcgac
gagcttccaa
ttcgegegga
gtacttcgcg
acatctctte
cgggcaaacg
tgacggcgeg
agtggtgact
attggcccgt
acctttcgac
gtgggcgggg
gtgagacgat
cgaggagcac
aagcattatc
gecacttette
gtaccagtgc
gggtggettg
aagcacagtt
tgtatttaag
gatactggta
tagctggagce
tggacatcca
tccaaatgtt
gcgegeagte
ccgtagcctg
ctcgagcegg
‘caaaaatcca

tcectattttt

ggagtctctt
cgcatagttg
gaagaaatac
gcgctecatg
cacggtcaat
ttcgaagget
ttegtcttca
gtcgatgaat
gcecgttecteg
gggaggttct
agggactgca
gaaagcgtct
gtggttatgt
gctgetagtg
caggtctttg
ctgacatcta
ctcaccegtt
caagtcagct
aaagtcatca
ggccatgact
gcgcgaatag
ccctataaga
gccaggggceg
ggtgattcct
gcgtagegge
attgatgctc
gaggaacgtg
ccggagccge
ggatacggaa

tetttttgee

gcgcgeatca
cataggegct
atgatccatc
gectcgtaga
tcctectcoga
cccgggatct
g9cgggggcy
cgttcaatga
cgcggtcgea
ccgtttggga
cgcagagatc
aaccagtcac
gtteggtety
atgaaattaa
ggtccggett
gcaagatcett
ctgccatgca
acgactettt
aaatccacaa
gaccagttaa
gcgegggtgt
aaatgcggcg
aggtcttcca
gcggcggtag
atgaagtagt
tatagacacg
aacgggttgg
ggctaacgtg
tcgagtegtt

gctcagatge

ccacctgage
gaaaaaggta
gtctcagcgg
agtccacgge
gaagacggat
cttcttcecte
gagggggcac
cctctecgeg
gagtaaaaac
gggagaggyc
tgatcgtgtc
agtcacaagg
ggtcttetgt
agtaggcagt
gctggatacg
tgtagtagte
tacgtgtgag
cggcgaggat
agcggtggta
ctgtctggtg
caaagatgta
gtggttggcg
acataaggecqg
tagaagcecq
tcattgtagg
gagaaaatga
gtcgeggtgt
gtattggcac
ttgetggttt

atcccgtget

gaggttaagc
gttgagtgtg
catttcgcta
aaaattaaaa
gagttcggcet
ttctatctct
gcggcgacgt
gcggcggcgce
acecgeegege
gctgattata
aagatccacg
taggctgagt
ttcttettca
tctaagacgg
caggcgattg
ttgcatgagce
tccaaatceg
ggcttgetgt
agctcctgta
accagggcgc
atcgttgcag
gtagagaggc
gtgatageeg
aggaaactcg
cacggtttga
aagcegttcag
accccggttce
tcccgtcteg
ccgaatggca

gcgacagatg

tccacgtgte
gtggcaatgt
acatcgccca
aactgggagt
atggtggcce
tettecacta
cgacggcgca
atggtttcag
atctccttaa
cattttatta
ggatctgaaa
acggettett
tctcgggaag
cggatggtgg
gccatteccee
cgttctacgg
cgcattggtt
acttgggtaa
ttaatggtgt
acgagctcgg
gtgegcacca
catcgttctg
tagatgtacc
cgtacgcggt
ccagtgaggce
cgactcgact
gagacttgta
acccagccta
gggaagtgag

cgcccccaac

8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9360
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620

10680
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aacagecccce
caactgccge
aaggactgqc
aagattctcg
agceggagga
accgaagacg
ctgccaggge
aagagcgtaa
aagttaccct
ctagcaaacc
ctttcagaga
tcaacattet
ctgccatcaa
ctccatacgt
tcaaggtett
cggttagege
gagctctgac
agtggcagecc
tagaagaggc
acccgtgttt
cagagccagce
atggcegttga
tcggccatca
gccatcgtga
tacaacgcte
gaccgtatga
gccaacctgg
ccgegtggte
gtacctcaga
ggcttgcaga

catgceccecgy

ctegeageag
cgtgagcggt
acgtctaggt
cgaggcgtat
gatgegaget
agtgttgcgg
acacgtgrct
cttccaaaag
tggtttgatg
tctgaccgece
ggcgetgetyg
acagagtatc
ttactcggtt
tcccatagac
gaccctgagc
cagcaggagg
tggagctgga
tagtcgcagg
ggatgaaggc
tttgctagat
cgtcecggeat
cgactcgcaa
tggaagctgt
acgcgttggt
tetrtagaacqg
taacagatgt
gttcgetggt
aacaggatta
gcgaagtgta
cggtaaatct

taggagaaag

cagcagcage
gcgggacage
gegecttcac
gtgccecaac
tocecgettta
gacgaggatt
gcagccaacce
tettttaata
catttgtggg
cagctgttte
aacatcaccg
atagtgcagg
ttgagcttgg
aaggaggtga
gatgatcttg
cgcgagttaa
accgagggtg
gctctgageg
gaggaggaag
ggaacagcaa
taactcctcg
ccccgaagec
agtgccttec
ggagaacaaa
cgtggctcge
acgcgaagcc
ggcgttaaat
tactaacttt
tcagtccggt
gagccaagct

agcaaccgtg

aatcacaaaa
cegectatga
ccgageggca
agaacctatt
acgcgggtcg
tcgaagttga
ttgtatcgge
atcatgtgcg
atttgatgga
tggtggtgca
aacccgaggg
agcggagcect
gaaaatatta
agatagatgg
gggtgtateg
gcgacaggga
agaattactt
ccgcgacgge
agggcgagta
gcaccggatc
gacgattgga
tttagacagc
cgctctaatce
gctattegte
tacaacagta
gtgtctcagce
gctttcttga
ttaagtgctt
cctgattact
tttaaaaacc

tctagettgt

ggctgtcect
tctggacttg
tccgegagtt
tagagacaga
tgagctgegt
tgaaatgaca
ttacgagcag
aaccctgatt
agctatcatt
acacagcaga
gagatggttg
gggectggece
cgectcgcaaa
gttctacatg
caatgacaga
actgatgcac
cgacatggga
aggatgtgag
cttggaagac
ccgcaatgeg
cccaggccat
aacceccagge
ccactcatga
cagatgaggc
gcaatgtgeca
gcgaaaggtt
gtactcagee
tgagactgat
tctttcagac
ttaaaggttt

taactccgaa

gcaactactg
gaagagggcg
caactgaaaa
agcggcgagg
cacggtttgg
gggatcagtc
acagtaaagg
gcccgcgaag
cagaacccta
gacaatgagg
tatgatctta
gagaaggtgg
atctacaaga
cgcatgacge
atgcatcgeg
agtttgcaaa
gctgacttge
cttcettaca
tgatggcaca
ggcggegetg
gcaacgtatc
caaccgtcta
gaaggtcctg
cggactggta
aaccaatttg
ccagcgtgat
tgetaatgtg
ggtatcagaa
tagcagacag
gtggggagtg

ctcccgecta

10740
10800
10860
10920
10980
11040
1ilo00
11160
11220
1i280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480

12540

Ab6F



ttattactgt
ggttacctac
tatcaagaaa
gccactctga
actgcggagg
caagaggggg
atgtatgcca
gctatgaact
ggtttctaca
gtggacagceg
gatagaatgc
gagtctgcaa
gtgggtagaa
ctcagaccgg
atgagtagat
acaagtagag
gatgaggatt
ccgtttgecte
ctcaccaagg
aatgaggcga
cgagagecgtyg
ctttgtgeet
actggcacct
tgcttctcetg
tgactttace
gggcggtcag
tagtaacaaq
tggggatact
gccagaaggc

taattacttg

tggtagetec
taaacctgta
ttacccaagt
acttcttgcet
aggagaggat
caactccgac
gtaaccgacc
ctgattattt
cgggcgaata
atgtttette
attcttetge
gtccttttee
taagtcgcece
caagagaaaa
ggaagactta
cgagccgtag
cggccgatga
atttgegeec
ccatggcgac
gtcgtgctag
atgcagecage
ccgegatace
cagtacgata
aactatcaga
cctacggaag
ctaaagacca
ttcaaagcgce
tatgatcaca
sacttttcag

aaagtgggta

tttecaccgac
tegegaagcece
cagtcgeget
taccaatcqgy
ccttagatat
tgcagcactg
tttcattaac
caccaatgcc
tgacatgcece
acctctttct
atcgectgtee
tagtctaccc
gagtttaatg
aaatttccca
tgctcaggat
acgccagege
tagcagegtyg
tegettgggt
gagcgtacgt
gcggageggt
agcaggcgac
tggcacctac
ccaccaggtt
atgaccacag
ccagcaccca
tcatgcatac
gtgtgatggt
agcaggatat
ttactatgac

gacagaatgg
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agcggtagca
atagggcaaa
ttgggacagg
tctcaaaaga
gtgcagcaga
gacatgacag
aaactgctgg
atcttaaacc
gaccctaatg
gatcatcgca
ggggtcatgg
ttttctctac
ggcgaagagg
aacaatggaa
cacagagacqg
catgacagac
ctggacttgg
ggtatgttgt
tegttettet
ggtgtatcceg
ggcggtgatg
ggagggcaga
gtatctggtg
caacttcttg
gaccattaac
taacatgcca
gtccagaaaa
tttgaaatat
tattgatttg

agtgcttgaa

tcgaccgtaa
gtcaggtgga
aagacactgg
tccctectea
gcgtgggatt
cgcgaaatat
actacttgca
cgcactggcet
acggatttct
cgtggaaaaa
gtgctaccge
acagtgtacg
agtatctaaa
tagaaagttt
agcctgggat
agaggggtct
gtgggagagg
aaaaaaaaat
ttattatctg
gagggtcctce
caatccccac
aacagcattc
gacaacaagt
accacggtgg
tttgatgaac
aacgtgaacg
cctcecgacg
gagtggttcg
atgaacaatg

agtgacattg

ttectatttg
cgagcagacc
cagtttggaa
atatgctctt
gtttctgatg
ggagcecagc
cagagctgce
gceccccacct
gtgggacgac
ggaaggcggc
ggctgagcce
tagcagcgaa
cgattcecttg
ggtggataaa
catggggatt
tgtgtgggac
aaggggcaac
aaaaaaaaaa
tgtctagtat
ctccttegta
tggaggctcc
gttattcgga
cggcggacat
tgcaaaacaa
gatcgeggtyg
agtatatgtt
gtgctgcagt
agtttacttt
ccatcataga

gtgttaagtt

12600
12660
12720
12740
12840
12900
123860
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280

14340



cgacaccagg
gtatacgtat
taccgagagt
ttttaagatt
tgcctatgag
agaagctaag
cagaggagac
gtctgaagga
aagctataat
caattatgge
cacctgcgga
ttreegetce
cttctcaaag
ctegettacg
gcccaccatt
gttgcgeage
ctgtccctac
tttctaaaaa
ctgecgegete
cgtgtbcgeg
accaccgteg
gcgcctacat
gctcgacgta
cgagccgcaa
gcggccagac
gtcgcagecgg
cgtgacgctg
atactgagca
gaagaaatgc
aaacccecgca

gggctggegyg

aacttcaagc
gaagccttece
cgtttgagca
ttgtatgaaq
aacagtaaga
gcaaacatag
aattttgege
acggacgtga
gtgttggaag
gatcccgaaa
gcagagcagg
actagacaag
agcttctaca
cacgtcttca
accaccgtca
agtatccggg
gtgtacaagg
aaaaaaaaat
caagcaagat
gacattttcg
atgatgtaat
ctactgtgga
agagccggeg
gagctctget
gtgcagcttc
cgactattgc
ccaccggtca
gtctecgatg
tgcaggttat
aaatcaagcg

agtttgtgcg

tgggatggga
atcctgacat
accttecttgg
atttagaagg
aagaacaaaa
ttgccagega
caacacctgt
aactcactat
acaaaatcaa
aaggagtgcg
tctactggtce
tcagtaacta
acgaacaagce
accgetttee
gtgaaaacgt
gagtccaacg
cactgggcat
gtccattett
gtacggaggce
cgecteccatgg
cgatcaggtg
tgcagttatt
aaggcgcatt
acgaagagct
gggcgccagce
cgacatggcc
acgtgtaccc
ttgtgtccca
cgcacctgaa
ggttaaaaag

cgagtttgcc
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tcccgaaace
tgtcttactg
tatcagaaaa
tggtaatatt
agccaaaata
ctctacaagg
tccgactgea
tcaacctgta
cacagcctat
ttcctggaca
gcttccagac
ccctgtggtg
tgtgtactcec
tgagaaccag
tectgetcte
tgtgaccgtt
agtcgcaccg
atctcgccca
gcacgcaaac
ggcgecctea
gttgccgacg
gacagtgtag
gccagacgce
agacgcgtgyg
gccggeaggt
caatcgcgaa
gtgcgcaccee
gcggcgagga
gtctacggce
gacaaaaaag

ccacggegac

aagttgatca
cctggctgeg
aaacagccat
ccggecctet
gaagctgcta
gttgctaacg
gaatcattat
gaaaaagata
cgcagttggt
ttgctcacca
atgatgaagg
ggtgcagagc
cagcagctcc
attttaatcc
acagatcacg
actgacgcca
egegtecttt
gtaataacac
gttctaccca
agggccgcac
cccgtaatta
tggctgacge
accgagctac
ggcgaagage
ccegeaggea
gaggcaatgt
gtcecceteg
tgtccaagcg
aaccgttgaa
aagaggaaga

gcgtgcaatg

tgcetggagt
gagtggattt
ttcaagaggg
tggatgtaga
cagctgctgc
ctggagaggt
tggccegatgt
gtaagaatag
atctttcgta
cctcagatgt
atcctgtcac
ttatgcccgt
gccagtccac
gtcegecegge
ggaccctgee
gacgecgecac
caagccgcac
cggttggggt
acatcctgtce
tegegttega
tactcctact
tcgeaactat
cactgccatg
catgettagg
agcagecgcect
atactgggtg
cacttagaag
caaatacaag
ggatgaaaaa
tggcgatgat

gegtgggege

14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
140880
14540
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15500
15960
16020
16080
16140

16200

159



asagttcgac
agcgctactt
gcggckgacce
gagacagtgt
ttgcagcaag
tatcccacta
gtaaaagtgg
cctggtetgg
actgaacccg
atgcctatta
gcaagtctgt
cgaggcactc
gcaaatcgca
caagtgtacc
agtatcatca
ccttegegtt
gggacgcgga
ttttttacca
ttcegtggeg
saaaaaaaat
gaagacatca
tggagcgaca
agcgggctta
agtacaggac
gatgggatag
aagataaaca
gaaattcctc
ctggtgacgc
accactagac

ccecgtcacct

atgtgttgag
ttaagcgttc
gattaggcga
cgataccctt
tgttacccgt
tgcaactgat
atccagatat
gggtacaaac
caaagcctac
caactgacge
tgatgcccaa
gctactatcg
gtcgtcgecg
gcaatggtag
cttaatcaat
cccatcactg
atgcgacgct
gccttaattce
gttcaggcct
acaatggact
acttcccatce
tcggcacgag
aaaattttgg
aggcgcttag
ctteeggeat
gtcgtttgga
cgccagaaaa
gcgtagatga
cgatagcccc

tggatttgee

acctggaact
ctatgatgag
gtttgettat
ggatcatgga
aactcegega
ggtacccaaa
tcaacctgag
tgtagacatt
tgccacctce
cgccggtece
ttatgttgta
cagccgaaac
tagacgcaca
tgeggaacct
gttgccgetg
gttaccgagg
acaggcgacg
caattatcgc
cgcaacgaca
ctgacactcc
cttggecteeg
ccaactgaac
ctcaaccata
aaataaactt
caatggagtg
cccgeegeca
acgaggcgac
accgccttcet
aatggccacc

cccteccoct

tcggtggtet
gtgtacgggg
ggcaagcgta
aatcccaccc
acaggtgtta
cgccagaagt
gttaaagtga
aagattccca
actgaagtge
actcgaagat
cacccatcta
agtacctccc
agcaaaccga
ttgacactgc
cctecttgea
aagaaactcg
gcgtgctatce
tgctgcaatt
ttgacattgg
tggtcctgtg
cgacacggca
gggggcgect
aaaacatacg
aaagaccaga
gtagatttgg
gcaaccccag
aagcgtccgce
tatgaggaag
ggggtgatga

gctgctactg

ttacacccgg
atgatgatat
gtagaataac
ctagtcttaa
aacgcgaagg
tggaggacgt
gacccattaa
ctqaaagtat
aaacggatcc
cccgacgaaa
ttattcctac
gccgtcgeeg
ctcceggege
cgcgtgegeg
gatatggcce
cgccgtagaa
cgcaagcaat
ggcgcgatac
aaaaaaacgt
actatgttct
cgaagccgta
tcaattggag
ggaacaaagc
acttccaaca
ctaaccaggc
gtgaaatgca
gtcecegattt
caacgaagcet
aaccttctca

ctgtaccege

cgagcgttca
tcttgagcag
ttccaaggat
accggtcact
tgaagatttg
tttggagaaa
gcaggtageg
ggaagtgcas
atggatgecc
gtacggtcca
tecctggttac
caagacacct
cctggtgegg
ttaccatceg
tcacttgtcg
gagggatgtt
tgcggggtay
caggcatagc
ataaataaaa
cttagagatg
catgggcacc
cagtatctgg
ttggaacagc
aaaagtagtc
tgtgcagaaa
agtggaggaa
ggaagagacqg
tggaatgecc
gttgcatcga

ttctaagect

16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940

18000

260



gtcgctgeccc
aatgcgeact
cgcecgteget
tgtcattaca
agttactttc
cggacaggat
cacctacttc
gaccaccgac
tacatactct
ggccagcacg
ttctggtacg
tgcagaaggt
tactacttac
actcccagta
atatcagcca
aaagtatgga
tgecaaacct
tcagaaagtc
cttaagtcct
tgtagtgtac
tatgcccaac
taacagtact
tgacttgcaqg
cagaaccaga
tgttattgaa
cataggtgtt
ttggaaggaa
ggaaattaac
tctecccagac

ctacgactac

tggtgeccagg

cgaaaccagt
ggcaaaatac
gcttttaatt
cgcegtcaca
aagatggcca
gctteggagt
aatctgggaa
cgtagccagc
tacaaagtgc
ttctttgaca
gcttacaact
gtaaaaaata
acttttggca
ggtttggaag
gaacctcagc
ggcagggctc
actaatgtga
gaatatgata
aaaattgtca
aaacctggaa
agacccaact
ggtaacatgqg
gacagaaaca
tactttagca
aatcatggtg
ccaacaacca
cctgaagtaa
cttcaagcca
tcgtacaaat
atgaacgggce

tggtctctgg

cgcecgtagec
tctgaacagc
aaatatggaq
gcagcagagg
ccccatcgat
acctgagtcc
ataagtttag
ggctcatgtt
ggtacaccct
ttaggggtgt
ccectggetec
caactggtga
atgcteetgt
tttcagatga
tgggagatga
tcaaaccega
aaggcggtca
tcgacatgga
tgtatgcaga
cagaagacac
acattggctt
gggtgctggce
cagaactttc
tgtggaatca
tggaagatga
gttacaaatc
atggaacaaqg
atctatggeqg
acacceccqgte
gggtggtgce

atgccatgga
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aggtcacgtc
atcgtgggtc
tagcgettaa
aaaaaaggaa
gctgcecccaa
gggtctggtg
aaatcccace
gegettegtg
ggccgtggge
gttggacaqga
taaaggeget
ggaacacgta
aaaagctgaa
agaaagtaaa
aacttggact
tactaagatg
ggcaaaacaa
gttttttgat
aaatgtaaat
aagttccgaa
cagagataac
tggtcaagcg
ttaccaactc
ggctgtggac
acttcccaac
aatagttcca
tgagatcgga
aagtttcett
caatgtcact
gccatctcta

caatgtcaac

ccgggggcge
taggcgtgca
cttgectate
gaggtcgtge
tgggcataca
cagttcgeccce
gtagcgeccga
ccegttgace
gacaacagag
ggtcccagtt
ccaaatacat
acagaagagg
gctgaaatta
ccgatttatg
gaccttgatg
aaaccatgct
aaaacaacgg
gcggcatcge
ttggaaactc
gctaatttgg
tttattggac
tctcagttaa
ttgcttgact
agttatgatc
tactgtttte
aatggagaca
cagggtaatt
tattccaatg
ctteccagaaa
gtagacacct

¢ccattcaacce

tcetegteca
aagtgtaaaa
tgtgtatatg
gtcgacgctg
tgcacatcge
gcgccacaga
cccacgatgt
gggaggacaa
tgetggatat
tcaaacccta
ctcagtggat
aaaccaatac
caaaagaagq
ctgataaaac
gaaaaaccga
acgggtcectt
agcagccaaa
agaaaacaaa
cagacactca
gacaacaate
ttatgtacta
atgcagtggt
ctctgggega
ctgatgtacg
cactggacgg
atgcgcctaa
tgtttgccat
tggctctata
acaaaaacac
atgtgaacat

accaccgtaa

18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
18500
19560
19620
19680
19740
15800

19860

16



cgckggettg
acaagtgcct
ttatgagtgg
cctgegggta
ccccatgget
tcagtcattc
aaccaatatt
taccagactg
ctattctggt
ggtttecate
taacgaatct
catgaccaaa
cttctacatt
catgagcagg
ctaccaacac
accctatcce
gcagaaaaaq
gtctatgggg
tctggacatg
cgaagttttc
cctgegtaca
aatagcagct
agccattgtc
cccggggtte
gacgggggga
ttttgatcct
gggtctcctg
tacccagacc
tcacgeettt

aactggagtg

cgttaccgat
caaaaattct
aactttagga
gatggcgcca
cacaacaccg
aacgactacc
cccatttcca
aaaaccaaag
tctattccoet
atgtttgact
gaaataaagc
gactggttet
ccagaaggat
caggtggttg
aacaactctg
gctaactatc
ttcttgtgtg
gceccttacag
acctttgagg
gacgtggtca
ccgttetegg
gcaaccatgg
caagacctgg
atggccceeq
gagcactggt
tttggattct
cgeegeageg
gtgcagggte
gtgcactggc

ccaaacaaca

ccatgcttct
tcgetgttaa
aggatgtgaa
gcatcagttt
cttcecacect
tatctgeage
ttecetteteg
aaactccctc
acctggatgg
cttcagtgag
gcactgtgga
tggtacagat
acaaagatcg
atgaggtcaa
gctttgtggg
cctatcecact
acagaaccat
acttgggaca
tggatcccat
gagtgcatca
ccggtaacge
cctgeggatce
gttgcggacc
ataagctcgce
tggctttegg
cggatgatcg
ctecttgectac
ccegttetge
ctgaccgtce

tgcttcatte
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gggtaacgga

aaacctgctg
catggttcta
cacgagcatc
tgaagccatg
taacatgcte
caactgggcg
tttggggtct
taccttctac
ctggcctgga
tggcgaaggce
gctcgecaac
catgtattca
ttacaaagac
ttacatggct
cattggaaca
gtggcgcata
gaatatgctc
ggatgagcece
gccacaccge
taccacgtaa
ccaaaacggc
ctattttttg
ctgtgccatt
ttggaaccca
tctcaaacag
caaggaccgc
cgcctgegga
catggacgga

tcctaaagtc

cgttatgtge
cttcteccecaqg
cagagttccce
aacctctatg
ctgcggaatg
taccccattc
gctttcagag
ggatttgacc
ctgaaccaca
aatgacaggt
tacaacgtag
tacaacatcg
tttttcagaa
ttcaaggccg
ccgaccatge
actgcecgtaa
ccgttctcga
tatgccaact
accctgettt
ggcatcatcg
gaagcttett
tccagcgagce
ggaacctacqg
gtaaatacgg
cgttctaaca
atttaccagt
tgtattacgc
cttttctget
aaccccacca

cagcccaccc

ctttccacat
gctectacac
tcggtaacga
ctactttttt
acaccaatga
ctgccaatge
gctggtcatt
cctactttgt
cttttaagaa
tactatctce
cccaatgcaa
gctatcaggg
acttccagee
tcgecatace
gccaaggtca
atagtgttac
gcaacttcat
cagctcatgce
atcttctectt
aggcagtcta
gcttcttgea
aagagctcag
ataagcgett
ccggacgtga
cctgctacet
ttgaatatga
tggaaaaatc
gcatgttect
tgaaattgct

tgtgtgacaa

19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600

21660



tcaaaaagca
acacatcgaa
aacgtgttca
ttatttacaa
tgcggaactg
tatcgggcag
gagccgaaat
ccggattgca
gatctgcaat
tgcaggtctg
gggggatcag
aagcatcata
aggacctgct
cattgrttagc
cgggatrctc
gctcettetg
agccatgagg
aagaatgtat
tgaaagttaa
attgtcegtg
acttetccat
agctaatcgg
cgatcttctc
aacccactgce
gcatggggat
tgtegeteeyg
tgtcggtaga
gaggcgattg
cgcgttcggg
ttgtgttcte

gecacgagtg

ctctaccatt
agggccactg
ataaacatca
gtcgaatggg
atacttgggt
gatgtcacte
cttgaaatca
gcactgaaac
catgcccaca
cctacccatg
tatcatcttg
ttgcttgaaa
cgaaaactqg
tatttgcacc
ctttaagget
aatcataata
ccacaacgca
cattccctge
ctggatgect
ttgctcagge
cagcagacac
attcttaaca
aatgcttctt
tacaagttgc
atgtttggtc
ttccggagac
agaacctgac
cgaagggctg
ggtgtgctee
ctaggcagag

ccatcacate

ttcttaatac
cgttegacceg
ctttattttt
ttctgacgag
tgccacttga
cacagcttte
caattaggac
accatcagcg
tccagatctt
gcgggeacec
gcctgatect
gcctgctggg
ttagctgcac
acacttctge
cgttgtecgt
ttgecatgca
cagcctgtac
agaaatctte
cggtgctcet
attagtttaa
atcacttcca
gtgecaggcag
ttgeccatecoct
gectettete
ttcettgget
agggaggatt
cccacacgge
cggtccgace
ctgtggcggt
aaacaacaga

tegtecteag
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ccattcgect
tatggatgtt
ttacatgtat
aatcagaatg
attcgggaat
tggtcagctg
cagtgectttg
acggatgtct
cagcattgge
aattaggctt
gtctgattce
ctttactacc
agccggcatc
cccagcggtt
tctcgetgge
ggcacttcag
attcccaatt
ccatcatcgt
cgtttacgta
aagaggttct
tgectttete
cagctcettt
tetcaacgat
tttettctte
tetttttggg
gtgacgttte
gacaggtgtt
tggaaggcgg
cgcttaactg
catggaaact

cgacgaggaa

tattttcget
caataatgac
caaggctctg
acccgeaggc
caccaacttg
caaagctcca
agcgcgagag
cacgcttgcc
aatgctgaac
gtggttgcaa
tggatacacg
ctcggtataa
attcacacag
ttgggtgatt
cacatccatc
cttgeectea
atggtgggcyg
gctcagtgtce
ctggtgacag
aagttcgtta
ccaagcagac
agccagaggg
gcgcacgggc
gctgtcttga
gggtatcgga
gctcaccatt
tctcttcggg
atgactggca
atttcctteg
cagccattge

aaggagcaga

cccategtac
tcatgtaaac
cattacttat
agtgatacgt
ggaaccggta
agcaggtcag
ttgcggtaca
agcacggtgg
ggggtcatct
tcgeagtgea
gctctcatga
aacatccege
cagcgggcegt
ttggtteget
tcgataatct
taatcattgc
atctgagaaa
ttgtgactag
atgcgcttgt
tccagectgt
accaggggea
tcatctttag
gggtagctga
ctgatgtett
ggaggaggac
accaactgac
ggcagaggtg
gaacceccette
cggctggeca
tgtcaacatc

gcttaagcat

21720
21780
21840
21500
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460

23520

363



tccaccgccee
tgacatgcag
tgtgacaccg
ctgcccaaaa
cgactaccte
gctcatagtc
cagccgcgee
cggcacctgc
actggctace
tcgeaceccge
ttcettggaa
aaatgctctg
ggaaggcgat
atateceget
taagcgegea
accagtggtc
ggsagagcgt
ccgacgttte
ttttagacac
ggtttcctac
cctgaagggg
cacgtggcaa
gcttgacaag
cgtegecttec
cggattgect
acgctccggt
crtaccgcegag
tctctectac
ctgccqgetge

cgaaacccag

agtcctgeea
aataaaaaag
grtggaacacg
caacgagcag
atagggcttg
aaggatgcat
tacgagctta
gagccaaatc
tatcacatct
gccgatgece
gaggttccaa
caaaaggqgag
aatgccagac
gtcaacctge
agtccccttt
agtgatgagc
cgcaagctta
tttaccgatt
ggctttgtge
atgggtatte
gaagcccgcc
accggcatgqg
ctcttacaga
gacctggcag
gactttatga
atcctgeceg
tgecceceecge
cactcggatg
aatctgtgca

ataataggca

ccacctctac
cgaaagagtc
aggaagagtt
ataactatca
acggggaaga
tattggacag
acctcttttc
ctcgettaaa
tttttaaaaa
tactcaatct
agatcttcga
aaaatggcat
tcgecagtact
ccectaaagt
cagaagacat
agctaacccg
tgatggeegt
cagaaacctt
ggcaggcatg
tgcatgagaa
gtgattacat
gtgtatggca
aatctcttaa
acctcatctt
gccagagcat
ccacctgctg
cgctatggag
tgatcgagga
cgceccaceq

cctttgaatt
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cctagaagat
tgagacagac
gaaacgcttt
ccaagatgct
cgegeteett
aactgaagtg
acctcgtact
cttttatcca
tcaaaaaatt
gggacctggt
gggtctggge
ggatgagcat
caagcgaagc
catgacggcg
gcatgacccea
atggctggge
ggtgctggtt
gcgcaaactc
caagatatct
tcgectagga
ccgegattgt
gcaatgttta
ggttctgtgg
cccagagcgt
gcttaacaat
cgcactgece
tcactgctac
tgtgagcgga
gtccctagcet

gcaaggccce

aaggaggtcg
atcgagcaag
ctagagagag
ggaaataggg
aaacatctaqg
cccatcagtg
ccccecaaac
gcttttgetg
ccagtcteet
tcacgcttac
aataatgaga
cacagcgtte
atcgaggtca
gtcatggacc
gatgcctgty
accgactcetc
accgtagaac
gaagagaatc
aacgtggaac
caaagcgtge
gtctatetgt
gaagaacaga
acagggttcg
ctcagggtta
tttegetett
tccgactttg
ctgtteegte
gacggettgce
tgcaaccccce

agcagccaag

acgcatctca
acccgggcta
aggatgaaaa
atcagaacac
caagacagtc
tggaagagct
gtcagccaaa
tgccagaagt
gccgegetaa
ctgatatage
ctegggecge
tggtggaatt
cacacttcge
agttactcat
atgagggtaa
ccagggattt
tagagtgtct
tgcactacac
tcaccaacct
tgcacagcac
acctgtgcca
acttgaaaga
acgagcgcac
ctttgcgaaa
tcatcctgga
tgcetectceac
tggccaacta
tggagtgtca
agttgatgaq

gcgatgggte

23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260

25320

364



ttetectggyg
grttgctecg
tccaaaggece
agccatccaa
cccccagace
acaagaagtt
aggcagagga
aggaaaacga
ctgcggagac
ccagcagtag
gtaagaagga
gcttgcatga
gggtgaactt
gccagcaaat
ccagcagcgg
gccaacgagc
atctteccage
tcgotcaceca
gacgccgagg
gcgettattce
gecttacatg
ctcecacceyge
acgcgcctac
acaccttaat
cactgtatta
gttagctgge
gatcagaggc
accagacgga
tgttctgact
atttgtggag

ttacccggac

caaagtttaa
gaagattacc
gaactttcgg
aaatcecegec
ggcgaggaac
gaaggtgcag
ggcggaggag
ggaggcagag
aagcaacagc
atgggacgag
tcggcaggga
gtgcggggge
tccgegcaat
cccggecagte
cagttagaaa
cagcgcaaac
agagtcgggg
gaagttgttt
ctctcttcaa
aaaaaaggcg
tggagttatc
atgaattgge
cgaaaccaaa
cccagaaatt
cttecetegag
ggctceacce
cgaggtatcc
atcttteaga
ttggaaagtt
gagtttactc

gagttcatac

aactgaccce
acccctatga
cctgcgtcat
aagaatttcet
tcaacacaag
cegeegoeec
gacagtctgg
gaggtggaag
gctaccatet
accggacgcet
tacaagtcct
aacatatcct
gttttgcatt
tcgacagata
atacacaaca
ccgagagtta
tcaagagcag
gtatcacaag
caagtactgc
ggaattacat
aaccccaaat
tcagcgcegg
tactttcgga
ggccegecge
acgcccaggc
tatgtegtea
agctcaacga
ttgeeggetyg
cgtcttcgea
cctetgteota

cgaacttcga
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gggactgtgg

aatcaagttc
cacccagggg
actgaaaaag
gttcecctcag
cagaagatat
aggacagtct
aagtaaccgc
ccgetecgag
tccegaacce
ggcgggggca
tcacgcggeg
actaccgtca
aagacagcgg
agtgcagcaa
agaaatcgga
gaactgaaaa
agcgaagate
gcgetgacte
catcctcgac
gggattggcg
gccttctatg
acagtcagct
cctagtgtac
cgaagtccaa
caggcctegqg
cgagtcggtg
cgggagatct
acccegeteg
cttcaaccec

cgcgattage

acctcecgect
tatgaggacc
gcaattctgg
ggtaaggggg
gatgtcccaa
ggaggaagat
ggaggaagac
cgacaaacag
tcgaggaace
aaccagcget
taagaatgcc
ctacttgcta
cctccacagce
cggcgacctc
caggaggatt
tctttccaac
taaaaaaccq
aactteageg
ttaaagagta
atgagtaaag
gcaggcgcct
atttctcgag
cttaccacca
caggaaagtc
atgactaatg
cataatataa
agctctceoge
tecttcacce

ggcggaatcg

ttetecggat

gagtcagtgg

acttgcgcaa
aatcacagce
cccaattgea
tctaccttga
cgacgagaaa
tgggacagtc
agtttggagg
ttatcetegg
cggcggegte
tccaagaccg
atcatctcct
ttccaccatg
ccctactata
caacagaaaa
aaagattaca
cctgtatgece
atctctgecgt
cactetcgag
ggcagcgacc
aaattcccac
cccaggacta
ttaatgatat
cgecececgeca
ccgetceecac
caggtgegca
aacgcctgat
ttggtctacg
ctcgtcagge
ggaccgttca
ctcctgggea

acggctacga

25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120

27180

165



ttgatgtctg
tttcgetget
cctcaaggtc
caacgaattt
tccatctact
actgagttta
attttacaac
tcectactcac
taatactact
ggaagcgggc
cctatacaca
cccatactag
ccatgtctag
atctgtggag
aacaaaacct
actgtctctg
tctgaaatgt
aaggacaaca
ttactgtgcg
gaaaaaatgc
tgtcagcatt
ttacactcte
tgattacttt
aaatcttaca
atacagtagt
gccaaatatg
cacacccgac
ggtgatggca
tcctaaaaaa

gtttccacta

gtgacgcgge
ttgceceggga
cggcccacgg
tectecccageg
gcatttgtaa
ataaaaactg
cagaagaacyg
aaactagaag
ttcaaaaccqg
cttgtagtge
ccttgcttea
tettgettat
acttcgaccc
ttcttattaa
ggaacaatac
tccgaggtee
gcgatetgge
tcgtaacgtt
tatgcataca
cttaacctct
gtcactgeceg
ataggacccc
gatataatct
ttgattaatg
caatatagaa
gcaaagattc
gaaaaaaaca
ctaataataa
caagatctcc

ccacattccet

tgagctatct
actcattgag
agtgcggatt
gccegtgetg
tcaccecgga
aattaagact
aaacttttcc
ctcaacgact
gaggtgagct
taggaattct
ctttcttagt
tttacttteg
agaaaactgc
gtgcggatgg
cttatccacc
tgacggttcc
catgttcatg
ctccattgcet
cctgcttgta
ttctgtttac
ctcatggaca
caatcacttc
gcaacaaaac
ttagcaaagt
attacttggt
gatccgatga
tcccagatte
tatgcatgct
tactaaggct

tatgcttact

cggectgegac
ttcatctact
tctatcgaag
atcgagcgag
ttgcatgaaa
ctectacgga
tgtcgtccag
acaccgettt
ccaaggtctt
tgcgggtggg
ggtgttgtgg
cttttggaac
acacttactt
gaatgcaggt
acatgggagc
atccgcatta
agcaaacagt
tattgcttgt
accactcgca
agacatggct
aacagtcgtc
agaggtcatc
aaaaccaata
ttacageggt
tcgtgttace
caattctcta
aatgattgca
tttatatgct
taacatttaa

agtctcgcaa

atctagacca
tcgaactcce
gcaaaataga
accagggaaa
gcetttgetg
ctgecegette
gactctgtta
tccagaagca
cctacagaaa
cttgtgatta
tattggttta
cgggttetge
ttgcacccga
ccgttgaaat
caggagttcc
gtaacaacac
attctctatg
gcgettgecet
tcaaaaacgc
tctcttacat
tctatcecte
tggaccaaac
atagtaactt
tactattatg
cagttgaaaa
gaaactttta
attgttgcag
tgtcgctaca
tttcttttta

ctetgactte

ctgcecgecge
caaggatcac
ctctegectg
caccacggtt
tcttatgtgt
ttcaaccegg
acttcacctt
ttttccctac
acccttgggt
ttctttgcta
aaaaatgggg
caattacgat
cacaagccgc
tacacacaat
cgagtggtac
tttcattttt
gcctcctage
tcttactget
caataacaaa
ctctcatatt
taggacataa
tgggaagcgt
gcaacataca
gttatgacag
ccacgaaaat
catctcccac
cggtggcagt
aaaagtttca
tacagccatg

tgctcgectea

27240
27300
27360
27420
274890
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27500
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920

28980

466



cacctcactg
ttttggtgga
tttttctgea
tattatggaa
actccagcac
aatccaacct
acaatttcca
gttcttacca
ttacttagat
aatcatggta
tactttcaca
actttttget
tttccaactt
ccgcaaccaa
caatattttt
caccagaaca
gagaaaaatc
gttgcaccat
atgcacatqga
caatagcgct
acttcaacct
ctgctegata
cagcaggaac
ggcatattct
cgecetetett
cccatagtta
tccatcgagt
atgaattaaa
tgasattttc
gttcagcgge

tacccacaat

taactatagg
gaatatatga
acggcagaga
ccgactataa
ccegeacaac
ttgcegeget
cttcaacaat
taacctacta
ttgatattta
cctagaaatt
gcagtagcca
tttgttactt
atagactgga
aatatcgcqgq
gcttctattg
ccttagaaaa
agaaattcce
aatttcattt
fcatccacaa
aatagattac
aaccggcgga
tggacggeceyg
gcgcggccaa
gtttggtaaa
acgaacttgg
tcacccagca
gcacctacac
aaatgattaa
tecccagcage
atactttctc

cttcatgtet

ctcaaactge
caatggatgg
cctaaccatt
aagtagttta
tactttetct
tttaaaacge
cagcattatc
cgectgetge
atttgttctt
tcttcttcac
cagcaaccce
gcatctgegt
tecttgtgeg
cacttcttag
cttcectacg
tgcaaattcc
ccaaatttaa
ttgatatacc
gacccagagg
gaaagtgaac
gatgactgaa
cgtctcagaa
agagctcaga
acaagccasag
cccccaacga
aagtggagat
cctgctgaag
taaaaaatca
acctcacttc
catactttaa

ttcttececag

acactaaaag
tttacaaaac
atcaacgtga
gattataaca
agcagcagtg
actgtgaata
gctgcagtga
tatagaaaag
tttcttttta
catactcatt
agactgtata
atgtagcata
aattgcctac
actcatctaa
ctgtctcaac
aacaaccgtg
taatgattgce
ccctatttga
aacacattec
cacaaccccc
acactcacca
cagcgactceg
gatgtcatcc
atatcctacg
caaaaattta
actaagggtt
accctatgcg
cttacttgaa
cctcttecca

aggggatgtc

atgaccaaga

gacctcaagg
catgtgacca
cagcaaatga
ttattgtact
tcgectaacaa
attctacaac
caattggaat
acaaacataa
tttacagtat
tgtgcattta
ggagcatttg
gtectgcetgg
ctgegecacc
aaccatgcag
cccagctgece
gtcatttett
tggaataatt
ttttggctgg
cctacaaaac
actactccct
cctccaattc
cccaactacg
aaattcacca
agatcaccgc
cctgecatggt
gcattcactg
gcctaagaga
atcagcaata
actctggtat
aaattttagc

gagtccggcet

tggtcatgtc
acctggtaga
caaaggctte
gccatctace
tacaatttcc
ttcacataca
atctattctt
aggtgatcca
ggtgaacacc
atgtttgcge
cttecctatge
ttattaattt
atcccgaata
gctatactac
tatagtactc
gcttgetate
aatataatct
aatgctccca
atgcaacatc
gctattagtt
cgccgaggat
catccgccag
atgcaaaaaa
tactgaccat
gggaatcaac
ctcetgegat
cctgctacca
aggtctctgt
tctaaaccce
tceteteetyg

cagtgactcc

29040
29100
29160
29220
29280
29340
25400
29460
29520
29580
29640
29706
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780

30840

A6+



ttcaaccctg
gggttcattct
ttaaccccac
gtggatgaca
actggtcact
tgtatcaaat
attaacacct
agtgaatcta
gcatttgttt
ataaatttta
tccctcaaaa
aatgctaaag
aaagaaaact
attgacatat
cgtataactt
ctagtcacct
aacttgttta
catttaacag
gatatagaca
tcagtgatag
tgcggatgeqg
aatccgaaaa
gtcgetcege
taatagcecct
tcaaatcttt
aagcgetcca
gtttaatata
ttggcatgtg
ccaatataac

aaccctgetg

tctaccccta
ccccaaatgg
taacaaccac
ccaacggttt
ctataggttt
taggacaagg
tatggacagg
atgattgcaa
atgttatagg
ctgcagagcet
ctccacttaa
gtttcatgce
acatttacgg
ctgtcatget
ggtcctggaa
ccccatttac
tttgaaaatc
aatacaccaa
tggttttaga
ataaaaatcc
actccggagt
cggtategga
gcgactgetg
taacatcaac
gcagtaggta
gccaaaactc
aattaaatga
catattaaca
ctrcecggaac

attacaatga

tgaagatgaa
cttcacacaa
aggcggatet
tttgaaagaa
accactagga
acttacatte
agtcaacccc
attaattcta
agtatctaac
gtttttcgat
tcataaatca
cagcacgact
aacttgttac
taaccgaaga
cacaggagat
cttttactac
aattcacaaa
tctctecccca
tteccacattc
atcgggatag
ctggatcacg
cgattgtgtc
tttatgggat
tttetggtge
caacacatta
atatctgata
cgttcectcea
atctgtctgt
cacactgcca

caatgaagaa
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agcacctccc
agcecaaacqg
ctacagctaa
aacataagtg
gccggattgg
aattcaaaca
accgaagcca
acactagtta
aattttaata
tctactggta
ggacaaaaca
gectatecett
tacacagceta
gcaataaatg
gccccagagqg
atcagagaag
atccgagtag
cgcacagctt
caaacagttt
tcttttaaag
gtcatctgga
tcatcaaace
cagggtccac
gatgcgcgca
ttacaatatt
taatcgececce
aaaacacact
accatggaca
acacecgectec

cccaattcete

aacacccctt
gagttcttac
aagtgggagg
ccaccacace
gaacgaatga
acatttgcat
actgtcaaat
aaactggagc
tgctaactac
atttactaac
tggctactgg
tcaatgataa
gtgatcgcac
acgagacatc
tgcaaaccte
acgactgaca
ttattttgece
taaacatttg
cagagcgagce
cgctttcaca
agaagaacga
cacaagcage
agtgtcctga
gcaacgcatt
gtttaataaa
tgcatgacca
acccacatac
acgttggtta
cccagecatg

tecgacegtga

tataaaccca
tttaaaatgt
gggacttaca
actcgttaag
asataaactt
tgatgacaat
catgaactce
actagtcact
acacagaaat
tagactctca
tgccattact
ttctagagaa
tgettttece
atattgtatt
tgctacaacc
aataaagttt
tccececttee
gataccatta
caatctgggg
gtccaactge
tgggaatcat
cgetgtetge
agcatgattt
ctgatttcac
ccataattaa
tcataccaaa
atgatctctt
atcatgcaac
cattgaagtg

atcacttgag

30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31820
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580

32640

4168



aatgaaaaat
ttaactcete
agctggcaga
aatctggcaa
gtggtaactg
accttgtcat
ctggcagaac
ttcaagtaca
actccatcge
caagcaatgc
atgttaattt
atctctegee
caaggtgctc
taccaaaaga
ccagataatt
atccacacat
tcataatgac
aattgacatg
attatcacca
gcagtacaag
ttgggaacceg
taaaaattga
gcaataggtt
aaaaaaaaac
catcacaaga
aaacaacagc
caatccagac
aattatgett
aggagaataa
ctctaaatac

cacaaagcac

atctatagtg
aggatttaga
acaaggaaga
cagcgggtag
ggctctggtg
aatggagttg
acactcttct
accacactct
atctaatcgt
aactggattg
ttattccaaa
cccactgtgt
aacggtggct
aggagcattt
ttcagettte
tacaaacagg
aaaatatctt
coccttggete
aactgettag
cgcagaccte
ccagtaatat
ataaaagaaa
accgegetge
aagcgtcata
caagccacag
accgaaagtt
atgttagcat
aatcgtaagt
aaaatataat
acatacaaag

aagctctaaa

gcacaacata
aacatatccc
ccacgaacac
tcttcagteca
taagggtgat
cttectgaca
tegectteta
taagttggtc
tctgaggaaa
tgtttcaagc
cgatctcgca
tggtgaaaaa
tccagcaaag
tctaactcct
cagccttgaa
tcceggaggg
gctectgtgt
taagttcttc
ccagaagcecce
cccaattgge
catcgaagtt
aatttgccaa
gctccaacat
tcatagtagc
ggtctccage
cctecgeggtg
cagttaacga
atagcaaagc
tatttctctg
cctcatcagce

gtgactctce
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gacataaatg
agggaatagg
aacttacact
tagaagcteg
gtctggcgca
ttctegtatt
tcetgecget
aaaagaatgc
tcatccacgg
aggagaggag
gtacttcaaa
gcacagctag
cctccacgeg
caatcatcat
ttattcgtgt
cgcectecac
cacctgtagc
tttaagttct
ccegggaaca
tccagcaaaa
gctggaaata
aaaaacattc
tgttagtttt
ctgacgaaca
tcgaccctcg
accagcatga
gaaaaaacag
caccectege
ctgctgttca
catggcttac

aacctctcea

catgecatctt
aagctettge
atgcatagtc
ggtttcattt
tgatgtcgaq
ttgtatagca
tagcgtgtte
tggcttcagt
tagcatatgce
agggaagaga
ttgtagatcg
atcaaaagaa
cacatccaag
attacattec
cagttcttgt
caccattctt
gaattgagaa
agttgtaaaa
agagcagggg
acaagattgg
taatcaggca
aaaacctctqg
gaattagtct
gatggataaa
taaaacctgt
ataattcttg
ccaacatagc
ggatacaaag
ggcaacgtcg
cagacaaagt

caatatatat

ctcataattt
agaacagtaa
atagtatcac
tcctcacaac
cgtgegegea
aaacgcggcc
cgtgtgatag
tgtaatcaaa
aaatcccaac
cggaagaacc
cgcagatgge
atgcgatttt
aacaaaagaa
tgcaccattc
ggtaaatcca
aaacacaccc
tggcaacatec
actctctcat
acgctacagt
aataagcata
gagtttcttg
ggatgcaaat
gcaaaaataa
tcagtcttte
catcatgatt
atgaagcata
ctttgggtat
taaaaggcac
ceceeggtece
acagcgggea

atacacaagc

32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33500
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440

34500

169



cctaaactga
gaaactgcgt
cectetttete
cecgececttt
cacctcatct
<210> 3

<211> 5287
<212> ADN
<213>

<400> 3
ctatggcate

gggtatgaga
tcgagtcagyg
ggtgcgette
ggccaagtag
gcggagetta
caacttgggc
aacagtttca
tccgecatat
agtgacaaac
agtgcctegg
ggccageaca
cttttccaaa
gtaggtgtat
ttgctcttcee
ttecectcteg
ggatttgata
agaaaacaca
taaaagtttg
ggcgatgttg
taattcatct

actggtggec

cgtaatggga
caccagggaa
acggtacgtg
tagcegttaa

acatattggc

Adenovirus

tcgatccagce
cgatgggegt
gttgtttecg
agactcatcce
cagtttacca
cctttggaag
gcaaggaaaa
cattccacca
tttttgatgce
aggctgtceg
tcttettegt
aaggaggcta
gtatgcaaac
ttcacgtgac
tcactgtctt
aaggcgggca
ttgacagtgc
atttttttat
gcaatggatc
agttggacat
ggcacgattc

acctegecte

gtaaagtgta
aagtacagtt
atatceccact
ccccacagcec

accattccat

agacctecte
ccagecgetge
tcacagtgaa
tgctggtega
tgagttcgta
ttttcttgeca
cggattctgg
gccaggttaa
gtttcttace
tgteceecgta
acaggaactc
tgtaggaggy
acatgtcacc
ctggggtcce
ccggategct
tgacctetge
cggttgagat
tgtcaagttt
gcatggtctg
actcgcgtge
tcacttgcca

gaaggggttc
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aaaaatcccg
tcacttecege
aacttgcaac
aatcaccaca

ctataaggta

gtttcgeggg
cagggttcgg
ggggtgtgcg
aaacttctgt
gttgagcgce
taccgggcag
ggagtatgca
atccggttca
tttggtctce
gactgatttt
tgaccactct
gtagcgatcg
ctcttcaaca
cgctgggggyg
gtcecaggaac
actcaggttg
gectttcatg
ggtggcaaat
gttcttttce
caggcactte
ccctcgatta

attggtccaa

ccaaacccaa
aatcccaaca
gtcattttcc
cgatccacac

tattatatag

tttggacgge
tccttecagg
cectgettggg
cgcttggege
teggetgegt
tataggcatt
tetgecgecge
ttggggtcaa
atgagttcgt
acaggecctct
gatacaaagg
ttgtcaacca
tccaggaatg
gtataaaaqg
gtcagctgtt
tcagtttcta
aggttttegt
gatccataca
ttgtecegege
cattcgggga
tgcaaggtaa

cagagcctac

cacacacccce
ggcgtaactt
cacggtcgca
tttttaaaat

atag

tcctggaata
gtctcagtgt
cgcttgecag
cctgtatgte
ggcctttgge
tcagcgeata
aggaggcgcea
aaacaagttt
gtcctegttg
tctecagtgg
cgcgegteca
gggggtccac
tgattggctt
gggcggttct
ggggtaggta
agaacgagga
ccatctggtce
gggcgttgga
getectttgge
agatagttgt
ttaaatccac

ctecttteet

34560
34620
34680
34740

34794

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320

130



agaacagaaa
aaagattcce
catrtgccat
catgggatgg
ctcaaagatg
gccatatagt
ttctgttctg
ttgaaaaatg
agattctrga
aagtgtttct
gagaaggtat
acggtaagat
tacgggtaga
gtctctgace
ttcccagagt
atcattgaag
tggtacttce
gatgttgtgt
cttactgage
ccattcgtge
tgtttgtaac
gacgcaatag
gtcataggcg
gattagctgce
gagcctteet
ggaggaatgg
cttgtgcttg
gagttgtacc
tatctcgtge

catgctgacg

gggggaagtg

ggaagtaaat
tctcgagetg
gtgagtgcag
cctatgtagg
tcatgtgatg
tagacgatct
ttgaaatggg
agcttggtta
tgaatgatgt
tcttcgegat
cctagecatgt
gagtatgctt
atgactttga
tggaagtcta
agaatcttgce
gcteggttat
cctacgatgt
tcatcaaaqgg
aggtgaggat
tggtcceoggt
aaggtttggg
atgttgacga
ttgccaaagg
gtgcgaggat
ctgttgatgt
tacagacggc
tggcttccet
tttactatgt

agecectegeg

ggtctagcat
ccttatcaaa
ccagtgcgcg
aggcatacat
ttggatagca
gcgctageag
ggcgaaagat
catgaqgtag
ccagttcggce
cataacctgg
ccttccagta
agaactgatt
gagcagcettt
ggaattggta
cccgtttctet
cggcectggg
tgataacctg
ataattctat
ttaggtetgt
tcgctttaag
actgacgaaa
ggtcctgeeg
gccgetggtce
accccatcca
gagagccaat
gatggaagta
cgcagtagtc
tgacgagaaa
tgtctgcatc

ggaggcaagt

115

aagttcatcg
atagctgatg
ctcatatggg
gccacagatg
tegeececct
ccecggacec
ggcgtgagaa
acctacagag
ggtgacaagt
ttggttttte
ctecttetage
asactgcecttg
tcgtagecgaa
tttgaagtcg
gtaggcgggg
catgaaattg
ggcagctagg
gaaacgcgge
ggggtcagat
gaaggaggac
atgececgtecg
ccagcgatce
tccagagagt
ggtgtaggtt
cgggaagaac
gaactccctg
gcagegttge
tttcagtggg
ggcctgttca

ccagacctcg

ggagggtctg
ggagtggggt
ttaaggggac
tcatagacgt
ctgatacttg
aagttggtgc
ttggaagaga
tctctgacaa
acgtctaggg
ttttceccaca
ggaaacccegt
taagggcagc
gcgtgagtaa
atgtcgtcac
ttgggcaaag
cgagtgatge
acgatctcgt
gtgcctctga
aaggcgtagt
cagaggtcca
actgccattt
cacttgagtt
ttcatgacca
tccacategt
tggatctect
cgacgcgccg
acgggttgta
aagccgaggce
tcttectgtet

gcgcggceagyg

catccatggt
catctaagge
tgcccecatgg
agatgggate
ctcgcacata
gattgggttt
tggtgggtcet
agtgggcata
cgcagtagtc
gttcgcggtt
ctttgtctge
agcccttete
gggcaaaggt
aggctccetg
cgaaagtaac
gaaaaggctg
cgaaaccgtt
cgtgaggtag
gttcgagage
ctgccagtge
tttctggggt
ttatggcgag
gcatgaaggg
aggtgagaaa
gccaccagtt
agcattcatg
tctegtgaat
ctggcgattg
cgatggtggt

ggcggagete

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120



gaggacgaga
agtaggcagt
atagtacttg
tcececttggge
ttcttgecatg
cccggeggca
gccctgagaa
tgggtgaaag
teggtategt
taggcgatct
ctctegacgg
atgcccgect
atgaccacct
cgctggaaaa
catcgtctca
tagaagtcca
tccagaagac
atttcttcct
ggaggagggg
atgacctcte
cgcagagtaa
gggagggaga
gatctgateg
tcacagtcac
tctgggtett
ttaaagtagg
gcttgctgga
tetttgtage
tgcatacgtg
ctttecggega

acaaagcggt

gcgecgeagge
gtcaggagat
atctcaacgg
gctaccaceg
tttagaagcg
tggctggcag
gactcgcatg
ctaccggecec
tgacggcgge
ccgccatgaa
tggcecgcgag
cgttccagac
gggcgaggtt
ggtagttgag
gcggeatcte
cggcaaaatt
ggataagttc
caatctctte
gaacgcggeg
cgcggceggceyg
aaacaccegee
gggcgctgat
tgtcaagatc
aaggtaggct
ctgtttcttc
cagttctaag
tacgcaggeqg
agtcttgecat
tgagtccaaa
ggatggettg

ggtaagctce

tggagctgte
taacttgcat
gtecegttggt
tgcecttgtt
gtgtcgaggg
tggtacgtcg
cgcgacgacg
cgtgagcttg
ttgcctaagg
ctgctecgate
gtcgttggag
gcggctgtag
gagctccacqg
tgtggtggcg
gctgacatcg
aaaaaactgg
ggcgatggtg
ttecttecact
acgccggegq
gecgeatggtt
gcgecatctce
tatacatttt
cacgggatct
gagtacggct
ttcatctegg
acggcggatg
attggccatt
gagcegttet
tcecgegeatt
ctgtacttgg

tgtattaatg

116

cagggtcctg
gatcttttgg
ggagatgtcg
tttcattttg
cgcgcaceqqg
gcgecgegeg
cggcggttga
aacctgaaag
atttecttgea
tecttecctett
atgcgcccaa
accacggece
tggcgggtga
atgtgctcgg
cccagagett
gagtttegeg
gtgcgcacct
aacatctett
cgcacgggea
tcagtgacagg
ttaaagtggt
attaattggce
gaaaaccttt
tcttgtggge
gaaggtgaga
gtggcgagga
ccccaageat
acgggecactt
ggttgtacca
gtaagggtgg

gtgtaagcac

agacgctgeq
agggcgtgcg
atggcttgca
gacggcggtg
gcggcagggyg
cgggtaggtt
catcctggat
agagttcaac
cgtcaccaga
gaagatctee
tgagttgaga
ccacgggatc
agaccgcata
tgacgaagaa
ccaagcgctc
cggacacggt
cgcgctcgaa
cctettcagg
gacggtcgat
cgcggecgtt
gactgggagg
ccgtagggac
cgacgaaagc
gggggtggtt
cgatgctgcet
gcaccaggtc
tatcctgaca
cttectcace
gtgccaagte
cttgaaagtc

agttggccat

gactcaggtt

ggaggttcag
gggttccgtg
gctctgttge
cggctcggga
ctggtactge
ctgacgecte
agaatcaatc
gttgtecctgg
gcggeccget
gaatgcattc
tctegegege
gttgcatagg
atacatgatce
catggcctcg
caactcctct
agcccctggg
tggggetgea
gaatctttca
ctegegeggt
ttcteogttt
tgcacgcaga
gtctaaccag
atgtgttcgg
ggtgatgaaa
tttgggtecg
tctagcaaga
cgttctgeca
agctacgact
atcaaaatcc

gactgaccag

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920

4980

A7



17

ttaactgtct ggtgaccagg gcgcacgagc tcggtgtatt taaggcgcga
gtgtcaaaga tgtaatcgtt gecaggtgege accagatact ggtaccctat
ggcggtggtt ggecggtagag aggccategt tectgtagetg gagcgccagg
tccaacataa ggcggtgata gecgtagatg tacctggaca tccaggtgat
gtagtagaag cccgaggaaa ctcgecgtacqg cggttccaaa tgttgegtag

tagttca

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencla artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
gggagtttcg cgcggacacqg g

<210> 5

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<4q00> 5
gcgocgecgc cgcggagagg t

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
cgagagccca ttcgtgcagg tgag

<210> 7

<211> 214

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
gctgecgacta ctgeggecgt ctgt

ataggcgcgg
aagaaaatgc
ggcgaggtct
tcectgeggeg

cggcatgaaq

5040
5100
5160
5220
5280

5287

21

21

24

24

13



<210> B

<211> 4195
<212> ADN
<213> Aden

<400> B
tcataagact

caaatgatcc
tttcecttgte
atttccatte
tattgtgcag
tccagcagag
catcaggggg
tgatggtggce
aggggttaag
agatatcgta
cccetctgat
ggcccagatt
gggaattgga
cagagtccet
tgagtacatc
ttttctttte
cgaggggaaa
ccttgtaggg
gcgaggtatyg
agtcgatgtc
cggggttggg
aatttcgggt
ccaagacgat
gaggggtgce
cagrgagagc
aggaccagag

gtccgactge

ovirus

ctegtecate
atagagggca
cgcgegetee
aggazagatg
ggttatcaga
tcgaccteet
gtccgecatcet
gggatcatcc
aggggtgccc
gacatagagg
gcttgetege
ggtgcggttg
agagatagta
tatgaagtgg
cagggcacag
ccacagctcqg
cccgtetttt
acagcatcce
agtgagggca
atcacaggcc
caaagcgaaa
gattttgaaa
ctcatcaaaqg
cctgacatga
atagtgttcg
gteccactgec

catecttttct

tggtcagaaa
ttggatagaa
ttggeggtga
gttgtcagtt
tccacactgg
tttcttgaac
atggctaaata
aaggtcatct
cagggcatgg
ggctcttcga
acatagtcat
ggtttttceg
ggtctctgga
gcatatgact
tagtcgagag
cggttgagaa
tctgcacqgt
ttctccactg
aaagtgtcce
ccctgttecee
gtaacatcat
ggctgaggaa
ccattgatgt
ggcagcttct
agggcccatt
agtgctgttt

ggggtgacgce

118

acacaatctt
gcttggegat
tgttaagctg
catccggaac
tggccaccte
agaaaggggg
ttcecggtag
gccattcteg
ggtgggtgag
ggatgccgat
agagttcatg
ccctgtaaac
atatgttaaa
cttgcagctt
tttecctggat
ggtattcttc
aagagcccaa
ggagagagta
tgaccatgac
agagttggaa
tgaagaggat
cctctgcteg
tgtgcecccac
tgagttctte
cgtgcacgtg
gtaactggte

aatagaaggt

cttgttgtee
ggagcgcatg
gacgtactcg
tattctgatt
gcctcggagg

gagggggtct

caaatctttg
aactgccagce
cgcggaggca
gtaagtggga
tgagggggca
gatctggega
atgggcatga
ggctaccage
gatgtcataa
gtgatccttc
catgtagaac
tgecttggget
tttgaggaat
gtccacccge
cttgceggeco
gttattgata
tatgtacagt
aaaagtgaga
agggttcget
ccggtactga

ttgggggtce

agcttggtgg
gtttggttct
cgcgccacac
cgeccatcece
ggctcattgg
agcatgaact
tcaaaatagc
gcgegetcat
tacatgccac
taacatcgcece
agaagacccg
aagatggcat
ggtaagccta
tcggcggtga
cgcggttgge
cagtactctt
tgattgactg
gcattgcgeca
tgatacttga
ttcttgtagg
ctgggcatga
acctgagcgg
tctaagaatc
tctgtagggt
ttaaggaagg
cgaaaatgct

tgccgecage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620

A



gatcccactt
agagtttcat
aggtttccac
agaactggat
ccctgegacyg
gattcacgqgg
gtggaaaatt
gaccatctte
ccteggegeg
tectgagacg
tttggaggge
tgtegatgge
trtttggacgg
acegggegge
gcgcgegggt
gttgacatcc
gaaagagagt
ttgcacgtcg
ctcttgaaga
cccaatgagt
agcccecacg
ggtgaagacc
ctcggtgacg
cgettecaag
acgcgcggac
cacctecgcge
ctcttectet
gggcagacgg
gacggcacga
gtggtgactg

ttgcccegta

gagttttatg
gaccagcatg
atcgtaggtg
ctcectgeccac
cgccgagcat
atgcacctta
gaggcctgge
tgtctegatg
gcaggggcgg
ctgcggagte
gtgagggagg
ttgcagggtt
cggtggctct
aggggcgget
aggttctggt
tggatctgac
tcaacagaat
ccagagttgt
tctocecgegge
tgagagaatg
ggatctcteg
gcatagttgc
aagaaataca
cgctecatgg
acggtcaact
tcgaaagccc
tcaggtgggg
tcgatgaate
cegttetecce
ggaggctcte

ggtactccge

gcgaggtcat
aaggggatta
agaaagagcc
cagttggagg
tcatgcttgt
tgaatgagtt
gettgtacct
gtggtcatge
agctcgagga
aggttagtag
ttcagatagt
ccgtgtecct
gttgettctt
cgggacccgg
actgecgecct
gcctctgggt
caatcteggt
cctggtaggce
ccgetetete
cattcatgce
cgcgcatgac
ataggegetyg
tgatccatcg
cctegtagaa
cctcttecag
ctgggattte
ctgcaggagg
tttcaatgac
tgggtctcag
cgttgggcag

gcaaggacct

19

aggcgatgtt
gctgettgec
tttectgtgeg
aatggctgtt
gcttgtacag
gtacctgact
cgcgctttac
tgacgagccc
cgagagcgcg
gcagtgtcag
acttgatctc
tgggcgetac
gcatgtttag
cggcatgget
gagaagactc
gaaagctacc
ategttgacg
gatctcggcc
gacggtggecce
cgcctegtte
cacctgggceg
gaaaaggtag
tctcagcggc
gtccacggea
aagacggata
ttectecaatce
agggggaacg
ctctecegegg
agtgaagacg
ggacaccgcqg

gatcgtctca

gacgagccge
aaaggaccce
aggatgagag
gatgtgatgg
acggccgcag
tecetttgacg
tatgttgtet
tcgcgggagg
caggccggag
gagattaact
aacgggtceg
cacegtgece
aageqgigte
ggcagtggta
gcatgcgega
ggccccgtga
geggettgee
atgaactgct
gegaggtegt
cagacgcggce
aggttgagct
ttgagtgtgg
atctcgctga
aagttaaaaa
agttcggcga
tettecttett
cggcgacgce
cggcggcgea
cctecgegea
ctgattatge

agatccacgg

tggtctccag
atccagqgtgr
ccaatcggga
aagtagaact
tactcgcagce
agaaatttca
gcatcggeat
caagtccaga
ctgtccaggg
tgcatgatct
ttggtggaga
ttgtttttca
gagggcgcge
cgteggegee
cgacgeggeq
gcttgaacct
taaggattte
cgatctcttc
tggagatgceg
tgtagaccac
ccacgtggcg
tggcgatgty
catcgcccag
actgggagtt
tggtggtgceg
ccactaacat
ggcggcgeac
tggtcteggt
tctccetgaa
attttatcaa

gatctgaaaa

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480

435



cctttegacg

<gggcggggy
ggagggtgag
ggtggcgagg
tccecaagea
cacgggcact
gggctggaca
ggtgagggtg
tgtgtaggag
ctcggtgtac
caccaggtac

ctctgtagce

aaagcgtcta
cggctagacyg
acgatgetgce
agcaccaggt
ttatcctgac
tcttettege
agtgccaggt
gcttggaagt
cagttggeca
ttgaggcgcg
tggtagccaa

ggggctcegg

accagtcgca
ctcggteggg
tggtgatgaa
ctttgggtcc
atctggccag
ccgetetgee
ccgctacaac
cgtcaaagtc
tgactgacca
agtatgcgcg
tgagaaagtg

gggcgaggtc

120

atcgcaaggt
gttctctett
attaaaatag
ggcttgttgg
atctttatag
atgcatgega
cctttecggeg
cacgaagcgg
gttgactgtc
ggtgtcaaaq
tggcggtgge

ttccagcatg

aggctgagca
tctrctectt
gcagttttga
atacgcaggc
tagtcttgca
gtgatcccga
aggatggctt
tggtaggcce
tggtgcceag
atgtaatcgt
tggcggtaca

aggcggtggt

ctgtttcttg
cctectettg
gacggcggat
gatgagccat
tgagtegtic
acccgecgeat
gctgeacctg
cggtgttgat
ggcgcacgag
tgcaggtgeg
ggggccatcg

ageeg

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4195

136



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

Informe de Bldsqueda Internaclonal

(Anticulo PCT 13, sl como reglas PCT 43 y 44)

Referencin del solicitanie o del agents PROCEDER Ver notificacidn formulnrio PCT/ISA/220, asl como, en nio
53183AM)M1 comezponda, el panvto ’..hjﬂ
Refirencis Internacional Fecha de presentacién Intemacional Fechu de priorided (la mis amigua)
{din/men/aiia)
PCTAJS 2005/018301 24.05.2005 26.05.2004
“Soliviante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Ests Informa de Bisqueda Intemacional fue sinboredo por o Organiame de Bisqueds Intemacional y, de scuerdo con
ot articulo 14, as snviadc al aciicitanie. Se envie una cogla & ls Clicing Intamadional.

Esta Informa de blsqueda Intemacional comprende, an total, _J hojaa.

B Ademds se adunta uns copla de cada uno de los antecedenies del estado da lu thenica
mencionados en eats Informs

1. Fundamentos del Informe

a. Con respecio al idiomas, Ia bésqueds Imemacional, en tanto no se Indiqua otra cosa an este punto, fue
lsvada a cabo sobre » basa da:

B Ia solictiud Intamacional en el kiloma en que fua pressntads
La bisqueda Intemacional fus Revada a cabo basade sobre una traduccidn de la soliciud
Intemacional presentada ante 8l organismo (regla 23.1 b)).

b. Con reapacio a los nucledtidos y/o aminodcidos revalados an la soliciud Intemacional, ver campo

N*1
2. & Determinadas meivindicacionss no eran investigables (ver campo II).
3 0O Lainvencién carece de uniformidad (ver campo ll).

4. Can resgecio al titulo,
&  eo aprucha el texto preasntado por el solictante.
O ol texto fue establecido por el organiame como sigue:

5. Con respecio al msumen,
B e aprusba ol texto presantado por el soliciiants.

O el texto fue esteblecida por of onganismo, de acusrdo con I regie 38.2 b), an la venién indiceds en of
campo (V. El soliciianie puede presamntar une posicién ante el organiamo en el transcumo de un mes
a partk de Is facha del envio de esta Informe de Bisqueds Imternacional.

8.  Conrespecto a ias llustraciones
8. Con sl resumen ed debe pubicar la sigulenis figura da Las llustraciones: figum N® .
O sugeria por al solcitants.
O seleccionada por el orguniamo, dado que el mlama salicitants o suglers ninguna figura.
[0 welaccionada por ol orgeniamo, dado que esta figura caracteriza mejor la Invencidn,

b. ® con el resumen no sa publica ninguna de Ias liustraciones

Formulano PCT/ISAZ210 (hoju 1) {enero de 2004)
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. Raferanda intemadional
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
PCTAJS 2005/018301

[Campo 1:_Sscusncias de nucledtidos y/o amincicidos leo_uinuulén del Nem 1.b de In hola 1)

1~ Con respecto a cuaiquier secusncia da nuciadtidos y/o aminodcidos revelados an Ia soliciiud Intamacions) ¥
necoserios pare la Invencidn reivindiceds, la bimqueds Intsmacional fue Bevada a cabo bassda sobme:

a, Tipode materal

B  unlsiado de sacuencla
[0 tabla{s) relacionada(s) can el listado de secusncia

b. Formato del material

B enpapel
& enforma slecirdnica

¢c. Momento de presentacidn/auministro

@ contenido an ia soliciud kntemucional tal como fue prasentada
H presentado con la soficitud Intemecional an forma slacirénica
O suministredo poaterioments a los propdaitos de ls bisqueda

2. DO Adiclonsiments, en caso de qus fusran pressniadas o suministradas més de una vemsién o copla
del iisiado de secuencia y/o tabla relacionada a éstw, s suministra la declaracién requarida de que
Ia Informacién Inclulda en las coplas subsiguleniss o adiclonales as idéntica a aquelia Inclulda sn la
solicitud tl como fus presentada © no supen Is solickud tal como fue preseniada, Io que saa
upropiada.

3. Comentarics adiclonales

Formuloriv BCTASA210 (continuacidn de hojo 1 (1)) (enera 2004)



Referencia Intemacional
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACI NAL
PCTAJS 2005018301

Campo lI: Obssrvaciones acerca de porqus GOeterminedas relvindicaciones no eran investigables
jcontinuscidn del flem 2 de la hojs 1)

Este Informe de Bisqueda Intemacional no fus reallzado con respecto a aigunas melvindicaclones, segdn el artlculo
17(2)(n). por las sigulentes razonea:

1. B Rewindicacionas N*:
porque se refleren a objetos que no requiersn ser Investigados por esta autorkiad, a saber:

Si bian lus relvindicaciones 15-18 estén dirgidas a un método de tratemienio del cuerpo humano /animal,
Is bisquada se Bevd a cabo basada sobre foa efecios slegedos del compuestolcompasicidn.

2. O Rahindicacionas N>
porque 8@ refieren a partes de la Soficitud Intsmacional qua ne cumplen con {os requisitoa prescripios en
uns axtension que no parmite levar a cabo una bisquede intemadonal, especificamants:

3. [0 Reakindicaciones N*
pormque son relvindicaclonas dependientss y no estin desamoliadas an acomianza con la segunda y la
tercora frase da ia regla 8.4(a).

Campo Il Obssrvaciones por faita de uniformidad de i Invencion (continuacién del item 3 de la hoja 1)
Ests Organiamo de Blsquada Intsmacional encontrd Invenciones maltiples en esta soliciud intemacdional, & saber:

1. [ Como todes las tasas adicionales fusron sbonadas en término por ol solcliante, este Informe de
Bisqueds Internaciong! cubre todas las relvindicacionsa Investigables.

22 ([0 Comotodes las mivindicacionas investigables puaden ser investigedas sin un esfuerzo que ustifiqua una
tasa adicional, ests Organismo no solicha ningdn page o tasa adicional.

3. [J Comeo solo sigunas de las tasas adicionalea fusron ahonadas en tdrmino por ! soficitanta, oste Informe
de Bisgqueda Intamacional cubre solo aquellas relvindicacionos para los cualea fuercn abonades (sa
tasas, especificaments. las relvindicaciones N®:

4. [ Ninguna de las tasas adiclonales requerides fue sbonada an término por el solicliante. En consecuencia,
este Informe de Blsquada Intemacionst estd restringldo a la invencién mencionada Iniclatments en las
relvindicaciones; la misma esta cublerta por taa refvindicaciones N*:

Observaclonss sobre protestas O Las tasas adiclonales fusron acompafisdas por la protesia
de] wolichante

[0 Llas tasss adiclonsles no fueron acompafiadas por
ninguna protesta.

Formulario FCTASATIIO {contimmeita de hojs | (2)} (enero 2009)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACI NAL

Raferencla Intsmacionsal
PCTAJS 2005/018301

INV. C12N158681 C12NTAO1

Segin ls clasticacidn intamacional de patentes {IPK) o la clestficacion internacional la (PK
8. BITOS INVESTIGADOS

A CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
C12N702

AGTK4800

Ci2N

Materigi minimo investigada (Ssteme da casificacidn y simboios de clssificacion)

Investigado

Publicaciones Invesligadas pero no perienecieniss al maieral minimo Investgado, en tano pertenezcan & dmbito

de bisqueda aventusimente empleadas)
EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE

Banco siectronico de datos consuliado durite ia busquada Intlamadional (nombre del banco do daios Y exprasiones

C. ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES

ISSN:- 0042-8622
mencionado en la soficitud
todo eof documeanto

ORGANIZATION AND ORIGIN POF HUMAN ADENOVIRUS TYPE 11*
VIROLOGY, RAVEN PRESS, NEW YORK, NY, US
vol. 308, n* 1, 25 de sbnil de 2003 (2003.4.25), paginas 152-185, XP001153788

Categoria Deunominacion de fa publicacién, asl como, de ser requerido, Con referencia a
Indicacisn de |as piazas considensdas mivindlcacidn N*
P. X | KUHN ET AL.: “319. ColoAd1, a Chimeric Ad11p/Ad3 Oncalytic Virug for the Treatment 1-8,
of Calon Cancer” 11 M
MOLECULAR THERAPY, ACADEMIC PRESS, SAN DIEGQ, CA, US,
vol. 11, 15 de agosto de 2003 (200508 14),
pagine 124, XPO05015858
ISSN: 15250018
todo &f documento
A STONE ET AL: "THE COMPLETE NUCLEOTIDE SEQUENCE, GENOME 1-27

7" JU—

& otas publicaciones eatdn listadas on In
continuacién del campo C

IO Verfamils de patantss en el snexo

Categoriss particulares indicadsa an publicacionas

“A" publicadén que define el estado general de Ia
técnica pero no commiderads como particulgrments
Importante

8" documento entarior pero publicedo reclén a despuds
de In de la fecha de presentacidn internacional

1" publicacitn adecuada para hacer aparacer como
dudosa una nsivindicacién de prioridad. o mediente
la cual deba ser consklerada Ia fecha de divuigacién
de otra publicacién mencionada en ol informe de
bisqueda 0 que as indicada por otra mzdn pariicular
{como realtzada)

0" publicacidn que s reflsre a una mveladdn orl, a
una uliizecidn, & una exposicién o a otrss
disposiciones

“A"  publicacién reslizade antes de s fecha de

presaniacion Intemacional pero luego de la fecha de

“T" publicaciones postariores 8 las difundides on la
focha de presentacion intemacional o de la facha
de priorkiad y que no colisianan con ia soliciiud,
sing que solo ashin indicades psra mayer
sntendimiento del principio fundamants! da Ia
lnvencién g de la izoria sobre la cusl se basa

X" publicacién da particular Importancia: la Invencién
reivindicada no puede ser conskiereda, solo como
consecuencia de asta publcacién, como novedasa
© apoyarse sn una actividad invertiva

*Y" publicacidn de pariicular importancia: la Invencién
relvindicada no puede ser comiklerads como
apoyeda en una activided Inventiva cuando puede
sor melacionada con una o varlas otras
publicacionas de esta categoria y tal relacién o3
notoria pam un especlalista

"&" publicacién que es miembro da la misma familia

NI - 2280 HV Rijswik
Tel.: (+31-70) 340-2040: Tx: 31651 spo 0l
Fax: (+31-70} 340-3018

ad reivindicada _L
Fechs de finalzacién de ls bosqueds Intamadional Fecha de snvia del Informe de Bisquada Intemacional
___10de agosto de 2008 . 29.08.2006
Nombres y Cadigo Postal de IBA Funcionwrio Apoderado
Eurcpsan Patent Office — P.B. 5818 Patentiaan 2 Donath, C

“Formulario PCT/AISA/ZL0 (hajn 2) (enero 2004)

Haja 1 do 2
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACI NAL

Categoria

[C. (continuscion) __ ANTEGEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES

Referencia Intamacionat
PCTAUS 2005/018301

Denominacién de la publicecién, asl como, de aer requeride,
indicackén de s plazes consideradans

A

Con referencla a
relvindicacion N°

ME! Y-F ET AL.: "Comparstive analysis of the genome organization of humen
adenovirya 11, a member of the human adenovirua species B, and tha cammonly used
human sdenovirus 3 vectar, 8 mamber of species C*

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, SOCIETY FOR GENERAL MICROBIOLOGY,
SPENCERS WOOD, GB,

vl 84, N"® PART 8

sgosto de 2003 (2003-08) pdginas 2081-2071,

XP002249517

ISSN: 0022-1317

mencianado en Ia soliciiud

todo &l documento

YAN WEN ET AL.: "Deveiaping novel ancalytic adenovirussa through bioselection”™
JOURNAL COF VIROLOGY

vol. 77, N° 4, febrero de 2003 (2003-02)

paginas 2840-2650, XPOD230447%

1SSN; D022-338%

tockc of documento

HERMISTON ET AL . "Armed tharapeutic viruses: Siralegies and challenges o enning
ancalytic viruses with therspautic genes”

CANCER GENE THERAPY 01 DEC 2002 UNITED STATES

val, §, N* 12

1 de diclembre de 2002 (2002.12.01),

papinsa 1022-1035, XP002384972

I88N: 0920-1003

todo of documenia

HERMISTON ET AL.. "The discovery and daveiopment of selectively repiicating
edencvirvess a8 anticancer sgents”

TUOR TARGETING 1099 UNITED KINGDOM,

val. 4, N° 4, 1960, pdginas 218-224

XP00R0T0508

ISSN: 1351-8488

Iodo el documento

127

1-27

1-27

1-27

“Formulnrio PCT/ISAZZI0 {continuacion de haja 2) (cnera 2004)
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' _PATENT COOPERATION TREA{ _!

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rilles 43 and 44)

IWIdwﬂﬁlm FOR FURTHER e Fomn PCTIGARZD
53183AWOM1 i ACTION . ) as well as, where applicable, liem & below.
inemational application No. Intemational fiting date (dayMoniyear) (Earieat) Prioftty Dain (daymontivyear)
PCT/US2005/018301 24/05/2005 26/05/2004

| Bk

SCHERING m:msasmmn

“This intemational search IIII:!HImM wmmwl Il'arllﬂlllllbllloapm
mbmw A'gythmmmwmmmu ’

" Thisntamalional search report conslsti of atotal of ____*5 - sheets.
It s also accompanied by a copy of each prior art doourhent ofted i this report.

‘l Mol’l.ml
[ mmuummumm“wummmw

the Intarnafional applioation in the language in which k was flad

tranaiation of the intamational appicaiion into , which ls the language
: D ;-mmuhmymmmm 12.ﬂl)ll'lllﬂ.‘ltb”

b @] mmhmmmmﬂmdmdhmmmma&mh.

2 . Certain olakms wirs found unsearchable (Bee-Bax No. If)
[ Unityof invention is tacking (see BaxNo 1)

4. With regard o the titls,
“x] hmbwumwumt
M ummmmmwmmum-m

5 wmumuumm '
= . umuwamwhm

" the Wt has been estblished, according to Rule 38.2(b), by this Autharity ltmiiammu.wmq:m
D myﬂhmnmhhmhahdn::lgdlh h’ﬁ?ﬂmﬂmﬂhmwlmbbﬂm

6. Mﬂi‘mrdbhdrmhp.
.2 e igurs of the drawings 1o bis published wit the abstract s Figure No.
'[]  assuggesied by the eppicent
.E| umwunmmmmmmbmam
[]  asdsiacted bythis Authoty, becauise this Sgure bistier characterizes the Invention
b [X] mdmmunumummum :

Fom Pcmmwtmtmt) ™ 2005)



INTY — JATIONAL SEARCH REPORT T T ————me—
[ PCT/US2005/018301

CIZNJ/01  C12N7/02 AG1K48/00

N CCToRIE B

‘ MDWMMMWIDM“MHN

CIZH mm mmmwmm

[ Elncironic data base chnmulted during hhe iamational saarch (name of dafa base and, where praciion, search iarms Used)
EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE

1= ﬂmummwﬁﬂn inlemational

| documen auﬁhﬂﬂm .ﬁ‘!‘.ﬂ"’""‘-ﬂu

e mmhmﬂmnm extibition or

L -Mwmhhlm fling dixto but

_q. mmmnmmnmm .
. [ cumgony mummmmmﬂ.dwmn—- Relsvart 0 cladm No.
- I’-.* KUHN ET-AL: "319. ColoAdl, a Chimeric - 1-6,
: Ad11p/Ad3 Oncolytic Virus for the _ : 9-11,24
Treatment of Colon Cancer™ ,
MOLECULAR THERAPY,. ACADEMIC PRESS, SAN
DIEGO, CA,, US,
vol. 11, 15 August 2005 (2005-08-15), page
124, XPD05015658
ISSN 1525-0016
the whole document ]
—f—
; mmmm:n-uhm confinustion of o C. D a-p-n-wnnn _
| Geocil cxtageries of ched domuments : T “ ofler i s
T e— .....s:.... "-""ﬂi."'m*'-'.,..,"'”ﬂl_,.."a

* Sttt e
mmmnmmhm-
M.ll-n m I'milll

v iy’ invaniiva” stap whan tha

e S S

- mmdﬁmyﬂum

Iﬁbdulﬂmuhmm mcmdnmmm .
10 August 2006 : 29/09/20.06 )
mwmmdhﬂ . Authortoad officer
Punan:.rn.mapuﬂmz _
N~ 2880 HV T _
LT D Saauth 311 opon Donath, T -

mmmnhhummm
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CT/US2005/018301

mrm)nmoml. SEARCH REFORT Q,_‘ p—

qcm;. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

-w Caation of doourrent, with indication, mmdumm

RAeloverd io cieim No.

A STONE D ET AL: “THE COMPLETE NUCLEOTIDE

~/(. . SEQUENCE., GENOME ORGANIZATION, AND ORIGIN
OF HUMAN ADENOVIRUS TYPE 11"

VIROLOGY, RAVEN PRESS, NEW YORK, NY, US,

vol. 309, no. 1,

.25 April 2003 (2003-04-25), pages 152-165,

XP001153788

ISSN: 0042-6822

cited in the application

the whole document

A ‘MEI Y-F ET AL: "Comparative analysis of
the genome organization of human
adenovirus 11, a member of the human

| adenovirus species B, and the comnonly
v .used human adenovirus 5 vector, 2 member
A of species C"

-GENERAL MICROBIOLOGY, SPENCERS Wo0D, 6B,
vol. 84, no. PART 8,
August 2003 (2003-08), pages 2061~2071,
XP002249517
ISSN: 0022-1317
¢lted tn the application

- the whole document .

A | YAN WEN ET AL: “Developing novel
oncolytic adenov1ruses through
bioselection.”

9/’ . JOURNAL OF VIROLOGY,
"vol. 77, no. 4, February 2003 (2003-02).

pages 2640—2650 XP002394479
'ISSN: 0022-538X
the whole document

A " “"HERMISTON T W ET AL: “Armed therapeutic
viruses: Strategies and challeriges to
arming oncolytic viruses with therapeutic
;|  genes”

"-CANCER GENE THERAPY 01 DEC 2002 UNITED

STATES,

vol. 9, no, 12,

1 December 2002 (2002-12-01), pages

1022-1035, XP002384972

ISSN: 0929-1903

.the whole document

h———

{A - | HERMISTON T ET AL: "The discovery and
development of selectively repTicating

. adenoviruses as anticaricer agents”
;TUMOR TARGETING 1999 UNITED KINGDOM,

1 vol. 4, no. 4, 1999, pages 218-224,

| - XP009070596

. ISSN: 1351-8488

the whole document

=Y

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, SOCIETY FOR _

1-27

1-27

1-27

'1727

1-27
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{ J (" T inwmational appilcation No. -
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/018301

"Box 1 Observations whare certaln claime wers found unssarchable (Continustion of ftem 2 of firet sheet)

This International Search Raport has not been estabishad In respact of cartaln claims undar Article 17(2)(a} for the following reasona:

1. m Claims Noa,: . _
becatse they relate fo subjact matier not required to be esarched by this Authority, namaly:

Although claims 15-18 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2 D Clalms Nos.: . .
beoauso ey relais to of the Imemaiional Apploation that do not comply with the preecribed requiremants to such
an axient that no Inkernational Boarch can be carried out, .

a"D MMnWMnmnnﬂmhmwﬁlhmmmmdmm.

| Box ™ Obissrvations whers unfty of verion I lecking (Contrstion of fiam 3 of firet sheet

This Intemadional Searching Authorly found multiple inventions in this inlsmationat appiloation, as follows:

1. D Asal M.mwwm-mpﬁwﬁmW|mmwmm

2.-[ ] Asiat-sedrohapieclairie could be searohed without effort ustlying an ackSitionai 19, this Authortty dic ot invite payment
- of-eny additioneiee. . L

A3 of the required-adiditonal saerch fees jaci by the apgiicant, this (ntemational Basroh Rsport
. Ml:‘:mmm.:hrmnnmpﬁ mllm;,ﬁ%-_ wplicar,

[ ] e protest accorpaniixs the payment of adciional agarch feed.

“Form Pcrmmm&ﬁmm)mmmn
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LY

w, Intemational npphﬂm No.
INTERNATT NAL SEARCH REPORT PCT/US2005/018301

Box No.)  Nucieotide and/or amino acld sequence(s) (Continuation of e 1.b of the first she

Whth regard io any nuclsofide and/or amino atid sequence disciosed In the international application and necessary o the ciaimed
. Inventfon, the intsmnational ssarch waa carmied out on the besis of:

a.  iype of materal

a soquence lstng
[[]  taiefs) retataci o e sequence stng

b. formatof maierial

[X] onpeper

[X] wescronicom

c. time-of ing/lumishing
[X] comatned in o immational appication as fied
fied togethey with the iriermational appicalion in eleckonis form
] mmwmmuumum

2. ' |u:|||m| the case that riore than ane version’ copy of § mmmm has been fled
D~ :mm"momq:m m{:m:lbnlnl:morm 'amuuunm
q:ﬂhdbnuilladordnumtpm muﬂummm

8.  -Addiional comments:

Form PCTABA/210 (contisation of firet shaet (1)) wuaoos)



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

EN MATERIA DE PATENTES
Del ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNAGIONAL PCT
A INFORME ESCRITO
ver formutaric PCTASA/220 DEL ORGANISMO DE
BUSQUEDA INTERNACIONAL
(regla PCT N° 43b/a.1)
[Facha de envio (dia/mes/aia)
ver formulario PCTASA/210 (haja 2)
[Referencla det Solicitame o Agente "PROGEDER
Var abajo, punto 2
ver formulanio PCTASA/220

Referencia Imamacional Fecha de Presentacion Intemnacional | Fecha ¢a Prioridad
(dlfeimes/ano) {dis/mes/afio)
PCTAIS 2063/018301 ___24.05.2008 26.05.2004

 Clasiicacian Intemecional de Patsntes {IPK) o csstcacion nacional 8 IPK

INV. C12N15/301, C12N7R01, C12NTA2, ABTK4800

[Solicitante

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT

Ests Informs contiene Indicacionas acerca de los sigulantss punios:

& CampoiN°I Fundamento del informe

B CampoN'Il Prioridad

O CampoN*mt No reafizacién de dictamen siguno sobre novedad, aclivided Inventiva y aplicablided
Industriai

O CampoN'IV Falta de uniformidad de la invencidn

B CempoN'V Declaracidn fundada segdn regia PCT 43bis.1(a){l) con respecto & la novedad, Ia

activiiad inveniiva y |a splcabllided industrial; documentos y aciaraciones destinades &
apoysr esta rasolucién.

i@ CampoN'VI Documentios especificos axpusstos

[0 CampoN°VIl Falenclas especificas de Ia solicitud intamacional

O CempoNeVil Observacionss sspaciicss a la soliciud inismacionsl

PROCEDER

Cuando se sclicita un Examan Preiminar intermnacionsl, este Informe as véilido como informe escriio del
organismo encargado de In imgquada intamacional ((IPEA™); asio no as asl cuando, segln Ia regin B8. 1his(b), o
soliciante elige oiro organisma distinta a esta coma |PEA y el IPEA slegkio informd a [a Oficina intemacional
que los Informes ascritos de este organismo de hisqueda intemacional no sarin reconacidos.

Cuando esia informe es vilido como Informe escrito de IPEA, tal como aatd previsto aniba, of solichante ea
Imimado a presertar ants IPEA una posicidn por escrito, y cuando comesponds, medificacionss, en el plaza de 3
meses a partir de is fecha en la gue fue remitido el formularo PCTASAR20 o en o plazo de 22 meses & partir
de la fecha de prioridad, segin ol plazo qua venza mia tarde.

Pam otrms opclones, ver formulario PCT/ISAZ220.

Pam otros detales, ver Iaa instrucciones del formulario PCT/ISA/220.

Nombre y Direction Poatal ol 1SA Funclonario Apoderado
Oficina de Patentes Europan
D - 80298 Munich Donath, C
Tel.; +49 89 2389 - O0; Tx: 523838 epmu d
Fax; +49 80 2380 — 4485 Tel: +49 89 2399-8710

Farmulario PCTASA/237 (cardwin) {enern 2004)

1%



INFORME ESCRITO DEL Refarencia Intemacionsl
ORGANISMO DE BUOSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US 2008/018301
“Campo N°1 Fundamento del informe

1.

Con respecto al kiloma, &l Infarme fue confecclonado, basada sobre Ia sokicitud internacional, an el idioma an
que fue presantada, en tanio en eats punto no se Indque otra coss.

2
0O

La solickud imemadonal en el kioms en que fus preseniada

£l informe esth basado sobre una traduecién del idioma original al sigulanta idioma, al que se trata del
idioma da s traduccién pressniate a los efectos da la bisguada Intamacional {asgin Ias reglas 123 y
23.1b).

Con respecio a la secuencia de nucledtidos y/o amincicidos reveinds an la solictiud Internacional ¥
requerica para la lnvencidn reivindicada, ol iInforme fus confecclonado sobre ta sigulente base:

Tipo de matarial

O [Isiado de secusncizs

[0 tabies dal lisiado da secuencias

Forma del matarial

O enforma eacrita

0 enforma legible por computadoma

Momento de la preseniacién

[0 comprendido enla prasentacion Inlamacional tal como fue presentada

[0 preseniado, junto con Ia solicitud Internacional, an forma legible por computadora

O suministrado posteriorments ara el organismo a los efectos de la bisqueds

3. 0O Hsblendo presamada méis de una version o cople de un protocoto da sacusnciss yo la tabla
comaspondlents s& deben presentar adicionaiments las declaraciones requeridas de que (s Informacién
da les coples presantades postsriorments o adicionales coincide con la varsldn originet de la solicitud o
Gus no la supers.

4. Observeciones sdiclonalas

Campo N°11 Prioridad

1. B Nofue considerads is vaikier de la reivindicacién de priorided porque ol Organiame de Bdsqueds
Intemacional no estaba en posesiin de una copla de (s sollclud anterior cuya relvindicacin fue
raivindicada o, cuanda es requerkda, de una traducclén de tal salicitud antsrior. Da cusiquier forma, ssie
informe fue confeccionado asumiendo qua el dato relevents e3 la fecha de priorkiad reivindicada (reglas
34bia.1 y 84.1).

2. [O Esteinforme fue confeccionado como sl no se hublera rslvindicado una priorkiad, debido al hecho da que

3

sa conakierd no valida I reivindicacidn de prioridad (reglas 43bis.1 y 584.1). En consecuencia, a los
propdslios de aste informe, Ia fecha de presantacién indicada arriba a3 comskierada Ia fecha relevants.

Obsoervaciones adicionales, sl cormesponden:

Formularky PCT/ISA/237 (erwro 2004)
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INFORME ESCRITO DEL Referencla Intemecional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US 2008018301

“Campo W'V Rasglucién fundada sagiin regla FCT 4300-1(a}{l) con respecto & (s noveded, Ia actividad
Inventiva y la aplcabliided Industrial; documentos y aclaracionss destinadas a apoyar ssta

reaolucién
1. Reaolucién
Noveded S| Relvindicaciones: 1-27
No Reivindicaciones:
Actividad iventive :In RsMndluldon-E 1-27
Aplicablliiad Industrial 8| Relvindicaciones: 1-27

No Reslvindicaclones:
2. Documentos y aclaracionss:

ver hoja adjunts

“Campo N°VI___ Antecedentss definkios mencionados

1-  Documentos definidos publicados (reglas 43bi3.1 ¥ 70.10)

ylo
2. Revelaciones no sacritas (regias 43ba.1 y 70.6)
ver formulario 210

"Campo N” Vill__Observacionea definldes achre Ia solicitud Intamacional

Sa efeci(an las sigulenies observacionss scerca de la clarided de las relvindicacionas, descripcldn a fustracionas o
de la cuastién ds sl 1as relvindicaciones estin complstaments apoyadas por la descripcién:

ver hoja adjunta

Formulerlo PCT/ISA/237 (enero 2004)
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INFORME ESCRITO DEL
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PTG 2008016301
(HOJA ADJUNTA)

Con respecto al [tem V
Resoluclén fundada segin regla PCT 43bis.1(a){l) con respecto a la novedad, la actividad

inventiva y la aplicabllidad Industrial; documentos y aclaraclones destinadas a apoyar
esta resoluclén

1. Se mencionan los siguientes documentos:

D1: YAN WEN ET AL.: "Developing novel oncolytic adenovirusss through biosslsction”, JOURNAL OF
VIROLOGY., vol. 77, N° 4, fabrero de 2003 (2003-02), péginas 2640-2650, XP002384478, ISSN: 0022-538X

D2: HERMISTON ET Al.: “Amed therapeutic viruses: Siratagies and chaflenges to arming oncolytic viruses
with therapeutic genes”, CANCER GENE THERAFY 01 DEC 2002 UNITED STATES, vol. 0, N° 12, 1 da
diciembre de 2002 (2002.12.01), piginas 1022-1035, XP002384872, ISSN: 0020-1803

2. La presente solicitud internacional se refieres a adenovirus quiméricos oncoliticos. Tales
adenovirus oncollticos inciuyen una regidn E2B que comprende secuenclas de écldos
nucieicos derivados de de dos serotipos adenovirales diferentes, clasificados dentro de los
subgrupos B a F. Ademids, ia presente solicltud Internacional se refiere a un método para
el alslamlento de tales adenovirus quiméricos oncoliticos, as! como a métodos para la
inhibicion del cracimiento de una célula cancerosa mediante el uso de de tales adenovirus
quiméricos oncollticos. A la luz de los documentos mencionados en el Informe de
Busqueda Internacional, el objeto de las relvindicaclones 1-27 de la presente sollcitud
intemacional son considerados novedosos (articulo PCT 33(2)).

3. El estado de ia técnica mds cercano para evaluar el objeto de las reivindicaciones 1-27 de
la presents solicitud intemacional es el documento D1.
D1 describe mutantes de adenovirus humanos (Ad5) con actividad oncolitica aumentada.
Dos mutantes, ONYX-201 y ONIX-203, fueron purificados en placa a partir de un conjunto
de AdS mutados &l azar que fueron pasados repetidas veces en la linea de céncer celular
colorectal humano HT28. Ambos, ONYX-201 y ONIX-203, contienan siete mutaciones de
pares de base simple cuando son comparados con AdS5, cuatro de los cuales son comunes
entre ONYX-201 y ONIX-203. La mutacién en el nucledtido 8352, compartida por ambos
virus mutantes, fue observada como esenclal en los fenotipos observados. Esta mutacidn
fue mapeada en la reglén Liider de la mayor transicidn tardia, resuitando en el
truncamiento de 21 aminoacidos del término C de la protelna i-lider.
En el estado de la técnica no se dan Indicaciones de un adenovirus quimeérico oncolitico
que incluya una regién E2B que comprende secuencias de écldos nucleicos derivados de
dos serotipos adenovirales clasificados dentro de los subgrupos Ba F.
Ademas, también D2 resume resultados clinicos normales con virus oncollticos selectivos
a replicacion, referidos a adenovirus que poseen tanto mutaciones en la reglén E2A como
supresiones en la regién E1B y/o E3.
En consecuencla, ninguno de los dos documentos menclonados en el Informe de
Biisquada Internaclonal puede inducir a un experto a desarrollar un adenovirus quimérico
oncolitico que Incluye una regién E2B que comprende secuencias de dcidos nucleicos
derivados de dos serotipos adenovirales diferentes clasificados dentro de los subgrupos B
a F, como se reivindica en la presente solicitud internacional,
En consecuencia, 5e reconoce una actividad inventiva para las reivindicaciones 1-27 de la
presente solicitud internaclonal {(articulo PCT 33(3)).

Con respecto al item VI
Antecedentes definildos menclonados

KUHN ET AL.: *319. ColoAd1, a Chimeric Ad11p/Ad3 Oncolytic Virus for the Treatment of
Colon Cancer", MOLECULAR THERAPY, ACADEMIC PRESS, SAN DIEGO, CA, US, vol. 11,
15 de agosto de 2005 (2005.08.15), pagina 124, XP005015658, ISSN: 1525-0016

A pesar de que el documento precedente no Integra el estado de |a tdcnica en el sentido de la

regla PCT 64.1(b), el mismo parece revelar todas las realizaciones de las reivindicaciones 1-8,
9-11 y 24 de la presente solicitud Intemnacional.

Formulario PCT/AISA/2Y7 (hoje adjuma} (haja 1 XEPO - enero 2004)
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Con respecto al item Viil
Observaclones definidas sobre |a solicitud Intemmacional

1. Con respecto a ias relvindicaclones 15-18, asl como en lo que concleme a métodos /in
vivo, Informamos que en el caso de una solicltud europes tales relvindicaclones no son
permitidas porque “métodos de tratamlento del cuerpo humana/animal mediante cirugla o
métodos de terapia y diagndéstico practicados an el cusrpo humano o animal no son
consideradas invenclones susceptibles de aplicaclidn Industrial®,

Formulario PCTASA/7 (hoja adjunta) (hoja IXERQ - enero 2004)
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. Box No.! Basls of the opinion

. \Mth regard to the language, thia opinion has been sstablished on the basis of:

B the intemational application in the language in which It was flled

O atranslation of tie intemational eppiication into , which le the language of a transiation fumished for the
purposes of intemational aeamh (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

. With regéard 10 any nucleotide andbumlno scld lequoneedncloud In the Intemational appllcmbnlmd
- necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material: ¢
a sequence listing _
O table(s) related to the sequence fisting
b. format of materiel:
B onpaper
‘B In electronic form
'c.ﬂmeofmnmumlahmg:
" B contaied in the intsmationa! applcationas fiied
= mmmmalmmmmwmnlnammcm
O fumished.subssquently to this Authority for the purposes of ssarch.

. O Inaﬂdlbn.hhomohﬂmmhmmonmbnormpydamnsﬂngandbrmbbmngmm
has been fifed-or fumished;. the required statements that the informstion In the' subsequent-or additional
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-doeomthavomﬂnpommampydﬂwuﬂarapplmﬂonvdmeprﬁdtyhmbomdaﬁmdor.whm
required, a translation of that edriler.application. Thils opinion hasnﬂverlheleaaboonuhblhmdonme
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has been fourd invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the puiposes.of this oplnbn. thelntamaﬂonal
filng date indicated above is conskisred to-be the relevant date:

: i\ddl_lbnal observations, If necessary:
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Box No.V Reasoned ul:hmont under Rule 43bis.1(a)(T) with regard to novelty, Imnﬂvo step or
Industrial applicabliity; ciistions and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-27
No: Claims
inventive step (I6) Yes: Claims 1-27
No: Claims
Industrial appiicability (1A) Yos: Claims 1-27
No: Claims

2; Chatibns and explanations
see ssparate sheet

1. Certair published documents (Ruls 4351 and 70.10). -
and /or A _ .

2 Non-writien disclosures (Flules 435is.1 and 70.9)
800 form 210

BOR No. VII eeltlln ohlll'vdblll on the Inhmﬂ:lol'lll Wm

mmllowmohaorvutbnaonﬂladmwofmodalma. deaorhbn.mdmoronmemulhnwhemerﬂn
:elnlmmmnysupportedbyﬂndewwm.mm _

see separate sheet

Form Pcrmm (Apri.2005)
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Re liem V _
Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or industrial applicabliity;
Itations and explanations supporting such statement

1. The following documents are cited:

D1: YAN WEN ET AL: "Developing novel oncolytic adenoviruses through
bioselection." JOURNAL OF VIROLOGY, vol. 77, no. 4, February 2003 (2003-
02), pages 2640-2650, XP002384479 ISSN: 0022-538X
 D2: HERMISTON T W ET AL: "Armaed therapeutic viruses: Strategies and
challenges to arming oncolytic viruses with therapeutic genes” CANCER GENE
_ THERAPY 01 DEC 2002 UNITED STATES, vol. 9, no. 12,1 December 2002
(2002-12-01), pagés 1022-1035; XP002384972 ISSN: 0929-1903:

.2.. The present Intemational application concerns oncolytic chimeric adenoviruses. Said
chimeric adenoviruses comprise an E2B region which comprises nucleic acid
‘sequences derived from two different adenoviral serotypes classified within the
subgroups B through F. Furthermore, the present Intemational application refers to a

_-method for isolating said oncolytic chimeric adenovirus as well as to methods of

" inhibiting growth of a.cancer cell by the use of sald oncolytic chimeric adenovirus.
in view of the documents cited in the: Intemational Search Report the subject-matter
of claims 1-27 of the present intemational-application has to be ragardod as belng

.new {Article 33(2) PCT).

3. The closest prior art to evaluste the subject-matter of claims 1-27 of the present
" intemational application Is document Dt.

‘D1 describes mutants of human.adenovirus 5 (Ad5) with enhanced onc lytic activity:

*Two mutants, ONYX-201 and ONYX-203, were plaque purified-from a poolof -

, randomly mutagenized Ad5 that wes repeamdly passaged in the human colorectal

' cancer cell fine HT29. Both ONYX-201 and -203 contain séven slngle-base—palr
miutations when compared with Ad5, four. of which were common between ONYX-201

"and -203. The mutation at nucleotide 8350, shared by both mutant viruses, was’
shown to be essential for the obsesrved phenotypes. This mutation was mapped to
the i-leader réglon of the major late transcription unit, resultirig in the tnincation of 21

mquMthmﬁmumy
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AUTHORITY (SE_PARATE SHEET) PGTIU8200510_1_ 8301

amino acids from the C terminus of the i-leader protein.

In the prior art no Indication has been given for an oncolytic chimeric adenovifus
comprising an E2B region which comprises nucleic acid sequences derived from two
different adenoviral serotypes classified within the subgroups B through F.
Moreover, even. D2 reviewing current clinical results with replication-selective
oncolytic viruses refers to adenoviruses. having elther mutations in the E1A region or

deletions in/of the E1B or E3 region.
Thus, none of the documents cited in the international-Search Report wiil prompt the

skilled person to develop an oneoiyﬂc chimerc adenovirus comprising an E2B region
which comprises nuclelc acid sedquences derived from.two-different adenoviral
serotypes classified within the subgroups B through F as claimed in the present

International application.
Therefore, an inventive step has to'be acknowledged for claims 1-27 of the present

intemational eppl'cehon (Article 33(3) PCT).

Certaln documente-elted

KUHN ET AL: "319. CoIoAd1 a Ghlmerlc Ad11p/Ad3 Onoolyﬂc Virus for the Treﬂment of
. Colon Cancer" MOLECULAR THERAPY, ACADEMIC PRESS,.SAN DIEGO, CA.. US; vol.
11, 15 August 2005 (2005-08-15), page 124, XP00501565_& ISSN:.1525-0016

" Although the above document does not constitute prior art wlthln the meaning of Rule
'64.1(b) PCT, the docuinent appedrs to disclose all features-of claims 1-6,9-11 and. 24 of

the present lntematlonal appllcaﬂon
Certain observations:on the International application
1. With respect to. elalms- 15-18 and insofar as In v.lv0 méttiods are concerned you are

already informed that in case. of an European appiication said claims are not
allowable because, "methods of treatment of the human. or animal body by surgery or
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therapy and diagnostic methods practised on the human or animal body shall.not be
regarded as Inventions which are susceptible of industrial application.”

. Form PCTASA/237 (Separxie Sheet) (Sheat 3) (EPO-Api 2008)
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PCT

PATENTE DE INVENCION ’// MODELQ DE UTILIDAD [ ]

Indicacién de que se solicita la concesién de una patente l]/
Datos de identlficacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencién /]/
Dibujos de ser estos pertinentes

Compmban?gago de las tasas establecidas [/]/

L L L 2 & 2

COMPLETA [ INCOMPLETA [ }

DISERO INDUSTRIAL [ ']

¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio industrial [1

9 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ }

¢ Representacién gréfica y fotogréfica del Diseflo Industrial 0 muestra del [1
material que incorpora ef disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacion grafica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ INCOMPLETA
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Fecha Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 38208 40
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Bogot4,
2020

Doctor(a)

RAISBECK J. IAN

Apoderado({a) y/o Representante de
SCHERTNG AKTIENRGESELLSCHAFT

REFERENCIA Radicacisn No. 06 127751
Solicitud internacional PCT/U82005/018301
Fecha inicio fase naciomnal 26/12/2006

Trémite 11

BEvento 378

Actuacién 430

oficioc No. ~bduvv1813

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifn 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {Art. 26-k)
Decieldn 486.

2. No cbstante haber allegado copla tanto del poder como del documento que acredita
la existencia y representaciSn legal de la socledad solicitante, debe allegar la
legalizacién de los mismos, de conformidad con el articulo 259 del CSdigo de
procedimiento Civil, o en su defecto, legalizados a través de la apostille.

En cumplimlento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le

requiere para que dentro del término de dos meses sigqulentes a la fecha de

notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.

En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
. considerari abandonada y perderi su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quinto titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

El anterior requerimiento fue notificado por fljaciém en 1lista de

fecha n gm mr

adpalo



