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VECTORES VIRALES PARA EL SUMINISTRO DE NEOANTIGENOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales
estadounidenses n.° 62/425,996, presentada el 23 de noviembre de 2016; 62/435,266,
presentada el 16 de diciembre de 2016; 62/503,196, presentada el 8 de mayo de 2017; y
62/523,212, presentada el 21 de junio de 2017; cada una de las cuales se incorpora en su
totalidad a la presente mediante referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se presenté a través
del sistema de presentacién electronica EFS-Web y se incorpora en su totalidad a la
presente mediante referencia. Dicha copia de ASCII, creada el 27 de diciembre de 2017, se
denomina 38804PCT_CRF_sequencelisting.txt y tiene un tamano de 467.920 bytes.

ANTECEDENTES

Las vacunas terapéuticas basadas en neoantigenos especificos del tumor son muy
prometedoras como una nueva generacion de inmunoterapia contra el cancer
personalizada. -3 Los canceres con una carga mutacional elevada, tales como el cancer
pulmonar no microcitico (NSCLC) y melanoma, son dianas particularmente atractivas de
dicha terapia dada la probabilidad relativamente mayor de generaciéon de neoantigenos. 4°
Las pruebas preliminares muestran que la vacunacién basada en antigenos puede provocar
respuestas de linfocitos T® y que la terapia celular dirigida a neoantigenos puede producir
regresion tumoral en determinadas circunstancias en pacientes seleccionados.”

Una pregunta para el disefio de vacunas de neoantigenos es cual de las tantas
mutaciones codificantes presentes en tumores de sujetos pueden generar los «mejores»
neoantigenos terapéuticos, p. €j., antigenos que puedan provocar inmunidad antitumoral y
producir regresion del tumor.

Se han propuesto métodos iniciales que incorporan analisis basado en mutaciones
mediante el uso de secuenciacion de nueva generacién, expresion génica de ARN y
prediccién de afinidad de union a MHC de péptidos de neoantigenos candidatos®. Sin
embargo, estos métodos propuestos pueden fallar en modelar la totalidad del proceso de
generacion de epitopos, que contiene muchas etapas (p. €j., transporte de TAP, escisidon
proteasomal y/o reconocimiento de TCR) ademas de la expresiéon génica y union a MHC?.
Por consiguiente, es probable que los métodos existentes tengan un reducido valor
predictivo positivo (PPV) bajo. (Figura 1A)

De hecho, los andlisis de péptidos presentados por células tumorales realizados por



10

15

20

25

30

multiple grupos han mostrado que <5 % de los péptidos que se predice que se presentaran
utilizando la expresién génica y afinidad de union a MHC se pueden encontrar en el MHC
de superficie del tumor'®'" (Figura 1B). Esta baja correlacion entre predicciéon de unién y
presentacion de MHC se reforzé aun mas mediante las observaciones recientes sobre la
falta de mejora en la exactitud de prediccidn de neoantigenos con unién restringida para la
respuesta inhibidora del punto de control sobre la cantidad de mutaciones solamente.?

Este bajo valor predictivo positivo (PPV) de los métodos existentes para predecir la
presentacion representa un problema para el disefio de vacunas basado en neoantigenos.
Si las vacunas se disefian mediante el uso de predicciones con un bajo PPV, la mayoria de
los pacientes tienen pocas probabilidades de recibir un neoantigeno terapéutico y aun
menos tienen la probabilidad de recibir mas de uno (incluso asumiendo que todos los
péptidos presentados son inmunogénicos). Por lo tanto, es poco probable que la
vacunacion con neoantigenos con los métodos actuales tenga éxito en una cantidad
sustancial de sujetos que tienen tumores. (Figura 1C)

Adicionalmente, los enfoques anteriores generaron neoantigenos candidatos
usando solamente mutaciones de actuacidén en cis, y en gran medida descuidaron la
consideracion de fuentes adicionales de neo-ORF, incluidas mutaciones en factores de
corte y empalme, que se producen en multiples tipos de tumores y conducen al corte y
empalme anémalo de muchos genes'3, y mutaciones que crean o eliminan los sitios de
escision de la proteasa.

Finalmente, los enfoques estandar al analisis de transcriptoma y genoma tumoral
pueden perderse mutaciones somaticas que dan lugar a neoantigenos candidatos debido
a las condiciones subodptimas en la construccion de bibliotecas, captura de transcriptoma y
exoma, secuenciacion o analisis de datos. Asimismo, los enfoques de analisis de tumor
estandar pueden promover inadvertidamente errores de secuencia o polimorfismos de linea
germinal como neoantigenos, lo cual conduce al uso ineficiente de la capacidad de la
vacuna o riesgo de autoinmunidad, respectivamente.

Ademas de los desafios de los métodos de prediccidn de neoantigenos actuales
existen también determinados desafios con los sistemas de vectores disponibles que se
pueden usar para la administracién de neoantigenos en humanos, muchos de los cuales
son derivados de humanos. Por ejemplo, muchos humanos tienen inmunidad preexistente
a virus humanos como resultado de la exposicion natural anterior, y esta inmunidad pude
ser un importante obstaculo para el uso de virus recombinantes humanos para la

administracion de neoantigenos para tratamiento contra el cancer.
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COMPENDIO

En la presente se describe el vector de adenovirus de chimpancé que comprende
un casete de neoantigeno, donde el casete de neoantigeno comprende: (1) mudltiples
secuencias de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno derivadas de un tumor
presente en un sujeto, donde las multiples secuencias comprenden: al menos dos
secuencias de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno del MHC clase | especifico
del tumor y especifico del sujeto cada una que comprende: a. una secuencia de acidos
nucleicos que codifican epitopo de MHC clase | con al menos una alteracion que distingue
a la secuencia peptidica codificada con respecto a la secuencia peptidica correspondiente
codificada por la secuencia de acidos nucleicos de tipo salvaje, b. opcionalmente una
secuencia enlazadora 5’ y c. opcionalmente una secuencia enlazadora 3’; (2) al menos una
secuencia promotora enlazada de forma operativa a al menos una de las multiples
secuencias, (3) opcionalmente, al menos una secuencia de acidos nucleicos que codifican
el antigeno del MHC clase II; (4) opcionalmente, al menos una secuencia enlazadora
GPGPG (SEQ ID NO:56); y (5) opcionalmente, al menos una secuencia de poliadenilacion.

También se describe en la presente un vector de adenovirus de chimpancé que
comprende: a. una secuencia de ChAdV68 modificada que comprende la secuencia de
SEQ ID NO:1 con una eliminacion de E1 (nt 577 a 3403) y una eliminacién de E3 (nt 27,125-
31,825) ; b. una secuencia promotora del CMV; c. una secuencia de nucleétidos de la senal
de poliadenilacion del SV40; y d. un casete de neoantigeno, donde el casete de
neoantigeno comprende: (1) multiples secuencias de acidos nucleicos que codifican el
neoantigeno derivadas de un tumor presente en un sujeto, donde las multiples secuencias
comprenden: al menos 20 secuencias de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno del
MHC clase | especifico del tumor y especifico del sujeto enlazadas linealmente entre si y
cada una comprende: (A) una secuencia de acidos nucleicos que codifican el epitopo del
MHC clase | con al menos una alteracion que distingue a la secuencia peptidica codificada
con respecto a la secuencia peptidica correspondiente codificada por una secuencia de
acidos nucleicos de tipo salvaje, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifican el
epitopo del MHC clase | codifica un epitopo del MHC clase | de 7-15 aminoacidos de
longitud, (B) una secuencia enlazadora 5’, donde la secuencia enlazadora 5 es una
secuencia de acidos nucleicos 5 natural del epitopo del MHC | y donde la secuencia
enlazadora 5’codifica un péptido que es de al menos 5 aminoacidos de longitud, (C) una
secuencia enlazadora 3’, donde la secuencia enlazadora 3’ es una secuencia de acidos

nucleicos 3’ natural del epitopo del MHC | y donde la secuencia enlazadora 3’codifica un
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péptido que es de al menos 5 aminoacidos de longitud y donde cada una de las secuencias
de acido nucleico que codifica neoantigenos de MHC de clase | codifica un polipéptido con
25 aminoacidos de longitud y donde cada extremo 3’ de cada secuencia de acidos nucleicos
que codifican el neoantigeno del MHC clase | esta enlazado al extremo 5’ de la siguiente
secuencia de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno del MHC clase | a excepcién
de la secuencia de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno del MHC clase | final de
las multiples secuencias; y (2) al menos dos secuencias de acidos nucleicos que codifican
el antigeno del MHC clase Il que comprenden: (A) una secuencia del MHC clase Il de
PADRE (SEQ ID NO:48), (B) una secuencia del MHC clase Il de toxoide tetanico (SEQ ID
NO:46), (C) una secuencia de primer enlazador GPGPG (SEQ ID NO: 56) que enlaza la
secuencia del MHC clase Il de PADRE vy la secuencia del MHC clase Il de toxoide tetanico,
(D) una segunda secuencia enlazadora GPGPG (SEQ ID NO: 56) que enlaza el extremo &’
de las al menos dos secuencias de acidos nucleicos que codifican el antigeno del MHC
clase Il a las multiples secuencias de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno, (E)
una tercera secuencia enlazadora GPGPG (SEQ ID NO: 56) que enlaza el extremo 3’ de
las al menos dos secuencias de acidos nucleicos que codifican el antigeno del MHC clase
Il a la secuencia de nucleétidos de la sefial de poliadenilacion del SV40; y donde el casete
de neoantigeno se inserta dentro de la eliminacion E1 y la secuencia promotora del CMV
se enlaza de forma operativa al casete de neoantigeno.

En algunos aspectos, el vector tiene una secuencia ordenada de cada elemento del
vector que esta descrito en la férmula, de 5’ a 3’, que comprende:

Pa'(l—sb'NC'I—3d)X'(G5e'Uf)Y'GBg'Ah

donde P comprende la o las secuencias promotoras enlazadas de forma operativa
a al menos una secuencia de las multiples secuencias, donde un vector de adenovirus de
chimpanceé, opcionalmente= 1, N comprende una de las secuencias de acidos nucleicos
que codifican el epitopo del MHC clase | con al menos una alteraciéon que distingue a la
secuencia peptidica codificada con respecto a la secuencia peptidica correspondiente
codificada por la secuencia de acidos nucleicos de tipo salvaje, donde c = 1, L5 comprende
la secuencia enlazadora 5’, donde b = 0 0 1, L3 comprende la secuencia enlazadora 3,
donde d = 0 0 1, G5 comprende una de la o las secuencias enlazadoras GPGPG (SEQ ID
NO: 56), donde e = 0 0 1, G3 comprende una de la o las secuencias enlazadoras GPGPG
(SEQ ID NO: 56), donde g = 0 0 1, U comprende una de la o las secuencias de acidos
nucleicos que codifican el antigeno del MHC clase Il, donde f = 1, A comprende la o las

secuencias de poliadenilacion, donde h =0 o 1, X = 2 a 400, donde para cada X el Nc
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correspondiente es una secuencia de acidos nucleicos que codifican el epitopo del MHC
clase | C68distinto y Y = 0-2, donde para cada Y la correspondiente secuencia de acidos
nucleicos que codifican el antigeno del MHC clase Il Uf. En un aspecto particular, b =1, d
=1,e=1,g=1,h=1,X=20,Y =2, P es una secuencia promotora del CMV, cada N
codifica un epitopo MHC clase | con una longitud de 7-15 aminoacidos, L5 es a una
secuencia de acido nucleico 5 natural del epitopo del MHC I, y donde la secuencia
enlazadora 5’codifica un péptido que es de al menos 5 aminoacidos de longitud, L3 es a
una secuencia de acidos nucleicos 3’ natural del epitopo MHC | y donde la secuencia
enlazadora 3’ codifica un péptido que es de al menos 5 aminoacidos de longitud, U es cada
una de una secuencia clase Il de PADRE y una secuencia del MHC clase Il de toxoide
tetanico, el vector de adenovirus de chimpancé comprende una secuencia de ChAdV68
modificada que comprende la secuencia de SEQ ID NO:1 con una eliminaciéon E1 (nt 577 a
3403) y una eliminacion E3 (nt 27,125- 31,825) y el casete de neoantigeno se inserta en la
eliminacion E1, y cada una de las secuencias de acidos nucleicos que codifican el
neoantigeno del MHC clase | codifica un polipéptido que es de 25 aminoacidos de longitud.

En algunos aspectos, al menos 1, 2 u opcionalmente 3 secuencias de acidos
nucleicos que codifican el neoantigeno de las multiples secuencias codifican secuencias de
polipéptidos o partes de estas que son presentadas por MHC clase | en la superficie de la
célula tumoral.

En algunos aspectos, cada una de las secuencias de acidos nucleicos que
codifican el antigeno de las multiples secuencias estan directamente enlazadas entre si. En
algunos aspectos, al menos una secuencia de acidos nucleicos que codifican el antigeno
de las multiples secuencias estd enlazada a una secuencia de acidos nucleicos que
codifican el antigeno distinta de las multiples secuencias con un enlazador. En algunos
aspectos, el enlazador enlaza dos secuencias del MHC clase | o una secuencia del MHC
clase | con una secuencia del MHC clase Il. En algunos aspectos, el enlazador se
selecciona del grupo que consiste en: (1) residuos de glicina consecutivos, con una longitud
de al menos 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9 0 10 residuos; (2) residuos de alanina consecutivos, con
una longitud de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10; (3) dos residuos de arginina (RR); (4)
alanina, alanina, tirosina (AAY); (5) una secuencia de consenso de una longitud de al menos
2,3,4,5,6,7,8,90 10 residuos de aminoacidos que se procesa de forma eficiente por un
proteasoma de mamifero; y (6) una o mas secuencias naturales que flanquean al antigeno
derivadas de la proteina cognada de origen y que tienen una longitud de al menos 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 2-20 residuos de aminoacidos. En
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algunos aspectos, el enlazador enlaza dos secuencias del MHC clase Il o una secuencia
del MHC clase Il a una secuencia del MHC clase |I. En algunos aspectos, el enlazador
comprende la secuencia GPGPG (SEQ ID NO: 56).

En algunos aspectos, al menos una secuencia de las multiples secuencias esta
enlazada, de forma operativa o directamente, a una secuencia separada o contigua que
mejora la expresion, estabilidad, trafico de células, procesamiento y presentacién y/o la
inmunogenicidad de las multiples secuencias. En algunos aspectos, la secuencia separada
o contigua comprende al menos uno de: una secuencia de ubiquitina, una secuencia de
ubiquitina modificada para mejorar el direccionamiento a proteasoma (p. €j., la secuencia
de ubiquitina contiene una sustitucion de Gly a Ala en la posicién 76), una secuencia de
sefal de inmunoglobulina (p. ej., IgK), una secuencia de complejo mayor de
histocompatibilidad clase |, proteina de membrana asociada a lisosoma (LAMP)-1, proteina
de membrana asociada a lisosoma de célula dendritica humana y una secuencia de
complejo mayor de histocompatibilidad clase |lI; donde opcionalmente la secuencia de
ubiquitina modificada para aumentar el direccionamiento a proteasoma es A76.

En algunos aspectos, al menos una de las secuencias de acidos nucleicos que
codifican el neoantigeno de las multiples secuencias codifica una secuencia de polipéptidos
0 una parte de esta que tiene afinidad de unién aumentada a su alelo del MHC
correspondiente con respecto a la secuencia de acidos nucleicos de tipo salvaje
correspondiente traducida. En algunos aspectos, al menos una de las secuencias de acido
nucleicos que codifican el neoantigeno de las multiples secuencias codifica una secuencia
de polipéptidos 0 una parte de esta que tiene estabilidad de unién aumentada a su alelo del
MHC correspondiente con respecto a la secuencia de acidos nucleicos parental de tipo
salvaje correspondiente traducida. En algunos aspectos, al menos una de las secuencias
de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno de las multiples secuencias codifica una
secuencia de polipéptidos o una parte de esta que tiene una probabilidad aumentada de
presentacion en su alelo del MHC correspondiente con respecto a la secuencia de acidos
nucleicos parental de tipo salvaje correspondiente traducida.

En algunos aspectos, al menos una alteracién comprende una mutacion puntual,
una mutacion de desplazamiento de marco, una mutacion de eliminacion, una variante de
corte y empalme, una reorganizacion gendmica o un antigeno sometido a corte y empalme
generado por el proteasoma.

En algunos aspectos, el tumor se selecciona del grupo que consiste en: cancer

de pulmon, melanoma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de
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rifidn, cancer gastrico, cancer de colon, cancer testicular, cancer de cabezay cuello, cancer
pancreatico, cancer de cerebro, linfoma de linfocitos B, leucemia mielégena aguda,
leucemia mielégena croénica, leucemia linfocitica cronica, leucemia linfocitica de linfocitos
T, cancer pulmonar no microcitico y cancer pulmonar microcitico.

En algunos aspectos, la expresion de cada secuencia de las multiples
secuencias es impulsada por el o los promotores.

En algunos aspectos, las multiples secuencias comprenden al menos 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 0 10 secuencia de acidos nucleicos. En algunos aspectos, las multiples secuencias
comprenden al menos 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o hasta 400 secuencia de acidos
nucleicos. En algunos aspectos, las multiples secuencias comprenden al menos 2-400
secuencia de acidos nucleicos y donde al menos dos de las secuencias de acidos nucleicos
que codifican el neoantigeno de las multiples secuencias codifican secuencias de
polipéptidos o partes de estas que son presentadas por MHC | en la superficie de la célula
tumoral. En algunos aspectos, las multiples secuencias comprenden al menos 2-400
secuencia de acidos nucleicos y donde, cuando se administran al sujeto y se traducen, al
menos uno de los neoantigenos se presenta en células presentadoras de antigenos, lo que
da como resultado una respuesta inmunitaria dirigida a al menos uno de los neoantigenos
de la superficie de la célula tumoral. En algunos aspectos, las multiples secuencias
comprenden al menos 2-400 secuencias de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno
del MHC clase | y/o clase Il, donde, cuando se administran al sujeto y se traducen, al menos
uno de los neoantigenos del MHC clase | o clase |l se presenta en células presentadoras
de antigenos lo cual da como resultado una respuesta inmunitaria dirigida a al menos uno
de los neoantigenos en la superficie de la célula tumoral, y donde opcionalmente la
expresion de cada una de las al menos 2-400 secuencias de acidos nucleicos que codifican
el neoantigeno del MHC clase | o clase Il es impulsada por al menos un promotor.

En algunos aspectos, cada secuencia de acidos nucleicos que codifican el
neoantigeno del MHC case | codifica una secuencia de polipéptidos con una longitud de
entre 8 y 35 aminodacidos, opcionalmente una longitud de 9-17, 9-25, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 0 35
aminoacidos.

En algunos aspectos, al menos una secuencia de acidos nucleicos que codifican
el antigeno del MHC clase Il esta presente. En algunos aspectos, al menos una secuencia
de acidos nucleicos que codifican el antigeno del MHC clase Il esta presente y comprende

al menos una secuencia de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno del MHC clase
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Il gue comprende al menos una alteracion distingue a la secuencia peptidica codificada con
respecto a la secuencia peptidica correspondiente codificada por la secuencia de acidos
nucleicos de tipo salvaje. En algunos aspectos, la o las secuencias de acidos nucleicos que
codifican el antigeno del MHC clase Il son de una longitud de 12-20, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 o 20-40 aminoacidos. En algunos aspectos, la o las secuencias de acidos
nucleicos que codifican el antigeno del MHC clase Il estan presentes y comprenden al
menos una secuencia de acidos nucleicos que codifican el antigeno del MHC clase I
universal, donde opcionalmente la o las secuencias universales comprenden al menos uno
de toxoide tetanico y PADRE.

En algunos aspectos, la o las secuencias promotoras son inducibles. En algunos
aspectos, la o las secuencias promotoras son no inducibles. En algunos aspectos, la o las
secuencias promotoras son una secuencia promotora del CMV, SV40, EF-1, RSV, PGK o
EBV.

En algunos aspectos, el casete de neoantigeno comprende ademas al menos
una secuencia de poliadenilacion (poliA) enlazada de forma operativa a al menos una de
las multiples secuencias, donde opcionalmente la secuencia de poliA se encuentra en una
ubicacién 3’ con respecto a la o las multiples secuencias. En algunos aspectos, la secuencia
de poliA comprende una secuencia de poliA del SV40. En algunos aspectos, el casete de
neoantigeno comprende ademas al menos uno de: una secuencia de intrén, una secuencia
de elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE),
una secuencia de entrada interna al ribosoma (IRES) o una secuencia en la regién no
codificante 5’ 0 3’conocida por mejorar la eficiencia de traduccion, estabilidad o exportacion
nuclear del ARNm que se enlaza de manera operativa a al menos una de las multiples
secuencias. En algunos aspectos, el casete de neoantigeno comprende ademas un gen
indicador, que incluye, de modo no taxativo, proteina fluorescente verde (GFP), una
variante de GFP, fosfatasa alcalina secretada, luciferasa o una variante de luciferasa.

En algunos aspectos, el vector comprende ademas una o mas secuencias de
acidos nucleicos que codifican al menos un modulador inmunitario.

En algunos aspectos, el modulador inmunitario es un anticuerpo anti-CTLA4 o
un fragmento de union al antigeno de este, un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de union
al antigeno de este, un anticuerpo anti-PD-L1 o un fragmento de unién al antigeno de este,
un anticuerpo anti-4-1BB o un fragmento de unién al antigeno de este o un anticuerpo anti-
0OX-40 o un fragmento de unién al antigeno de este. En algunos aspectos, el anticuerpo o

fragmento de unién al antigeno de este es un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un Fv de
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cadena simple (scFv), un anticuerpo de dominio simple (sdAb) ya sea como simple
especifico o multiples especificidades enlazados entre si (p. ej., dominio de anticuerpo de
camélido), o anticuerpo de cadena simple de longitud completa (p. €j., IgG de longitud
completa con cadenas ligera y pesada enlazadas por un enlazador flexible). En algunos
aspectos, las secuencias de cadena ligera y pesada del anticuerpo son una secuencia
contigua separada por una secuencia de autoescision tal como 2A o IRES; o las secuencias
de cadena ligera y pesada del anticuerpo estan enlazadas por un enlazador flexible tal como
residuos de glicina consecutivos.

En algunos casos, el modulador inmunitario es una citocina. En algunos
aspectos, la citocina es al menos una de IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 o IL-21 o variantes de cada
una de estas.

En algunos aspectos, el vector es un vector C68 de adenovirus de chimpancé.
En algunos aspectos, el vector comprende la secuencia que se establece en las SEQ ID
NO:1. En algunos aspectos, el vector comprende la secuencia que se establece en SEQ ID
NO:1, con la excepcion de que la secuencia se elimina completamente o se elimina
funcionalmente en al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en los genes E1A,
E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1, L2, L3, L4 y L5 de adenovirus de chimpancé de la secuencia
que se establece en SEQ ID NO: 1, donde opcionalmente la secuencia se elimina
completamente o se elimina funcionalmente en: (1) E1A y E1B; (2) E1A, E1B y E3; o (3)
E1A, E1B, E3 y E4 de la secuencia que se establece en SEQ ID NO: 1. En algunos
aspectos, el vector comprende un gen o secuencia reguladora obtenida de la secuencia de
SEQ ID NO: 1, donde opcionalmente el gen se selecciona del grupo que consiste en los
genes de repeticién terminal invertida (ITR), E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1,L2,L3, L4y
L5 del adenovirus del chimpancé de la secuencia que se establece en SEQ ID NO: 1.

En algunos aspectos, el casete de neoantigeno se inserta en el vector en la
region E1, regién E3 y/o cualquier regién AdV eliminada que permita la incorporacion del
casete de neoantigeno.

En algunos aspectos, el vector se genera a partir de un vector adenoviral de
primera generacion, de segunda generacion o dependiente de auxiliares.

En algunos aspectos, el vector de adenovirus comprende una o mas
eliminaciones entre el par de bases numero 577 y 3403 o entre el par de bases 456 y 3014,
y donde opcionalmente el vector comprende ademas una o mas eliminaciones entre el bar
de bases 27 125 y 31 825 o ente el par de bases 27 816 y 31 333 de la secuencia que se

establece en SEQ ID NO:1. En algunos aspectos, el vector de adenovirus comprende
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ademas una o mas eliminaciones entre el par de bases numero 3957 y 10346, par de bases
21787 y 23370, y par de bases numero 33486 y 36193 de la secuencia que se establece
en SEQ ID NO:1.

En algunos aspectos, las al menos dos secuencias de acidos nucleicos que
codifican el neoantigeno del MHC clase | se seleccionan al llevar a cabo las etapas de:
obtener los datos de secuenciacion de nucledtidos tumorales de al menos uno de exoma,
transcriptoma o genoma completo del tumor, donde los datos de secuenciacion de
nucledtidos tumorales se usan para obtener datos que representan las secuencias de
péptidos de cada uno de un conjunto de neoantigenos; ingresar la secuencia de péptidos
de cada neoantigeno en un modelo de presentacion para generar un conjunto de
probabilidades numéricas de que cada uno de los neoantigenos se presente por uno o mas
de los alelos del MHC en la superficie de células tumorales del tumor, donde el conjunto de
probabilidades numéricas se identificd al menos en funcién de los datos de espectrometria
de masas recibidos; y seleccionar un subconjunto del conjunto de neoantigenos en funcién
del conjunto de probabilidades numéricas para generar un conjunto de neoantigenos
seleccionados que se usan para generar las al menos dos secuencias de acidos nucleicos
que codifican el neoantigeno del MHC clase |.

En algunos aspectos, cada una de las secuencias de acidos nucleicos que codifican
el epitopo del MHC clase | se seleccionan al llevar a cabo las etapas de: obtener los datos
de secuenciacion de nucledtidos tumorales de al menos uno de exoma, transcriptoma o
genoma completo del tumor, donde los datos de secuenciacion de nucleétidos tumorales
se usan para obtener datos que representan las secuencias de péptidos de cada uno de un
conjunto de neoantigenos; ingresar la secuencia de péptidos de cada neoantigeno en un
modelo de presentacién para generar un conjunto de probabilidades numeéricas de que cada
uno de los neoantigenos se presente por uno o mas de los alelos del MHC en la superficie
de la célula tumoral, donde el conjunto de probabilidades numéricas se identificé al menos
en funcién de los datos de espectrometria de masas recibidos; y seleccionar un subconjunto
del conjunto de neoantigenos en funcién del conjunto de probabilidades numéricas para
generar un conjunto de neoantigenos seleccionados que se usan para generar las al menos
dos secuencias de 4cidos nucleicos que codifican el neoantigeno del MHC clase |.

En algunos aspectos, una cantidad del conjunto de neoantigenos seleccionados
es 2-20.

En algunos aspectos, el modelo de presentacion representa dependencia entre;

la presencia de un par de un alelo del MHC particular y un aminoacido particular en una
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posicion particular de una secuencia de péptidos; y la probabilidad de presentacién en la
superficie de células tumorales, por el alelo de MHC particular del par, de tal secuencia de
péptidos que comprende el aminodacido particular en la posicién particular.

En algunos aspectos, seleccionar el conjunto de neoantigenos seleccionados
comprende seleccionar neoantigenos con mayor probabilidad de presentarse en la
superficie de células tumorales respecto de neoantigenos no seleccionados en funcion del
modelo de presentacion. En algunos aspectos, seleccionar el conjunto de neoantigenos
seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con mayor probabilidad de poder
inducir una respuesta inmunitaria especifica de tumor en el sujeto respecto de neoantigenos
no seleccionados en funcién del modelo de presentacién. En algunos aspectos, seleccionar
el conjunto de neoantigenos seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con
mayor probabilidad de poder presentarse a linfocitos T sin tratamiento por células que
presentan antigenos (APC) profesionales respecto de neoantigenos no seleccionados en
funcién del modelo de presentacion, donde opcionalmente la APC es una célula dendritica
(DC). En algunos aspectos, seleccionar el conjunto de neoantigenos seleccionados
comprende seleccionar neoantigenos con mayor probabilidad de someterse a inhibicion
mediante tolerancia central o periférica respecto de neoantigenos no seleccionados en
funcién del modelo de presentacién. En algunos aspectos, seleccionar el conjunto de
neoantigenos seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con menor probabilidad
de poder inducir una respuesta autoinmunitaria al tejido normal en el sujeto respecto de
neoantigenos no seleccionados en funciéon del modelo de presentacion. En algunos
aspectos, los datos de secuenciacion de nucleétidos de exoma o transcriptoma se obtienen
al realizar secuenciacion en el tejido tumoral. En algunos aspectos, la secuenciacion es
secuenciacién de nueva generacion (NGS) o cualquier enfoque de secuenciacién masiva
en paralelo.

En algunos aspectos, el casete de neoantigeno comprende secuencias de epitopo
de union formadas por secuencias adyacentes en el casete de neoantigeno. En algunos
aspectos, la o cada secuencia de epitopo de unién tiene una afinidad mayor que 500 nM
para MHC. En algunos aspectos, cada secuencia de epitopo de unién es no propia. En
algunos aspectos, el casete de neoantigeno no codifica una secuencia de acidos nucleicos
de epitopo del MHC clase | o clase Il no terapéutico que comprende una secuencia de
acidos nucleicos de tipo salvaje traducida, donde se predice que el epitopo no terapéutico
aparecera en un alelo del MHC del sujeto. En algunos aspectos, la secuencia de epitopo

del MHC clase | o clase Il no terapéutico predicho es una secuencia de epitopo de unién
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formada por secuencias adyacentes en el casete de neoantigeno. En algunos aspectos, la
prediccion se basa en probabilidades de presentacién generadas al ingresar secuencias de
los epitopos no terapéuticos en un modelo de presentacion. En algunos aspectos, un orden
de las multiples secuencias de acidos nucleicos que codifican el antigeno en el casete de
neoantigeno se determina mediante una serie de etapas que comprenden: 1. generar un
conjunto de secuencias de casete de neoantigeno correspondiente a diferentes érdenes de
las multiples secuencias de acidos nucleicos que codifican el antigeno; 2. determinar, para
cada secuencia de casete de neoantigeno candidato, una puntuacion de presentacion en
funcion de la presentacién de epitopos no terapéuticos en la secuencia de casete de
neoantigeno candidato y 3. seleccionar una secuencia de casete candidato asociada con
una puntuacién de presentaciéon por debajo de un umbral predeterminado como la
secuencia de casete de neoantigeno para una vacuna de neoantigeno.

También se describe en la presente una composicion farmacéutica que
comprende un vector descrito en la presente (tal como un vector basado en ChAd descrito
en la presente) y un portador farmacéuticamente aceptable. En algunos aspectos, la
composicion comprende adicionalmente un adyuvante. En algunos aspectos, la
composicion comprende ademas un modulador inmunitario. En algunos aspectos, el
modulador inmunitario es un anticuerpo anti-CTLA4 o un fragmento de union al antigeno de
este, un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, un anticuerpo
anti-PD-L1 o un fragmento de union al antigeno de este, un anticuerpo anti-4-1BB o un
fragmento de union al antigeno de este o un anticuerpo anti-OX-40 o un fragmento de unién
al antigeno de este.

También se describe en la presente una secuencia de nucleoétidos aislada que
comprende un casete de neoantigeno descrito en la presente y al menos un promotor
descrito en la presente. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos aislada
comprende ademas un gen basado en ChAd En algunos aspectos, el gen basado en ChAd
se obtiene de la secuencia de SEQ ID NO: 1, donde opcionalmente el gen se selecciona
dentro del grupo que consiste en los genes ITR, E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1, L2, L3,
L4 y L5 del adenovirus del chimpancé de la secuencia que se establece en la SEQ ID NO:
1, y donde opcionalmente la secuencia de nucleétidos es ADNc.

También se describe en la presente una célula aislada que comprende la
secuencia de nucledtidos aislada descrita en la presente, donde opcionalmente la célula es
una célula CHO, HEK293 o variantes de esta, 911, HelLa, A549, LP-293, PER.C6 o AE1-
2a.
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También se describe en la presente un vector que comprende una secuencia de
nucledtidos aislada descrita en la presente.

También se describe en la presente un kit que comprende un vector descrito en
la presente e instrucciones de uso.

También se describe en la presente un método para tratar a un sujeto con
cancer, donde el método comprende administrar al sujeto un vector descrito en la presente
0 una composicion farmacéutica descrita en la presente. En algunos aspectos, el vector o
la composicion se administran por via intramuscular (IM), intradérmica (ID) o subcutanea
(SC). En algunos aspectos, el método comprende ademas administrar al sujeto un
modulador inmunitario, donde opcionalmente el modulador inmunitario se administra antes
de, al mismo tiempo que, o después de la administracion del vector o la composicion
farmacéutica. En algunos aspectos, el modulador inmunitario es un anticuerpo anti-CTLA4
o un fragmento de union al antigeno de este, un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de
unién al antigeno de este, un anticuerpo anti-PD-L1 o un fragmento de unién al antigeno de
este, un anticuerpo anti-4-1BB o un fragmento de unién al antigeno de este o un anticuerpo
anti-OX-40 o un fragmento de unién al antigeno de este. En algunos aspectos, el modulador
inmunitario se administra por via intravenosa (IV), intramuscular (IM), intradérmica (ID) o
subcutanea (SC). En algunos aspectos, donde la administracién subcutanea se encuentra
cerca del sitio de administracion del vector o la composicion o en proximidad estrecha con
respecto a uno o mas ganglios linfaticos de drenaje del vector o de la composicion.

En algunos aspectos, el método comprende ademas administrar al sujeto una
segunda composicion de vacuna. En algunos aspectos, la segunda composicion de vacuna
se administra antes de la administracion del vector o la composicion farmacéutica de
cualquiera de los vectores o composiciones anteriores. En algunos aspectos, la segunda
composicion de vacuna se administra después de la administracién del vector o la
composicion farmacéutica de cualquiera de los vectores o composiciones anteriores. En
algunos aspectos, la segunda composicion de vacuna es la misma que el vector o la
composicion farmacéutica de cualquiera de los vectores o composiciones anteriores. En
algunos aspectos, la segunda composicion de vacuna es diferente del vector o la
composicion farmacéutica de cualquiera de los vectores o composiciones anteriores. En
algunos aspectos, la segunda composicion de vacuna comprende un vector de ARN
autorreplicante (srRNA) que codifica multiples secuencias de acidos nucleicos que codifican
el neoantigeno. En algunos aspectos, las multiples secuencias de acidos nucleicos que

codifican el neoantigeno codificadas por el vector de srRNA son iguales que las multiples
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secuencias de acidos nucleicos que codifican el neoantigeno de cualquiera de las
reivindicaciones de vectores anteriores.

También se describe en la presente un método de elaboracion de un vector
descrito en la presente, donde el método comprende: obtener una secuencia plasmidica
que comprende la o las secuencias promotoras y el casete de neoantigeno; transfectar la
secuencia plasmidica en una o mas células hospedadoras; y aislar el vector de la o las
células hospedadoras.

En algunos aspectos, aislar comprende: lisar la célula hospedadora para obtener
un lisado celular que comprenda el vector; y purificar el vector del lisado celular y
opcionalmente también de medios usados para cultivar la célula hospedadora.

En algunos aspectos, la secuencia plasmidica se genera mediante el uso de una o
mas de las siguientes: recombinacion de ADN o recombinacion bacteriana o sintesis de
ADN de genoma completo o sintesis de ADN de genoma completo con amplificacién del
ADN sintetizado en células bacterianas. En algunos aspectos, la o las células hospedadoras
son células CHO, HEK293 o variantes de estas, 911, HelLa, A549, LP-293, PER.C6 y/o
AE1-2a. En algunos aspectos, purificar el vector del lisado celular implica una o mas de
separacion cromatografica, centrifugacion, precipitacion del virus y/o filtracion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS DISTINTAS VISTAS DE LAS FIGURAS

Estos y otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se
comprenderan mejor con referencia a la siguiente descripcion y figuras que la acompafan
donde:

La Figura (FIG.) 1A muestra enfoques clinicos actuales para la identificacion de
neoantigenos.

La FIG. 1B muestra que <5 % de los péptidos unidos predichos se presentan en
células tumorales.

La FIG. 1C muestra el impacto del problema de especificidad de prediccidon de
neoantigeno.

La FIG. 1D muestra que la prediccion de unidon no es suficiente para la identificacion
de neoantigenos.

La FIG. 1E muestra la probabilidad de presentacion de MHC-I en funcion de la
longitud de péptidos.

La FIG. 1F muestra un ejemplo de espectro de péptidos generado a partir del rango
dinamico estandar de Promega. La figura muestra la SEQ ID NO: 59.

La FIG. 1G muestra como la adicion de caracteristicas aumenta el valor predictivo
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positivo del modelo.

La FIG. 2A es una vista general de un entorno para identificar probabilidades de
presentacion de péptidos en pacientes, de acuerdo con una modalidad.

Las FIG. 2B y FIG. 2C ilustran un método para obtener informacion de presentacion,
de acuerdo con una modalidad. La FIG. 2B muestra la SEQ ID NO: 61. La FIG. 2C muestra
las SEQ ID NOs: 61-66, respectivamente, en orden de aparicion.

La FIG. 3 es un diagrama de bloques de alto nivel que ilustra los componentes
l6gicos de computadora del sistema de identificacion de presentacion, de acuerdo con una
modalidad.

La FIG. 4 ilustra un conjunto de datos de entrenamiento de ejemplo, de acuerdo con
una modalidad. La figura describe las secuencias pépticas de las SEQ ID Nos: 68-71 y las
secuencias flanqueantes C de las SEQ ID NOs: 72 y 154-155, respectivamente, en orden
de aparicion.

La FIG. 5 ilustra un modelo de red de ejemplo asociado con un alelo de MHC.

La FIG. 6 ilustra un modelo de red de ejemplo compartido por alelos de MHC.

La FIG. 7 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacién para un péptido
asociado con un alelo del MHC mediante el uso de un modelo de red de ejempilo.

La FIG. 8 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacién para un péptido
asociado con un alelo del MHC mediante el uso de modelos de red de ejemplo.

La FIG. 9 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacién para un péptido
asociado con alelos del MHC mediante el uso de modelos de red de ejemplo.

La FIG. 10 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacion para un péptido
asociado con alelos del MHC mediante el uso de modelos de red de ejemplo.

La FIG. 11 ilustra la generacién de una probabilidad de presentacion para un péptido
asociado con alelos del MHC mediante el uso de modelos de red de ejemplo.

La FIG. 12 ilustra la generacién de una probabilidad de presentacion para un péptido
asociado con alelos del MHC mediante el uso de modelos de red de ejemplo.

La FIG. 13 ilustra los resultados de rendimiento de varios modelos de presentacion
de ejemplo.

La FIG. 14 ilustra una computadora de ejemplo para la implementacion de las
entidades mostradas en las Figuras 1y 3.

La FIG. 15 ilustra el desarrollo de un ensayo de activacién de linfocitos T in vitro.
Esquema del ensayo en el que la administracion de un casete de vacuna a células

presentadoras de antigenos conduce a la expresion, procesamiento y presentacion



10

15

20

25

30

16

restringida de MHC de distintos antigenos de péptidos. Los linfocitos T indicadores
modificados genéticamente con receptores de linfocitos T que coinciden con la combinacién
péptido-MHC especifica se activan, dando como resultado expresion de luciferasa.

La FIG 16A ilustra la evaluacién de secuencias enlazadoras en casetes cortos y
muestra cinco epitopos restringidos de MHC clase | (epitopos 1 a 5) concatenados en la
misma posicidon uno con respecto al otro seguidos de dos epitopos de MHC clase Il
universales (MHC-II). Se generaron diversas repeticiones mediante el uso de diferentes
enlazadores. En algunos casos, los epitopos de linfocitos T estan directamente enlazados
entre si. En otros, los epitopos de linfocitos T estan flanqueados en uno o ambos lados por
su secuencia natural. En otras repeticiones, los epitopos de linfocitos T estan enlazados
por las secuencias no naturales AAY, RR 'y DPP.

La FIG 16B ilustra la evaluacion de secuencias enlazadoras en casetes cortos y
muestra informacién de secuencia sobre los epitopos de linfocitos T integrados en los
casetes cortos. La figura muestra las SEQ ID NOs: 128-129, 132, 131, 130, 49 y 156,
respectivamente, en orden de aparicion.

La FIG. 17 ilustra evaluacion de secuencias de direccionamiento celular agregadas
a casetes de vacuna modelo. Los casetes de direccionamiento extienden los disefios de
casete corto con dominios de ubiquitina (Ub), péptidos de sefial (SP) y/o transmembrana
(TM), presentan a continuacion de los cinco epitopos de linfocitos T humanos marcadores
(epitopos 1 a 5) también dos epitopos de linfocitos T de ratén SIINFEKL (SIl) (SEQ ID NO:
57) y SPSYAYHQF (A5) (SEQ ID NO: 58), y usan el enlazador no natural AAY- o
enlazadores naturales que flanquean los epitopos de linfocitos T en ambos lados (25mer).

La FIG. 18 ilustra evaluacién in vivo de las secuencias enlazadoras en casetes
cortos. A) Disefio experimental de la evaluacion in vivo de casetes de vacuna mediante el
uso de ratones transgénicos HLA-A2.

La FIG. 19A ilustra la evaluacion in vivo del impacto de la posicion del epitopo en
casetes largos 21-mer y muestra que el disefio de casetes largos implica epitopos clase |
de marcador cinco (epitopos 1 a 5) contenidos en su secuencia natural 25-mer (enlazador
= secuencias flanqueantes naturales), separados con epitopos de linfocitos T clase | muy
conocidos adicionales (epitopos 6 a 21) contenidos en su secuencia natural 25-mer y dos
epitopos clase Il universales (MHC-110), solamente con la posicién relativa de los epitopos
clase | variada.

La FIG. 19B ilustra evaluacion in vivo del impacto de la posicion del epitopo en

casetes largos 21-mer y muestra la informacion de secuencia en los epitopos de linfocitos
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T usados. La figura describe las SEQ ID NOs: 128-129, 132, 131, 130, 157-159, 133, 160-
171, respectivamente, en orden de aparicion.

La FIG. 20A ilustra el disefo de casete final para estudios preclinicos para permitir
IND (nuevo farmaco en investigacion) y muestra que el disefio del casete final comprende
20 epitopos del MHC | contenidos en su secuencia natural 25-mer (enlazador = secuencias
naturales flanqueantes), compuesto por 6 epitopos de primates no humanos (NHP), 5
epitopos humanos, 9 epitopos murinos, asi como también 2 epitopos del MHC clase |l
universales.

La FIG. 20B ilustra el disefio de casete final para estudios preclinicos para permitir
IND y muestra la informacién de secuencia para los epitopos de linfocitos T usados que se
presentan en MHC clase | de origen primates no humanos (SEQ ID NOs: 172-177,
respectivamente, en orden de aparicion), ratén (SEQ ID NOs: 57-58 y 178-184,
respectivamente, en orden de aparicién) y humano (SEQ ID NOS 130-132 y 128-129,
respectivamente, en orden de aparicion), asi como secuencias de 2 epitopos del MHC clase
Il universales PADRE vy toxoide tetanico (SEQ ID NOS 49 and 47, respectivamente, en
orden de aparicion).

La FIG. 21A ilustra la produccion del virus ChAdV68.4WTnt.GFP después de la
transfeccion. Se transfectaron células HEK293A con ADN de ChAdV68.4WTnt.GFP
mediante el uso del protocolo de fosfato de calcio. La replicacion viral se observd 10 dias
después de la transfeccion y las placas virales de ChAdV68.4WTnt.GFP se visualizaron
mediante el uso de microscopia de luz (aumento de 40x).

La FIG. 21B ilustra la produccion del virus ChAdV68.4WTnt.GFP después de la
transfeccién. Se transfectaron células HEK293A con ADN de ChAdV68.4WTnt.GFP
mediante el uso del protocolo de fosfato de calcio. La replicacion viral se observd 10 dias
después de la transfeccion y las placas virales de ChAdV68.4WTnt.GFP se visualizaron
mediante el uso de microscopia fluorescente a un aumento de 40x.

La FIG. 21C ilustra la produccion del virus ChAdV68.4WTnt.GFP después de la
transfeccion. Se transfectaron células HEK293A con ADN de ChAdV68.4WTnt.GFP
mediante el uso del protocolo de fosfato de calcio. La replicacion viral se observo 10 dias
después de la transfeccion y las placas virales de ChAdV68.4WTnt.GFP se visualizaron
mediante el uso de microscopia fluorescente a un aumento de 100x.

La FIG. 22A ilustra la produccion del virus ChAdV68.5WTnt.GFP después de la
transfeccion. Se transfectaron células HEK293A con ADN de ChAdV68.5WTnt.GFP

mediante el uso del protocolo de lipofectamina. La replicacion viral (placas) se observé 10
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dias después de la transfeccion. Se realizé un lisado y se us6 para reinfectar un matraz T25
de células 293A. Las placas virales de ChAdV68.5WTnt.GFP se visualizaron y fotografiaron
3 dias mas tarde mediante el uso de microscopia de luz (aumento 40x)

La FIG. 22B ilustra la produccion del virus ChAdV68.5WTnt.GFP después de la
transfeccién. Se transfectaron células HEK293A con ADN de ChAdV68.5WTnt.GFP
mediante el uso del protocolo de lipofectamina. La replicacion viral (placas) se observé 10
dias después de la transfeccion. Se realizé un lisado y se usé para reinfectar un matraz 725
de células 293A. Las placas virales de ChAdV68.5WTnt.GFP se visualizaron y fotografiaron
3 dias mas tarde mediante el uso de microscopia fluorescente con aumento 40x.

La FIG. 22C ilustra la produccion del virus ChAdV68.5WTnt.GFP después de la
transfeccion. Se transfectaron células HEK293A con ADN de ChAdV68.5WTnt.GFP
mediante el uso del protocolo de lipofectamina. La replicacion viral (placas) se observé 10
dias después de la transfeccion. Se realizé un lisado y se usé para reinfectar un matraz T25
de células 293A. Las placas virales de ChAdV68.5WTnt.GFP se visualizaron y fotografiaron
3 dias mas tarde mediante el uso de microscopia fluorescente con aumento 100x.

La FIG. 23 ilustra el esquema de produccién de particula viral.

La FIG. 24 ilustra el vector de ARN autorreplicante (srRNA) de VEE derivado de
alfavirus.

La FIG. 25 ilustra la expresion del indicador in vivo después de la inoculacion de
ratones C57BL/6J con srRNA de VEE-Luciferasa. Se muestran imagenes representativas
de sefal de luciferasa después de la inoculaciéon de ratones C57BL/6J con srRNA de VEE-
Luciferasa (10 pg por raton, inyeccion intramuscular bilateral, encapsulado en MC3) en
diversos puntos temporales.

La FIG. 26A ilustra respuestas de linfocitos T medidas14 dias después de la
inmunizacion con srRNA de VEE formulado con MC3 LNP en ratones con tumores B16-
OVA . Se inyectaron ratones C57BL/6J con tumores B16-OVA con 10 ug de srRNA de VEE-
Luciferasa (control), srRNA de VEE-UbAAY (Vax), srRNA de VEE-Luciferasa y anti-CTLA-
4 (aCTLA-4) o srRNA de VEE-UbAAY y anti-CTLA-4 (Vax + aCTLA-4). Ademas, todos los
ratones se trataron con mAb anti-PD1 comenzando el dia 7. Cada grupo consistié en 8
ratones. Los ratones se sacrificaron y se recolectaron los bazos y ganglios linfaticos 14 dias
después de la inmunizacién. Se evaluaron las respuestas de linfocitos T especificos de
SIINFEKL ("SIINFEKL" mostrada como SEQ ID NO: 57) mediante ELISPOT de IFN-gamma
y se informan como células formadoras de manchas (SFC, por sus siglas en inglés) por 106

esplenocitos. Las lineas representan medianas.
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La FIG. 26B ilustra respuestas de linfocitos T medidas14 dias después de la
inmunizacion con srRNA de VEE formulado con MC3 LNP en ratones con tumores B16-
OVA . Se inyectaron ratones C57BL/6J con tumores B16-OVA con 10 pug de srRNA de VEE-
Luciferasa (control), srTRNA de VEE-UbAAY (Vax), srRNA de VEE-Luciferasa y anti-CTLA-
4 (aCTLA-4) o srRNA de VEE-UbAAY y anti-CTLA-4 (Vax + aCTLA-4). Ademas, todos los
ratones se trataron con mAb anti-PD1 comenzando el dia 7. Cada grupo consistié en 8
ratones. Los ratones se sacrificaron y se recolectaron los bazos y ganglios linfaticos 14 dias
después de la inmunizacion. Se evaluaron las respuestas de linfocitos T especificos de
SIINFEKL ("SIINFEKL" mostrada como SEQ ID NO: 5§7) mediante tincion con pentadmeros
del MHCI, informadas como células de resultado positivo para pentameros como un
porcentaje de células positivas para CD8. Las lineas representan medianas.

La FIG. 27A ilustra respuestas de linfocitos T especificos de antigeno después de
la sensibilizacién/refuerzo heterdlogos en ratones con tumores B16-OVA. Los ratones
C57BL/6J con tumores B16-OVA se inyectaron con adenovirus que expresa GFP (Ad5-
GFP) y se reforzaron con srRNA de VEE-Luciferasa formulado con MC3 LNP (Control) o
Ad5-UbAAY y reforzados con srRNA de VEE-UbAAY (Vax). Tanto el grupo de control como
el Vax también se trataron con un mAb de control de IgG. Un tercer grupo se traté con la
sensibilizacién de Ad5-GFP/refuerzo de srRNA de VEE-Luciferasa en combinacion con anti-
CTLA-4 (aCTLA-4), mientras que el cuarto grupo se traté con la sensibilizacion de Ad5-
UbAAY/refuerzo de VEE-UbAAY en combinacion con anti-CTLA-4 (Vax + aCTLA-4).
Ademas, todos los ratones se trataron con mAb anti-PD-1 comenzando el dia 21. Las
respuestas de linfocitos T se midieron mediante de ELISPOT de IFN-gamma. Los ratones
se sacrificaron y se recolectaron los bazos y ganglios linfaticos 14 dias después de la
inmunizacion con adenovirus.

La FIG. 27B ilustra respuestas de linfocitos T especificos de antigeno después de
la sensibilizacion/refuerzo heterdlogos en ratones con tumores B16-OVA. Los ratones
C57BL/6J con tumores B16-OVA se inyectaron con adenovirus que expresa GFP (Ad5-
GFP) y se reforzaron con srRNA de VEE-Luciferasa formulado con MC3 LNP (Control) o
Ad5-UbAAY y reforzados con srRNA de VEE-UbAAY (Vax). Tanto el grupo de control como
el Vax también se trataron con un mAb de control de IgG. Un tercer grupo se traté con la
sensibilizacion de Ad5-GFP/refuerzo de srRNA de VEE-Luciferasa en combinacién con anti-
CTLA-4 (aCTLA-4), mientras que el cuarto grupo se tratd con la sensibilizacion de Ad5-
UbAAY/refuerzo de VEE-UbAAY en combinacion con anti-CTLA-4 (Vax + aCTLA-4).

Ademas, todos los ratones se trataron con mAb anti-PD-1 comenzando el dia 21. Las
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respuestas de linfocitos T se midieron mediante de ELISPOT de IFN-gamma. Los ratones
se sacrificaron y se recolectaron los bazos y ganglios linfaticos 14 dias después de la
inmunizacion con adenovirus y 14 dias después del refuerzo con srRNA (dia 28 después
de la sensibilizacion).

La FIG. 27C ilustra respuestas de linfocitos T especificos de antigeno después de
la sensibilizacion/refuerzo heterdlogos en ratones con tumores B16-OVA. Los ratones
C57BL/6J con tumores B16-OVA se inyectaron con adenovirus que expresa GFP (Ad5-
GFP) y se reforzaron con srRNA de VEE-Luciferasa formulado con MC3 LNP (Control) o
Ad5-UbAAY y reforzados con srRNA de VEE-UbAAY (Vax). Tanto el grupo de control como
el Vax también se trataron con un mAb de control de IgG. Un tercer grupo se traté con la
sensibilizacién de Ad5-GFP/refuerzo de srRNA de VEE-Luciferasa en combinacion con anti-
CTLA-4 (aCTLA-4), mientras que el cuarto grupo se traté con la sensibilizacion de Ad5-
UbAAY/refuerzo de VEE-UbAAY en combinacion con anti-CTLA-4 (Vax + aCTLA-4).
Ademas, todos los ratones se trataron con mAb anti-PD-1 comenzando el dia 21. Las
respuestas de linfocitos T se midieron mediante tinciéon con pentameros del MHC clase | .
Los ratones se sacrificaron y se recolectaron los bazos y ganglios linfaticos 14 dias después
de la inmunizacién con adenovirus.

La FIG. 27D ilustra respuestas de linfocitos T especificos de antigeno después de
la sensibilizacidon/refuerzo heterélogos en ratones con tumores B16-OVA. Los ratones
C57BL/6J con tumores B16-OVA se inyectaron con adenovirus que expresa GFP (Ad5-
GFP) y se reforzaron con srRNA de VEE-Luciferasa formulado con MC3 LNP (Control) o
Ad5-UbAAY y reforzados con srRNA de VEE-UbAAY (Vax). Tanto el grupo de control como
el Vax también se trataron con un mAb de control de IgG. Un tercer grupo se traté con la
sensibilizacion de Ad5-GFP/refuerzo de srRNA de VEE-Luciferasa en combinacion con anti-
CTLA-4 (aCTLA-4), mientras que el cuarto grupo se traté con la sensibilizaciéon de Ad5-
UbAAY/refuerzo de VEE-UbAAY en combinacion con anti-CTLA-4 (Vax + aCTLA-4).
Ademas, todos los ratones se trataron con mAb anti-PD-1 comenzando el dia 21. Las
respuestas de linfocitos T se midieron mediante tinciéon con pentameros del MHC clase | .
Los ratones se sacrificaron y se recolectaron los bazos y ganglios linfaticos 14 dias después
de la inmunizaciéon con adenovirus y 14 dias después del refuerzo con srRNA (dia 28
después de la sensibilizacion).

La FIG. 28A ilustra respuestas de linfocitos T especificos de antigeno después de
la sensibilizacién/refuerzo heterélogos en ratones con tumores CT26 (BALB/c). Los ratones

se inmunizaron con Ad5-GFP y se reforzaron 15 dias después de la sensibilizacion con
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adenovirus con srRNA de VEE-Luciferasa formulado con MC3 LNP (Control) o
sensibilizados con Ad5-UbAAY y reforzados con srRNA de VEE-UbAAY (Vax). Tanto el
grupo de control como el Vax también se trataron con un mAb de control de IgG. A un grupo
separado se le administrd la sensibilizacion/refuerzo de Ad5-GFP/srRNA de VEE-
Luciferasa en combinacion con anti-PD-1 (aPD1), mientras que un cuarto grupo recibio la
sensibilizacion/refuerzo de Ad5-UbAAY/srRNA de VEE-UbAAY en combinacién con un
mAb anti-PD-1 (Vax + aPD1). Las respuestas de linfocitos T al péptido AH1 se midieron
mediante el uso de ELISPOT de IFN-gamma. Los ratones se sacrificaron y se recolectaron
los bazos y ganglios linfaticos 12 dias después de la inmunizacién con adenovirus.

La FIG. 28B ilustra respuestas de linfocitos T especificos de antigeno después de
la sensibilizacién/refuerzo heterdlogos en ratones con tumores CT26 (BALB/c). Los ratones
se inmunizaron con Ad5-GFP y se reforzaron 15 dias después de la sensibilizacion con
adenovirus con srRNA de VEE-Luciferasa formulado con MC3 LNP (Control) o
sensibilizados con Ad5-UbAAY vy reforzados con srRNA de VEE-UbAAY (Vax). Tanto el
grupo de control como el Vax también se trataron con un mAb de control de IgG. A un grupo
separado se le administrd la sensibilizacion/refuerzo de Ad5-GFP/srRNA de VEE-
Luciferasa en combinacion con anti-PD-1 (aPD1), mientras que un cuarto grupo recibio la
sensibilizacién/refuerzo de Ad5-UbAAY/srRNA de VEE-UbAAY en combinacion con mAb
anti-PD-1 (Vax + aPD1). Las respuestas de linfocitos T al péptido AH1 se midieron mediante
el uso de ELISPOT de IFN-gamma. Los ratones se sacrificaron y se recolectaron los bazos
y ganglios linfaticos 12 dias después de la inmunizacion con adenovirus y 6 dias después
del refuerzo con srRNA (dia 21 después de la sensibilizacion).

La FIG. 29 ilustra ChAdV68 que provoca respuestas de linfocitos T a antigenos
tumorales de ratdbn en ratones. Los ratones se inmunizaron con
ChAdV68.5WTnt. MAG25mer, y las respuestas de linfocitos T al epitopo del MHC clase |
SIINFEKL (OVA) (SEQ ID NO: 57) se midieron en ratones hembra C57BL/6J y al epitopo
del MHC clase | AH1-A5 se midieron en ratones Balb/c. Media presentada de células
formadoras de manchas (SFC) por 10® esplenocitos medidas en ensayos ELISpot. Las
barras de error representan la desviacion estandar.

La FIG. 30 ilustra respuestas inmunitarias celulares en un modelo tumoral CT26
después de una unica inmunizacion con ChAdV6, ChAdV + anti-PD-1, srRNA, srRNA +
anti-PD-1 o anti-PD-1 solo. La produccién de IFN-gamma especifico del antigeno se midié
en esplenocitos para 6 ratones de cada grupo mediante el uso de ELISpot. Los resultados

se presentan como células formadoras de manchas (SFC) por10° esplenocitos. Mediana
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para cada grupo indicada mediante linea horizontal. Valores P determinados mediante el
uso de prueba de comparacién multiple de Dunnett; *** P<0,0001, **P<0,001, *P<0,05.
ChAdV= ChAdV68.5WTnt.MAG25mer; srRNA= srRNA de VEE-MAG25mer.

La FIG. 31 ilustra respuestas de linfocitos T CD8 en un modelo tumoral CT26
después de una unica inmunizacion con ChAdV6, ChAdV + anti-PD-1, srRNA, srRNA +
anti-PD-1 o anti-PD-1 solo. Produccién de IFN-gamma especifico de antigeno en linfocitos
T CD8 medida mediante el uso de ICS y resultados presentados como linfocitos T CD8
especificos de antigeno como un porcentaje de los linfocitos T CD8 totales. Mediana para
cada grupo indicada mediante linea horizontal. Valores P determinados mediante el uso de
prueba de comparacién muiltiple de Dunnett; *** P<0,0001, **P<0,001, *P<0,05. ChAdV=
ChAdV68.5WTnt. MAG25mer; srRNA= srRNA de VEE-MAG25mer.

La FIG. 32 ilustra crecimiento tumoral en un modelo tumoral CT26 después de la
inmunizacioén con sensibilizaciéon/refuerzo heterélogos ChAdV/srRNA,
sensibilizacion/refuerzo heterdlogos srRNA/ChAdV o sensibilizacion/refuerzo homoélogos
srRNA/srRNA. También se ilustra en una comparacion de las inmunizaciones de
sensibilizacion/refuerzo con o sin la administracion de anti-PD1 durante la sensibilizacién y
refuerzo. Volumenes tumorales medidos dos veces por semana y media de volumenes
tumorales presentados para los primeros 21 dias del estudio. 22-28 ratones por grupo al
inicio del estudio. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).
Valores P determinados mediante el uso de prueba de Dunnett; *** P<0,0001, **P<0,001,
*P<0,05. ChAdV= ChAdV68.5WTnt.MAG25mer; srRNA= srRNA de VEE-MAG25mer.

La FIG. 33 ilustra la supervivencia en un modelo tumoral CT26 después de la
inmunizacion con sensibilizacion/refuerzo heterélogos ChAdV/srRNA,
sensibilizacion/refuerzo heterdlogos srRNA/ChAdV o sensibilizacion/refuerzo homologos
srRNA/srRNA. También se ilustra en una comparacion de las inmunizaciones de
sensibilizacién/refuerzo con o sin la administracién de anti-PD1 durante la sensibilizacion y
refuerzo. Valores P determinados mediante el uso de prueba de rango logaritmico; ***
P<0,0001, **P<0,001, *P<0,01. ChAdV= ChAdV68.5WTnt.MAG25mer; srRNA= srRNA de
VEE-MAG25mer.

La FIG. 34 ilustra respuestas inmunitarias celulares en macacos Rhesus indios
después de una inmunizacion de sensibilizacion/refuerzo heterdlogos. Se midié la
produccion de IFN-gamma especifico de antigeno en PBMC a seis epitopos con restricciéon
de mamu AO01 diferentes para el grupo de sensibilizacion/refuerzo con
ChAdV68.5WTnt. MAG25mer/srRNA de VEE-MAG25mer heterélogos (6 macacos Rhesus)
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mediante el uso de ELISpot 7, 14, 21, 28 o 35 dias después de la inmunizacién de
sensibilizacion inicial y 7 dias después de la primera inmunizacién de refuerzo. Los
resultados se presentan como media de células formadoras de manchas (SFC) por 10°
PBMC para cada epitopo en un formato de grafico de barras apiladas.

La FIG. 35 ilustra respuestas inmunitarias celulares en macacos Rhesus indios
después de una inmunizacion de ChAdV con o sin anti-CTLA4. Se midié la produccion de
IFN-gamma especifico de antigeno en PBMC a seis epitopos con restriccion de mamu AO1
diferentes después de la inmunizacién con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer con o sin la adicion
de anti-CTLA4 administrado por via intravenosa (1V) o localmente (SC) (6 macacos Rhesus
por grupo) mediante el uso de ELISpot 14 después de la inmunizacion inicial. Los resultados
se presentan como media de células formadoras de manchas (SFC) por 106 PBMC para
cada epitopo en un formato de grafico de barras apiladas.

DESCRIPCION DETALLADA

I. Definiciones

En general, se pretende que los términos usados en las reivindicaciones y la
memoria descriptiva se interpreten con su significado comun comprendido por un experto
en la técnica. A continuacion se definen determinados términos para proporcionar mayor
claridad. En caso de contradiccion entre el significado comuin y las definiciones
proporcionadas, se usaran las definiciones proporcionadas.

Como se usa en la presente, el término «antigeno» es un sustancia que induce una
respuesta inmunitaria.

Como se usa en la presente, el término «neoantigeno» es un antigeno que tiene al
menos una alteracion que lo distingue del antigeno de tipo salvaje correspondiente, p. €j.,
mediante la mutacion en una célula tumoral o modificacién postraduccional especifica de
una célula tumoral. Un neoantigeno puede incluir una secuencia de polipéptidos o una
secuencia de nucledtidos. Una mutacion puede incluir un indel de desplazamiento de marco
o sin desplazamiento de marco, una sustitucion de cambio de sentido o sin sentido, una
alteracion en el sitio de corte y empalme, una reorganizacién genémica o fusién genética,
o cualquier alteracion gendmica o de expresion que conduzca a un neoORF. Una mutacién
también puede incluir una variante de corte y empalme. Las modificaciones
postraduccionales especificas de una célula tumoral pueden incluir fosforilacién anémala.
Las modificaciones postraduccionales especificas de una célula tumoral pueden incluir
también un antigeno sometido a corte y empalme generado por el proteasoma. Remitirse a

Liepe et al., Una gran proporcién de ligandos HLA clase | son péptidos sometidos a corte y
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empalme generado por el proteasoma; Science. 2016 Oct 21;354(6310):354-358.

Como se usa en la presente, la expresion «neoantigeno del tumor» es un
neoantigeno presente en un tejido o célula tumoral de un sujeto pero no en el tejido o célula
normal correspondiente del sujeto.

Como se usa en la presente, la expresién «vacuna basada en neoantigenos» es
una construccion de vacuna basada en uno o mas neoantigenos, p. ej., multiples
neoantigenos.

Como se usa en la presente, la expresidn «neoantigeno candidato» es una mutacion
u otra anomalia que da lugar a una nueva secuencia que puede representar un
neoantigeno.

Como se usa en la presente, la expresion «region codificante» es la parte o partes
de un gen que codifican proteina.

Como se usa en la presente, la expresion «mutacion codificante» es una mutacion
que se produce en una regién codificante.

Como se usa en la presente, el término «ORF» significa marco de lectura abierto.

Como se usa en la presente, el término «NEO-ORF» es un ORF especifico de tumor
que surge de una mutacion u otra anomalia tal como el corte y empalme.

Como se usa en la presente, la expresion «mutacién de cambio de sentido» es una
mutacién que produce una sustitucion de un aminoacido a otro.

Como se usa en la presente, la expresion «mutacion sin sentido» es una mutacion
que produce una sustituciéon de un aminoacido a un codén de terminacion.

Como se usa en la presente, la expresion «mutacion de desplazamiento de marco»
es una mutacion que produce un cambio en el marco de la proteina.

Como se usa en la presente, el término «indel» es una insercién o eliminacion de
uno o Mas un acidos nucleicos.

Como se usa en la presente, el término «identidad» en el contexto de dos o0 mas
secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, hace referencia a dos o mas secuencias o
subsecuencias que tienen un porcentaje especificado de nucledtidos o residuos de
aminoacidos que son los mismos, cuando se comparan y se alinean para una maxima
correspondencia, segun se mide usando uno de los algoritmos de comparacion de
secuencias descritos a continuacion (p. ej., BLASTP y BLASTN u otros algoritmos
disponibles para los expertos) o por inspeccion visual. Dependiendo de la aplicacion, el
porcentaje «identidad» puede existir sobre una regién de la secuencia que se compara, p.

€j., sobre un dominio funcional, o, de manera alternativa, puede existir sobre la longitud
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completa de las dos secuencias a comparar.

Para la comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una
secuencia de referencia con la cual se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa
un algoritmo de comparacion de secuencias, se ingresan las secuencias de prueba y de
referencia en una computadora, se designan las coordenadas de las subsecuencias, si
fuera necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. El
algoritmo de comparacion de secuencias después calcula el porcentaje de identidad de
secuencia para la secuencia o secuencias de prueba con respecto a la secuencia de
referencia, en funcién de los parametros de programa designados. De manera alternativa,
la similitud o disimilitud se puede establecer por la presencia o ausencia combinadas de
nucledtidos particulares, o, para secuencias traducidas, aminoacidos en posiciones de
secuencia seleccionadas (p. €j., motivos de secuencia).

Las alineacion 6ptima de secuencias para su comparacion se puede llevar a cabo,
p. €j., mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math.
2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman & Wunsch,
J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el método de busqueda de similitud de Pearson &
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de
software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI)
o mediante inspeccidn visual (remitirse, en lineas generales, a Ausubel et al., infra).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de
identidad de secuencia y similitud de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en
Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El software para la realizacion del analisis
con BLAST se encuentra disponible publicamente a través del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica.

Como se usa en la presente, el término «non-stop o translectura» es una mutacion
que produce la eliminacion del codén de terminacion natural.

Como se usa en la presente, el término «epitopo» es la parte especifica de un
antigeno a la que tipicamente se une un anticuerpo o receptor de linfocitos T.

Como se usa en la presente, el término «inmunogénico» es la capacidad de
provocar una respuesta inmunitaria, p. ej., mediante linfocitos T, linfocitos B o0 ambos.

Como se usa en la presente, la expresion «afinidad de uniéon a HLA», «afinidad de
unién a MHC» significa afinidad de unién entre un antigeno especifico y un alelo del MHC

especifico.
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Como se usa en la presente, el término «cebo» es una sonda de acido nucleico que
se usa para enriquecer una secuencia especifica de ADN o ARN de una muestra.

Como se usa en la presente, el término «variante» es una diferencia entre los acidos
nucleicos de un sujeto y el genoma humano de referencia usado como control.

Como se usa en la presente, la expresion «tipificacion de variante» es una
determinacion algoritmica de la presencia de una variante, tipicamente a partir de la
secuenciacion.

Como se usa en la presente, el término «polimorfismo» es una variante de linea
germinal, es decir, una variante que se encuentra en todas las células portadoras de ADN
de un individuo.

Como se usa en la presente, el término «variante somatica» es una variante que
surge en células que no son de linea germinal de un individuo.

Como se usa en la presente, el término «alelo» es una versién de un gen o una
version de una secuencia genética o una versién de una proteina.

Como se usa en la presente, la expresion «tipo HLA» es el complemento de los
alelos del gen HLA.

Como se usa en la presente, «degradacién mediada por mutaciones terminadoras»
0 «NMD (por sus siglas en inglés)» es una degradacion de un ARNm por una célula debido
a un codoén de terminacién prematuro.

Como se usa en la presente, la expresion «mutacion troncal» es una mutacién que
se origina temprano en el desarrollo de un tumor y presente en una parte sustancial de las
células del tumor.

Como se usa en la presente, la expresion «mutacion subclonal» es una mutacion
que se origina mas tarde en el desarrollo de un tumor y presente Unicamente en un
subconjunto de las células del tumor.

Como se usa en la presente, el término «exoma» es un subconjunto del genoma
que codifica proteinas. Un exoma puede ser el conjunto de exones de un genoma.

Como se usa en la presente, la expresion «regresion logistica» es un modelo de
regresion para datos binarios de estadisticas en el que el logit de la probabilidad de que la
variable dependiente sea igual a uno se modela como una funcién lineal de las variables
dependientes.

Como se usa en la presente, la expresion «red neuronal» es un modelo de
aprendizaje automatico para clasificacion o regresion que consiste en multiples capas de

transformaciones lineales seguidas de no linealidades en cuanto a elementos tipicamente
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con entrenamiento mediante descenso de gradiente estocastico y retropropagacion.

Como se usa en la presente el término «proteoma» es el conjunto de todas las
proteinas expresadas y/o traducidas por una célula, grupo de células o individuo.

Como se usa en la presente, el término «peptidoma» es el conjunto de todos los
péptidos presentados por MHC-1 o MHC-II en la superficie de la célula. El peptidoma puede
hacer referencia a una propiedad de una célula o un conjunto de células (p. €j., el peptidoma
del tumor, es decir la union de los peptidomas de todas las células que constituyen el tumor).

Como se usa en la presente, el término «ELISPOT» significa ensayo de inmunospot
ligado a enzimas, que es un método comun para monitorear respuestas inmunitarias en
humanos y animales.

Como se usa en la presente, el término «dextrameros» son multimeros MHC-
péptido basados en dextrano usados para tincion de linfocitos T especificos de antigeno en
citometria de flujo.

Como se usa en la presente, la expresion «tolerancia o tolerancia inmunitaria» es
un estado de ausencia de respuesta inmunitaria a uno o mas antigenos, p. e€j.,
autoantigenos.

Como se usa en la presente, la expresion «tolerancia central» es una tolerancia
afectada en el timo, ya sea por eliminacion de clones de linfocitos T autorreactivos o por
promocién de clones de linfocitos T autorreactivos para que se diferencien en linfocitos T
reguladores inmunosupresores (Tregs).

Como se usa en la presente, la expresion «tolerancia periférica» es una tolerancia
afectada en la periferia mediante la regulacién por disminucién o anergizacién de linfocitos
T autorreactivos que sobreviven a la tolerancia central o promocion de estos linfocitos T
para que se diferencien en Tregs.

El término «muestra» puede incluir una unica célula o multiples células o fragmentos
de células o una alicuota de fluido corporal, tomados de un sujeto, por medios que incluyen
venopuncién, excrecion, eyaculacion, masaje, biopsia, aspiracion con aguja, muestras por
lavado, raspado, incisién quirurgica o intervencion u otros medios conocidos en la técnica.

El término «sujeto» comprende una célula, tejido u organismo, humano o no
humano, ya sea in vivo, ex vivo o in vitro, masculino o femenino. El término «sujeto» incluye
mamiferos, que incluyen humanos.

El término «mamifero» abarca tanto humanos como no humanos e incluye, de modo
no taxativo, humanos, primates no humanos, caninos, felinos, murinos, bovinos, equinos, y

porcinos.
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La expresion «factor clinico» hace referencia a una medida de una afeccion de un
sujeto, p. €j., actividad o gravedad de la enfermedad. «Factor clinico» comprende todos los
marcadores del estado de salud de un sujeto, que incluye marcadores que no son de la
muestra y/u otras caracteristicas de un sujeto, tales como, de modo no taxativo, edad y
sexo. Un factor clinico puede ser una puntuacion, un valor o un conjunto de valores que
pueden obtenerse a partir de la evaluacion de una muestra (o poblacién de muestras) de
un sujeto o un sujeto con una afeccién determinada. Un factor clinico también puede
predecirse mediante marcadores y/u otros parametros tales como sustitutos de expresion
geénica. Los factores clinicos pueden incluir tipo de tumor, subtipo de tumor e historial de
tabaquismo.

La expresién «secuencias de acidos nucleicos que codifican antigenos derivadas
de un tumor» hace referencia a secuencias de acidos nucleicos directamente extraidas del
tumor, p. ej., mediante RT-PCR; o datos de secuencia obtenidos mediante la secuenciacién
del tumor y la posterior sintesis de las secuencias de acidos nucleicos mediante el uso de
datos de secuenciacion, p. ej., mediante diversos métodos sintéticos o basados en PCR
conocidos en la técnica.

El término «alfavirus» hace referencia a miembros de la familia Togaviridae, y son
virus de ARN monocatenario de sentido positivo. Los alfavirus se clasifican tipicamente
como del viejo mundo, tales como virus Sindbis, rio Ross, Mayaro, Chikungunya y bosque
Semliki, o como del nuevo mundo, tales como encefalitis equina del este, Aura, Fort Morgan,
encefalitis equina venezolana y su cepa derivada TC-83. Los alfavirus son tipicamente virus
de ARN autorreplicante.

La expresion «estructura principal de alfavirus» hace referencia a secuencia/s
minima/s de un alfavirus que permiten la autorreplicacion del genoma viral. Las secuencias
minimas pueden incluir secuencias conservadas para amplificacion mediada por proteina
no estructural, un gen de proteina no estructural 1 (nsP1), un gen nsP2, un gen nsP3, un
gen nsP4 y una secuencia de poliA, asi como secuencias para expresion de ARN viral
subgendmico que incluye un elemento promotor 26S.

La expresion «secuencias para amplificacion mediada por proteina no estructural»
incluye elementos de secuencia conservados (CSE, por sus siglas en inglés) de alfavirus
que son conocidos por los expertos en la técnica. Los CSE incluyen, de modo no taxativo,
una UTR 5 de alfavirus, un CSE 51-nt, un CSE 24-nt u otra secuencia promotora
subgendmica 26S, un CSE 19-nt y una UTR 3’ de alfavirus.

La expresion «ARN polimerasay incluye polimerasas que catalizan la produccion de
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polinucleétidos de ARN a partir de una plantilla de ADN. Las ARN polimerasas incluyen, de
modo no taxativo, polimerasas derivadas de bacteriéfagos que incluyen T3, T7 y SP6.

El término «lipido» incluye moléculas hidrofdbicas y/o anfifilicas. Los lipidos pueden
ser catidnicos, aniénicos o neutros. Los lipidos pueden ser de origen natural o sintético, y
en algunos casos biodegradables. Los lipidos pueden incluir colesterol, fosfolipidos,
conjugados lipidicos que incluyen, de modo no taxativo, conjugados de polietilenglicol
(PEG) (lipidos PEGilados), ceras, aceites, glicéridos, grasas y vitaminas solubles en grasas.
Los lipidos pueden incluir también dilinoleilmetil-4-dimetilaminobutirato (MC3) y moléculas
similares a MC3.

La expresidon «nanoparticula lipidica» o «LNP» incluye estructuras tipo vesicula
formadas mediante una membrana que contiene lipidos que rodea un interior acuoso, a las
que también se hace referencia como liposomas. Las nanoparticulas lipidicas incluyen
composiciones a base de lipidos con un nucleo lipidico sdlido estabilizado mediante un
tensioactivo. Los nucleos lipidicos pueden ser acidos grasos, acilgliceroles, ceras y mezcla
de estos tensioactivos. Los lipidos de la membrana biologica tales
como fosfolipidos, esfingomielina, sales biliares (taurocolato de sodio),
y esteroles (colesterol) se pueden usar como estabilizadores. Las nanoparticulas lipidicas
se pueden formar mediante el uso de relaciones definidas de diferentes moléculas lipidicas
que incluyen, de modo no taxativo, relaciones definidas de uno o mas lipidos catiénicos,
anionicos o neutros. Las nanoparticulas lipidicas pueden encapsular moléculas dentro de
una cubierta de membrana exterior y posteriormente pueden ponerse en contacto con
células diana para suministrar las moléculas encapsuladas al citosol de la célula
hospedadora. Las nanoparticulas lipidicas pueden modificarse o funcionalizarse con
moléculas no lipidicas, incluso en su superficie. Las nanoparticulas lipidicas pueden ser de
capa unica (unilamelares) o de multiples capas (multilamelares). Las nanoparticulas
lipidicas pueden formar complejos con &acido nucleico. Las nanoparticulas lipidicas
unilamelares pueden formar complejos con acido nucleico, donde el acido nucleico esta en
el interior acuoso. Las nanoparticulas lipidicas multilamelares pueden formar complejos con
acido nucleico, donde el acido nucleico esta en el interior acuoso, o forma o esta intercalado.

Abreviaturas: MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; HLA: antigeno
leucocitario humano o locus de gen MHC humano; NGS: secuenciacion de nueva
generacion; PPV: valor predictivo positivo; TSNA: neoantigenos especificos de tumor;
FFPE: fijado con formalina, embebido en parafina; NMD: degradacion mediada por

mutaciones terminadoras; NSCLC: cancer pulmonar no microcitico; DC: célula dendritica.
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Cabe destacar que, tal como se usan en la memoria descriptiva y las
reivindicaciones anexas, las formas singulares «un», «unay», «el» y «la» incluyen las
referencias al plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Se entendera que cualesquiera términos no definidos directamente en la presente
tendra los significados que habitualmente se asocian con estos como se entiende en la
técnica de la invencion. Ciertos términos se describen en la presente para brindarle una
guia adicional al practicante al describir las composiciones, dispositivos, métodos y
similares de aspectos de la invencion y coémo fabricarlos o usarlos. Se comprendera que
es posible decir lo mismo de mas de una forma. Por consiguiente, puede usarse lenguaje
alternativo y sinénimos para cualesquiera uno o mas de los términos descritos en la
presente. No debe darse importancia al hecho de que un término se detalle o describa en
la presente o no. Se proporcionan algunos sinénimos o métodos, materiales y similares
que se pueden sustituir. El hecho de que se mencione uno o algunos sinénimos o
equivalentes no excluye el uso de otros sinbnimos o equivalentes, a menos que se
establezca explicitamente. El uso de ejemplos, que incluyen ejemplos de los términos, es
a efectos Unicamente ilustrativos y no se pretende que limite el alcance y el significado de
los aspectos de la presente invencion.

Todas las referencias, patentes emitidas y solicitudes de patente citadas dentro del
cuerpo de la memoria descriptiva se incorporan en la presente en su totalidad mediante
esta referencia a todos los efectos.

Il. Métodos para indentificar neoantigenos

En la presente se describen métodos para identificar neoantigenos de un tumor de
un sujeto que probablemente se presenten en la superficie celular y/o probablemente
sean inmunogenos. A modo de ejemplo, uno de estos métodos puede comprender las
etapas de: obtener los datos de secuenciacién de nucleétidos tumorales de al menos uno
de exoma, transcriptoma o genoma entero de la célula tumoral del sujeto, donde los datos
de secuenciacion de nucleétidos tumorales se usan para obtener datos que representan
las secuencias de péptidos de cada uno de un conjunto de neoantigenos y donde la
secuencia de péptidos de cada neoantigeno comprende al menos una alteracién que la
diferencia de la secuencia de péptidos de tipo salvaje correspondiente; ingresar la
secuencia de péptidos de cada neoantigeno en uno o mas modelos de presentacion para
generar un conjunto de probabilidades numéricas de que cada uno de los neoantigenos
se presente por uno o mas alelos de MHC en la superficie de células tumorales de la

célula tumoral del sujeto o células presentes en el tumor, el conjunto de probabilidades
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numeéricas se identificé al menos en funcion de los datos de espectrometria de masas
recibidos y seleccionar un subconjunto del conjunto de neoantigenos en funcion del
conjunto de probabilidades numéricas de generar un conjunto de neoantigenos
seleccionados.

El modelo de presentacién puede comprender un modelo de regresion estadistica
o aprendizaje automatico (p. €j., aprendizaje profundo) entrenado en un conjunto de datos
de referencia (también denominado conjunto de datos de entrenamiento) que comprende
un conjunto de etiquetas correspondientes, donde el conjunto de datos de referencia se
obtiene de cada uno de multiples sujetos distintos donde opcionalmente algunos sujetos
pueden tener un tumor y donde el conjunto de datos de referencia comprende al menos
uno de: datos que representan secuencias de nucleétidos de exoma de tejido tumoral,
datos que representan secuencias de nucleotidos de exoma de tejido normal, datos que
representan secuencias de nucledtidos de transcriptoma de tejido tumoral, datos que
representan secuencias de proteoma de tejido tumoral y datos que representan
secuencias de peptidoma de MHC de tejido tumoral y datos que representan secuencias
de peptidoma de MHC de tejido normal. Los datos de referencia también pueden
comprender datos de espectrometria de masas, datos de secuenciacion, datos de
secuenciacion de ARN y datos de protedmica para lineas celulares de alelos simples
modificadas genéticamente para expresar un alelo de MHC predeterminado que
posteriormente se exponen a proteina sintética, lineas celulares humanas normales y
tumorales y muestras primarias frescas y congeladas y ensayos de linfocitos T (p. €j.,
ELISPOT). En determinados aspectos, el conjunto de datos de referencia incluye cada
forma de datos de referencia.

El modelo de presentacién puede comprender un conjunto de rasgos que proviene
al menos en parte del conjunto de datos de referencia y donde el conjunto de rasgos
comprende al menos uno de rasgos dependientes del alelo y rasgos independientes del
alelo. En determinados aspectos, se incluye cada rasgo.

La presentacién de células dendriticas a rasgos de linfocitos T sin tratamiento
puede comprender al menos uno de: Un rasgo descrito anteriormente. La dosis y el tipo
de antigeno en la vacuna. (p. €j., péptido, ARNm, virus, etc.): (1) La via por la cual las
células dendriticas (DC) absorben el tipo de antigeno (p. €j., endocitosis, micropinocitosis)
y/o (2) La eficacia con la cual las DC absorben el antigeno. La dosis y el tipo de
adyuvante en la vacuna. La longitud de la secuencia de antigeno de la vacuna. La

cantidad y los lugares de administracion de la vacuna. Funcionamiento inmunitario basal
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del paciente (p. €j., como se mide por el historial de infecciones recientes, conteos
sanguineos, etc.) Para vacunas de ARN: (1) el indice de renovacién del producto de
proteina de ARNm en la célula dendritica; (2) la velocidad de traduccién del ARNm luego
de la absorcion por las células dendriticas como se mide en experimentos in vitro o in vivo
y/o (3) la cantidad o rondas de traduccion del ARNm después de la absorcion por células
dendriticas como se mide en experimentos in vitro o in vivo. La presencia de motivos de
escision de proteasa en el péptido, que opcionalmente brinda peso adicional a las
proteasas tipicamente expresadas en células dendriticas (como se mide por
secuenciacion de ARN o espectrometria de masas). El nivel de expresion de la
proteasoma e inmunoproteasoma en células dendriticas activadas tipicas (que pueden
medirse por secuenciacion de ARN, espectrometria de masas, inmunohistoquimica u
otras técnicas estandar). Los niveles de expresion del alelo de MHC particular en el
individuo en cuestion (p. ej., como se mide por secuenciacion de ARN o espectrometria
de masas), de manera opcional medidos especificamente en células dendriticas activadas
u otras células inmunitarias. La probabilidad de la presentacién de péptidos por el alelo de
MHC particular en otros individuos que expresan el alelo de MHC particular, de manera
opcional medida especificamente en células dendriticas activadas u otras células
inmunitarias. La probabilidad de la presentacion de péptidos por alelos de MHC en la
misma familia de moléculas (p. €j., HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DP)
en otros individuos, de manera opcional medida especificamente en células dendriticas
activadas u otras células inmunitarias.

Los rasgos de escape de tolerancia inmunitaria pueden comprender al menos uno
de: Medicién directa del autopeptidoma mediante espectrometria de masas de proteina
realizada en uno o varios tipos celulares. Estimacion del autopeptidoma tomando la unién
de todas las subcadenas de k-mer (p. €j., 5-25) de autoproteinas. Estimacion del
autopeptidoma usando un modelo de presentacion similar al modelo de presentacion
descrito anteriormente aplicado a todas las autoproteinas que no son de mutacién, que
opcionalmente representan las variantes de linea germinal.

La clasificacion se puede realizar usando multiples neoantigenos proporcionados
por al menos un modelo en funcién al menos en parte de las probabilidades numéricas.
Siguiendo la clasificacion, puede realizarse una seleccién para seleccionar un
subconjunto de los neoantigenos clasificados de acuerdo con un criterio de seleccion.
Luego de la seleccion, un subconjunto de los péptidos clasificados puede proporcionarse

como salida.
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Una cantidad del conjunto de neoantigenos seleccionados puede ser 20.

El modelo de presentacion puede representar dependencia entre la presencia de
un par de un alelo de MHC particular y un aminoacido particular en una posicion particular
de una secuencia de péptidos y la probabilidad de presentacion en la superficie de células
tumorales, por el alelo de MHC particular del par, de tal secuencia de péptidos que
comprende el aminoacido particular en la posicion particular.

Un método descrito en la presente también puede incluir aplicar uno o mas
modelos de presentacién a la secuencia de péptidos del neoantigeno correspondiente
para generar una puntuacién de dependencia para cada uno de uno o0 mas alelos de MHC
que indican si el alelo de MHC presentara el neoantigeno correspondiente en funcion de
al menos posiciones de los aminoacidos de la secuencia de péptidos del neoantigeno
correspondiente.

Un método descrito en la presente también puede incluir transformar las
puntuaciones de dependencia para generar una probabilidad por alelo correspondiente
para cada alelo de MHC que indica una probabilidad de que el alelo de MHC
correspondiente presente el neoantigeno correspondiente y combinar las probabilidades
por alelo para generar la probabilidad numérica. El paso de transformar las
puntuaciones de dependencia puede modelar la presentacién de la secuencia de péptidos
del neoantigeno correspondiente como mutuamente excluyentes.

Un método descrito en la presente también puede incluir transformar una
combinacion de las puntuaciones de dependencia para generar la probabilidad numérica.

El paso de transformar la combinacion de las puntuaciones de dependencia puede
modelar la presentacion de la secuencia de péptidos del neoantigeno correspondiente
como interferencia entre los alelos de MHC.

El conjunto de probabilidades numéricas también puede identificarse por al menos
un alelo un rasgo de no interaccion con alelos y un método descrito en la presente
también puede incluir aplicar uno de no interaccion con alelos de uno o mas de los
modelos de presentacién a los rasgos de no interaccion con alelos para generar una
puntuacion de dependencia para los rasgos de no interaccién con alelos que indica si la
secuencia de péptidos del neoantigeno correspondiente se presentara en funcion de los
rasgos de no interaccién con alelos.

Un método descrito en la presente también puede incluir combinar la puntuacion
de dependencia para cada alelo de MHC en uno o mas de los alelos de MHC con la

puntuacion de dependencia del rasgo de no interaccion con alelos; transformar las
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puntuaciones de dependencia combinadas para cada alelo de MHC para generar una
probabilidad por alelo correspondiente para el alelo de MHC que indica una probabilidad
de que el alelo de MHC correspondiente presente el neoantigeno correspondiente y
combinar las probabilidades por alelo para generar la probabilidad numérica.

Un método descrito en la presente también puede incluir transformar una
combinacion de las puntuaciones de dependencia para cada uno de los alelos de MHC y
la puntuacion de dependencia de los rasgos de no interaccion con alelos para generar la
probabilidad numérica.

Un conjunto de parametros numéricos para el modelo de presentacion puede
entrenarse en funcién de un conjunto de datos de entrenamiento que incluye al menos un
conjunto de secuencias de péptidos de entrenamiento identificadas como presentes en
multiples muestras y uno o mas alelos de MHC asociados con cada secuencia de
péptidos de entrenamiento, donde las secuencias de péptidos de entrenamiento se
identifican mediante espectrometria de masas en péptidos aislados eluidos de alelos de
MHC derivados de las multiples muestras.

Las muestras también pueden incluir lineas celulares modificadas genéticamente
para expresar un unico alelo de clase | o clase Il de MHC.

Las muestras también pueden incluir lineas celulares modificadas genéticamente
para expresar multiples alelos de clase | o clase || de MHC.

Las muestras también pueden incluir lineas celulares humanas obtenidas o
derivadas de multiples pacientes.

Las muestras también pueden incluir muestras de tumores frescas o congeladas
obtenidas de multiples pacientes.

Las muestras también pueden incluir muestras de tejido frescas o congeladas
obtenidas de multiples pacientes.

Las muestras también pueden incluir péptidos identificados usando ensayos de
linfocitos T.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con:
abundancia de péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento presente en las
muestras; longitud de péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento en las
muestras.

El conjunto de datos de entrenamiento puede generarse al comparar el conjunto
de secuencias de péptidos de entrenamiento mediante la alineacion a una base de datos

que comprende un conjunto de secuencias de proteinas conocidas, donde el conjunto de
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secuencias de proteinas de entrenamiento es mas largo que las secuencias de péptidos
de entrenamiento y las incluye.

El conjunto de datos de entrenamiento puede generarse en funcion de realizar o
haber realizado una secuenciacion de nucleétidos en una linea celular para obtener datos
de secuenciacion de al menos un exoma, transcriptoma o genoma entero de la linea
celular, donde los datos de secuenciacion incluyen al menos una secuencia de
nucledtidos que incluye una alteracion.

El conjunto de datos de entrenamiento puede generarse en funcién de obtener
datos de secuenciacion de nucleétidos normales de al menos un exoma, transcriptoma o
genoma entero, de muestras de tejido normal.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
secuencias de proteoma asociadas con las muestras,

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
secuencias de peptidoma de MHC asociadas con las muestras,

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
las mediciones de afinidad de unién a MHC-péptido para al menos uno de los péptidos
aislados.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
las mediciones de estabilidad de unién a MHC-péptido para al menos uno de los péptidos
aislados.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
transcriptomas asociados con las muestras,

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
genomas asociados con las muestras,

Las secuencias de péptidos de entrenamiento pueden tener longitudes dentro de
un intervalo de k-mers donde k es entre 8-15, inclusive para clase | de MHC o 9-30
inclusive para clase Il de MHC.

Un método descrito en la presente también puede incluir codificar la secuencia de
péptidos usando un esquema de codificacion one-hot.

Un método descrito en la presente también puede incluir codificar las secuencias
de péptidos de entrenamiento usando un esquema de codificacion one-hot con relleno a
la izquierda.

Un método para tratar a un sujeto con un tumor, que comprende realizar los pasos

de la reivindicacion 1 y que ademas comprende obtener una vacuna tumoral que
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comprende el conjunto de neoantigenos seleccionados y administrarle la vacuna tumoral
al sujeto.

En la presente también se describen métodos para elaborar una vacuna tumoral,
que comprenden las etapas de: obtener los datos de secuenciacion de nucleétidos
tumorales de al menos uno de exoma, transcriptoma o genoma entero de la célula tumoral
del sujeto, donde los datos de secuenciacion de nucledétidos tumorales se usan para
obtener datos que representan las secuencias de péptidos de cada uno de un conjunto de
neoantigenos y donde la secuencia de péptidos de cada neoantigeno comprende al
menos una alteracion que la diferencia de la secuencia de péptidos de tipo salvaje
correspondiente; ingresar la secuencia de péptidos de cada neoantigeno en uno o mas
modelos de presentacién para generar un conjunto de probabilidades numéricas de que
cada uno de los neoantigenos se presente por uno o mas alelos de MHC en la superficie
de células tumorales de la célula tumoral del sujeto, el conjunto de probabilidades
numeéricas se identificé al menos en funcion de los datos de espectrometria de masas
recibidos y seleccionar un subconjunto del conjunto de neoantigenos en funcién del
conjunto de probabilidades numéricas de generar un conjunto de neoantigenos
seleccionados y producir o haber producido una vacuna tumoral que comprende el
conjunto de neoantigenos seleccionados.

En la presente también se describe una vacuna tumoral que incluye un conjunto
de neoantigenos seleccionados que se seleccionan al llevar a cabo el método que
comprende las etapas de: obtener los datos de secuenciacion de nucledtidos tumorales
de al menos uno de exoma, transcriptoma o genoma entero de la célula tumoral del
sujeto, donde los datos de secuenciacidén de nucledtidos tumorales se usan para obtener
datos que representan las secuencias de péptidos de cada uno de un conjunto de
neoantigenos y donde la secuencia de péptidos de cada neoantigeno comprende al
menos una alteracion que la diferencia de la secuencia de péptidos de tipo salvaje
correspondiente; ingresar la secuencia de péptidos de cada neoantigeno en uno o mas
modelos de presentacién para generar un conjunto de probabilidades numéricas de que
cada uno de los neoantigenos se presente por uno o mas alelos de MHC en la superficie
de células tumorales de la célula tumoral del sujeto, el conjunto de probabilidades
numeéricas se identificé al menos en funcion de los datos de espectrometria de masas
recibidos y seleccionar un subconjunto del conjunto de neoantigenos en funcién del
conjunto de probabilidades numéricas de generar un conjunto de neoantigenos

seleccionados y producir o haber producido una vacuna tumoral que comprende el
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conjunto de neoantigenos seleccionados.

La vacuna tumoral puede incluir una o mas de una secuencia de nucleétidos, una
secuencia de polipéptidos, ARN, ADN, una célula, un plasmido o un vector.

La vacuna tumoral puede incluir uno o mas neoantigenos presentados en la
superficie de células tumorales.

La vacuna tumoral puede incluir uno o mas neoantigenos que son inmunégenos
en el sujeto.

La vacuna tumoral no puede incluir uno 0 mas neoantigenos que inducen una
respuesta autoinmunitaria contra el tejido normal en el sujeto.

La vacuna tumoral puede incluir un adyuvante.

La vacuna tumoral puede incluir un excipiente.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar neoantigenos
con mayor probabilidad de presentarse en la superficie de células tumorales respecto de
neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo de presentacion.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar neoantigenos
con mayor probabilidad de poder inducir una respuesta inmunitaria especifica de un tumor
en el sujeto respecto de neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo de
presentacion.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar neoantigenos
con mayor probabilidad de poder presentarse a linfocitos T sin tratamiento por células que
presentan antigenos (APC, por sus siglas en inglés) profesionales respecto de
neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo de presentacion, opcionalmente
donde la APC es una célula dendritica (DC, por sus siglas en inglés).

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar neoantigenos
con menor probabilidad de someterse a inhibicion mediante tolerancia central o periférica
respecto de neoantigenos no seleccionados en funcion del modelo de presentacion.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar neoantigenos
con menor probabilidad de poder inducir una respuesta autoinmunitaria al tejido normal en
el sujeto respecto de neoantigenos no seleccionados en funciéon del modelo de
presentacion.

Los datos de secuenciacion de nucleétidos de exoma o transcriptoma pueden
obtenerse al realizar secuenciacion en el tejido tumoral.

La secuenciacion puede ser secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus

siglas en inglés) o cualquier enfoque de secuenciacion masiva en paralelo.
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El conjunto de probabilidades numéricas también puede identificarse por al menos
rasgos de interaccién con alelos de MHC que comprenden al menos uno de: la afinidad
predicha con que se unen el alelo de MHC y el péptido codificado por neoantigeno; la
estabilidad predicha del complejo de péptido codificado por neoantigeno y MHC; la
secuencia y longitud del péptido codificado por neoantigeno; la probabilidad de
presentacion de péptidos codificados por neoantigeno con secuencia similar en células de
otros individuos que expresan el alelo de MHC particular segun se evalua por proteémica
de espectrometria de masas u otros medios; los niveles de expresion del alelo de MHC
particular en el sujeto en cuestion (p. €j., como se mide por secuenciacion de ARN o
espectrometria de masas); la probabilidad de presentacién global por el alelo de MHC
particular, independiente de las secuencias de péptidos codificados por neoantigeno en
otros sujetos distintos que expresan el alelo de MHC particular; la probabilidad de
presentacion global por alelos de MHC independiente de las secuencias de péptidos
codificados por neoantigeno en la misma familia de moléculas (p. ej., HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DP) en otros sujetos distintos.

El conjunto de probabilidades numéricas se identifican adicionalmente por al
menos rasgos de no interaccion con alelos de MHC que comprenden al menos uno de:
las secuencias de extremo C y N que flanquean el péptido codificado por neoantigeno en
su secuencia de proteinas fuente; la presencia de motivos de escisién de proteasa en el
péptido codificado por neoantigeno, opcionalmente ponderada de acuerdo con la
expresion de proteasas correspondientes en las células tumorales (como se mide por
secuenciacion de ARN o espectrometria de masas); el indice de renovacion de la proteina
fuente como se mide en el tipo celular apropiado; la longitud de la proteina fuente,
opcionalmente considerando las variantes de empalme especificas («isoformas»)
expresadas mayormente en las células tumorales como se mide por secuenciacién de
ARN o espectrometria de masas de proteoma, o como se predice de la anotacion de
mutaciones de empalme somaticas o de linea germinal detectadas en datos de secuencia
de ADN o ARN; el nivel de expresién del proteasoma, inmunoproteasoma,
timoproteasoma u otras proteasas en las células tumorales (que pueden medirse por
secuenciacion de ARN, espectrometria de masas de proteoma o inmunohistoquimica); la
expresion del gen fuente del péptido codificado por neoantigeno (p. €j., segun medicion a
través de secuenciacion de ARN o espectrometria de masas), la expresion especifica del
tejido tipica del gen fuente del péptido codificado por neoantigeno durante varias etapas

del ciclo celular; un catalogo integral de rasgos de la proteina fuente y/o sus dominios
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como puede encontrarse, p. €j., en uniProt o PDB
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do; rasgos que describen propiedades del dominio de
la proteina fuente que contiene el péptido, por ejemplo: estructura secundaria o terciaria
(p. €j., hélice alfa en contraste con lamina beta); empalme alternativo; la probabilidad de
presentacion de péptidos de la proteina fuente del péptido codificado por neoantigeno en
cuestidn en otros sujetos distintos; la probabilidad de que el péptido no sea detectado ni
representado en exceso por espectrometria de masas debido a sesgos técnicos; la
expresion de varios médulos/vias de genes como se mide por secuenciacion de ARN (que
no es necesario que contenga la proteina fuente del péptido) que informan sobre el
estado de las células tumorales, estroma, o linfocitos que infiltran el tumor (TIL, por sus
siglas en inglés); la cantidad de copia del gen fuente del péptido codificado por
neoantigeno en las células tumorales; la probabilidad de que el péptido se una al TAP o la
afinidad de unién medida o predicha del péptido al TAP; el nivel de expresién de TAP en
las células tumorales (que puede medirse por secuenciacién de ARN, espectrometria de
masas de proteoma, inmunohistoquimica); presencia o ausencia de mutaciones tumorales
que incluyen, de modo no taxativo: mutaciones impulsoras en genes impulsores de cancer
conocidos como EGFR, KRAS, ALK, RET, ROS1, TP53, CDKN2A, CDKN2B, NTRK1,
NTRK2, NTRK3, y en genes que codifican las proteinas implicadas en la maquinaria de
presentacion de antigenos (p. €j., B2M, HLA-A, HLA-B, HLA-C, TAP-1, TAP-2, TAPBP,
CALR, CNX, ERP57, HLA-DM, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DO, HLA-DOA, HLA-
DOBHLA-DP, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQ, HLA-DQA1, HLA-DQA2, HLA-DQBH1,
HLA-DQB2, HLA-DR, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 o
cualquiera de los genes que codifican componentes del proteasoma o
inmunoproteasoma). Los péptidos cuya presentacién depende de un componente de la
maquinaria de presentacién de antigenos que esta sujeto a una mutacion de pérdida de
funcion en el tumor tienen menor probabilidad de presentacion; la presencia o ausencia
de polimorfismos de linea germinal funcional que incluyen, de modo no taxativo: en genes
que codifican las proteinas implicadas en la maquinaria de presentacion de antigenos (p.
ej., B2M, HLA-A, HLA-B, HLA-C, TAP-1, TAP-2, TAPBP, CALR, CNX, ERP57, HLA-DM,
HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DO, HLA-DOA, HLA-DOBHLA-DP, HLA-DPA1, HLA-DPBH1,
HLA-DQ, HLA-DQA1, HLA-DQAZ2, HLA-DQB1, HLA-DQB2, HLA-DR, HLA-DRA, HLA-
DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 o cualquiera de los genes que codifican
componentes de la proteasoma o inmunoproteasoma); tipo tumoral (p. ej., NSCLC,

melanoma); subtipo de tumor clinico (p. €j., cancer pulmonar escamoso en contraste con
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no escamoso); historial de tabaquismo; la expresion tipica del gen fuente del péptido en el
tipo tumoral relevante o subtipo clinico, opcionalmente estratificada por una mutacion
impulsora.

Al menos una alteracion puede ser un indel de desplazamiento de marco o que no
es de desplazamiento de marco, sustitucion de cambio de sentido o sin sentido, alteracion
de sitio de empalme, reorganizacién genémica o fusion genética o cualquier alteracion
genomica o de expresion que conduzca a un neoORF.

La célula tumoral se puede seleccionar del grupo que consiste en: cancer de
pulmén, melanoma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de
rindn, cancer gastrico, cancer de colon, cancer testicular, cancer de cabeza y cuello,
cancer pancreatico, cancer de cerebro, linfoma de linfocitos B, leucemia mielégena aguda,
leucemia mielégena crénica, leucemia linfocitica cronica y leucemia linfocitica de linfocitos
T, cancer pulmonar no microcitico y cancer pulmonar microcitico.

Un método descrito en la presente también puede incluir obtener una vacuna
tumoral que comprende el conjunto de neoantigenos seleccionados o un subconjunto de
estos, que opcionalmente comprende ademas administrarle la vacuna tumoral al sujeto.

Al menos uno de los neoantigenos en el conjunto de neoantigenos seleccionados,
cuando esta en la forma de un polipéptido, puede incluir al menos uno de: una afinidad de
unién con MHC con un valor de IC50 menor que 1000 nM, para polipéptidos de Clase 1
de MHC una longitud de 8-15, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos, presencia de
motivos de secuencia dentro o cerca del polipéptido en la secuencia de proteinas original
que promueve la escisién del proteosoma y presencia de secuencia de motivos de
secuencia que promueven el transporte de TAP

En la presente también se describe un método para generar un modelo para
identificar uno o mas neoantigenos que probablemente se presenten en una superficie de
células tumorales de una célula tumoral, que comprende las etapas de: recibir datos de
espectrometria de masas que comprenden datos asociados con multiples péptidos
aislados eluidos de un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en
inglés) obtenido de multiples muestras; obtener un conjunto de datos de entrenamiento
por al menos la identificacion de un conjunto de secuencias de péptidos de entrenamiento
presentes en las muestras y uno o mas MHC asociados con cada secuencia de péptidos
de entrenamiento; entrenar un conjunto de parametros numéricos de un modelo de
presentacion usando el conjunto de datos de entrenamiento que comprende las

secuencias de péptidos de entrenamiento, donde el modelo de presentacién provee
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multiples probabilidades numéricas de que las secuencias de péptidos de la célula
tumoral sean presentadas por uno o mas alelos de MHC en la superficie de células
tumorales.

El modelo de presentacidn puede representar dependencia entre: la presencia de
un aminoacido particular en una posicion particular de una secuencia de péptidos y la
probabilidad de presentacion, por uno de los alelos de MHC en la célula tumoral, de la
secuencia de péptidos que contiene el aminoacido particular en la posicion particular.

Las muestras también pueden incluir lineas celulares modificadas genéticamente
para expresar un unico alelo de clase | o clase Il de MHC.

Las muestras también pueden incluir lineas celulares modificadas genéticamente
para expresar multiples alelos de clase | o clase || de MHC.

Las muestras también pueden incluir lineas celulares humanas obtenidas o
derivadas de multiples pacientes.

Las muestras también pueden incluir muestras de tumores frescas o congeladas
obtenidas de multiples pacientes.

Las muestras también pueden incluir péptidos identificados usando ensayos de
linfocitos T.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con:
abundancia de péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento presente en las
muestras; longitud de péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento en las
muestras.

Un método descrito en la presente también puede incluir obtener un conjunto de
secuencias de proteinas de entrenamiento en funcion de las secuencias de péptidos de
entrenamiento mediante alineacion a una base de datos que comprende un conjunto de
secuencias de proteinas conocidas, donde el conjunto de secuencias de proteinas de
entrenamiento es mas largo que las secuencias de péptidos de entrenamiento y las
incluye.

Un método descrito en la presente también puede incluir realizar o haber realizado
espectrometria de masas en una linea celular para obtener datos de secuenciacion de
nucledtidos de al menos un exoma, transcriptoma o genoma entero de la linea celular,
donde los datos de secuenciacion de nucleétidos incluyen al menos una secuencia de
proteinas que incluye una mutacion.

Un método descrito en la presente también puede incluir: codificar la secuencia de

péptidos de capacitacion usando un esquema de codificacion one-hot.
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Un método descrito en la presente también puede incluir obtener datos de
secuenciaciéon de nucledtidos de al menos un exoma, transcriptoma o genoma entero de
muestras de tejido normal y entrenar el conjunto de parametros del modelo de
presentacién usando los datos de secuenciacién de nucledtidos normales.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
secuencias de proteoma asociadas con las muestras,

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
secuencias de peptidoma de MHC asociadas con las muestras,

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
las mediciones de afinidad de union a MHC-péptido para al menos uno de los péptidos
aislados.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
las mediciones de estabilidad de union a MHC-péptido para al menos uno de los péptidos
aislados.

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
transcriptomas asociados con las muestras,

El conjunto de datos de entrenamiento también puede incluir datos asociados con
genomas asociados con las muestras,

Un método descrito en la presente también puede incluir la regresion logistica del
conjunto de parametros.

Las secuencias de péptidos de entrenamiento pueden tener longitudes dentro de
un intervalo de k-mers donde k es entre 8-15, inclusive para clase | de MHC o 9-30,
inclusive para clase Il de MHC.

Un método descrito en la presente también puede incluir codificar las secuencias
de péptidos de entrenamiento usando un esquema de codificacion one-hot con relleno a
la izquierda.

Un método descrito en la presente también puede incluir determinar valores para
el conjunto de parametros usando un algoritmo de aprendizaje profundo.

En la presente se describen métodos para identificar uno 0 mas neoantigenos que
probablemente se presenten en una superficie de células tumorales de una célula
tumoral, que comprenden ejecutar las etapas de: recibir datos de espectrometria de
masas que comprenden datos asociados con multiples péptidos aislados eluidos de un
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) obtenido de multiples muestras de tumores

frescas o congeladas; obtener un conjunto de datos de entrenamiento por al menos la
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identificacién de un conjunto de secuencias de péptidos de entrenamiento presentes en
las muestras tumorales y presentes en uno o mas alelos de MHC asociados con cada
secuencia de péptidos de entrenamiento; obtener un conjunto de secuencias de proteinas
de entrenamiento en funcion de las secuencias de péptidos de entrenamiento y entrenar
un conjunto de parametros numéricos de un modelo de presentacion usando las
secuencias de proteinas de entrenamiento y las secuencias de péptidos de
entrenamiento, donde el modelo de presentacion provee multiples probabilidades
numéricas de que las secuencias de péptidos de la célula tumoral sean presentadas por
uno o mas alelos de MHC en la superficie de células tumorales.

El modelo de presentacion puede representar dependencia entre: la presencia de
un par de un alelo de MHC particular y un aminoacido particular en una posicién particular
de una secuencia de péptidos y la probabilidad de presentacion en la superficie de células
tumorales, por el alelo de MHC particular del par, de tal secuencia de péptidos que
comprende el aminoacido particular en la posicion particular.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar un
subconjunto de neoantigenos, donde el subconjunto de neoantigenos se selecciona
debido a que cada uno tiene mayor probabilidad de presentarse en la superficie celular
del tumor respecto de uno o mas neoantigenos tumorales diferentes.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar un
subconjunto de neoantigenos, donde el subconjunto de neoantigenos se selecciona
debido a que cada uno tiene mayor probabilidad de poder inducir una respuesta
inmunitaria especifica del tumor en el sujeto respecto de uno o mas neoantigenos
tumorales diferentes.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar un
subconjunto de neoantigenos, donde el subconjunto de neoantigenos se selecciona
debido a que cada uno tiene mayor probabilidad de poder presentarse a linfocitos T sin
tratamiento por células que presentan antigenos (APC) profesionales respecto de uno o
mas neoantigenos tumorales diferentes, opcionalmente donde la APC es una célula
dendritica (DC).

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar un
subconjunto de neoantigenos, donde el subconjunto de neoantigenos se selecciona
debido a que cada uno tiene menor probabilidad de estar sujeto a inhibicién mediante
tolerancia central o periférica respecto de uno o mas neoantigenos tumorales diferentes.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar un
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subconjunto de neoantigenos, donde el subconjunto de neoantigenos se selecciona
debido a que cada uno tiene menor probabilidad de poder inducir una respuesta
autoinmunitaria al tejido normal en el sujeto respecto de uno o mas neoantigenos
tumorales diferentes.

Un método descrito en la presente también puede incluir seleccionar un
subconjunto de neoantigenos, donde el subconjunto de neoantigenos se selecciona
debido a que cada uno tiene menor probabilidad de modificarse postraduccionalmente de
manera diferencial en células tumorales en contraste con APC, opcionalmente donde la
APC es una célula dendritica (DC).

La practica de los métodos de la presente empleara, a menos que se indique lo
contrario, métodos convencionales de quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN
recombinante y farmacologia, dentro de la experiencia en la técnica. Estas técnicas se
explican de forma exhaustiva en la bibliografia. Véase, por ejemplo, T.E. Creighton,
Proteins: Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L.
Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., edicién actual); Sambrook, et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 edicion, 1989); Methods In Enzymology (S.
Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Remington's Pharmaceutical Sciences,
182 edicion (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg
Advanced Organic Chemistry 32 Ed. (Plenum Press) Vol. Ay B (1992).

lll. Identificacion de mutaciones especificas de tumores en
neoantigenos

En la presente también se describen métodos para la identificacion de ciertas
mutaciones (p. €j., las variantes o alelos presentes en las células cancerosas). En
particular, estas mutaciones pueden estar presentes en el genoma, transcriptoma,
proteoma o exoma de células cancerosas de un sujeto que padece cancer pero no en el
tejido normal del sujeto.

Las mutaciones genéticas en tumores pueden considerarse Utiles para el
direccionamiento inmunoldgico de tumores si llevan a cambios en la secuencia de
aminoacidos de una proteina exclusivamente en el tumor. Las mutaciones utiles incluyen:
(1) mutaciones no sinénimas que conducen a diferentes aminoacidos en la proteina; (2)
mutaciones de translectura en las que se modifica o elimina un codén de terminacion, lo
que provoca la traduccion de una proteina mas larga con una secuencia especifica de
tumores novedosa en el extremo C; (3) mutaciones del sitio de empalme que llevan a la

inclusion de un intréon en el ARNm maduro y, por lo tanto, una secuencia de proteinas
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especifica de tumores Unica; (4) reorganizaciones cromosomicas que dan lugar a una
proteina quimérica con secuencias especificas de tumores en la uniéon de 2 proteinas (es
decir, fusién genética); (5) mutaciones o eliminaciones de desplazamiento de marco que
conducen a un nuevo marco de lectura abierto con una secuencia de proteinas especifica
de tumores novedosa. Las mutaciones también pueden incluir una o mas de indeles que
no son de desplazamiento de marco, sustitucidon de cambio de sentido o sin sentido,
alteracion de sitio de empalme, reorganizacion genoémica o fusion genética o cualquier
alteracion gendmica o de expresién que conduzca a un neoORF.

Los péptidos con mutaciones o polipéptidos mutados que surgen, por ejemplo, de
mutaciones del sitio de empalme, de desplazamiento de marco, de translectura o de
fusion genética en las células tumorales pueden identificarse mediante secuenciacion del
ADN, ARN o la proteina en células tumorales en contraste con células normales.

Las mutaciones también pueden incluir mutaciones especificas de tumores
identificadas previamente. Las mutaciones tumorales conocidas pueden encontrarse en la
base de datos del Catalogo de mutaciones somaticas en el cancer (COSMIC, por sus
siglas en inglés).

Se encuentra disponible una variedad de métodos para detectar la presencia de
una mutacion o alelo particular en el ADN o ARN de un individuo. Los avances en este
campo han proporcionado genotipado de SNP a gran escala preciso, facil y econémico.
Por ejemplo, se han descrito varias técnicas que incluyen la hibridacién dinamica
especifica de alelos (DASH, por sus siglas en inglés), electroforesis en gel diagonal de
matriz de microplacas (MADGE, por sus siglas en inglés), pirosecuenciacion, ligacion
especifica de oligonucledtidos, el sistema TagMan asi como también diversas tecnologias
de «chip» de ADN como los chips de SNP Affymetrix. Estos métodos utilizan la
amplificacién de la region genética objetivo, tipicamente mediante PCR. Aun otros
métodos, basados en la generacion de moléculas de sefales pequefias mediante escision
invasiva seguida de espectrometria de masas o sondas de cadena inmovilizadas y
amplificacién por circulo rodante. Mas adelante se resumen varios de los métodos
conocidos en la técnica para detectar mutaciones especificas.

Los medios de deteccion basados en PCR pueden incluir amplificacion de
multiplex de multiples marcadores de manera simultanea. Por ejemplo, se conoce en la
técnica la seleccion de cebadores de PCR para generar productos de PCR que no se
superponen en tamafo y pueden analizarse de manera simultanea. De manera

alternativa, es posible amplificar diferentes marcadores con cebadores que estan
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etiquetados de manera diferencial y, por lo tanto, cada uno puede detectarse de manera
diferencial. Por supuesto, los medios de deteccion basados en hibridacién permiten la
deteccion diferencial de multiples productos de PCR en una muestra. En la técnica se
conocen otras técnicas para permitir analisis de multiplex de multiples marcadores.

Se han desarrollado varios métodos para facilitar el analisis de polimorfismos de
nucledtidos simples en ADN gendmico o ARN celular. Por ejemplo, un polimorfismo de
base simple puede detectarse usando un nucleétido especializado resistente a
exonucleasa, como se describe, p. €j., en Mundy, C. R. (patente estadounidense n.°
4.656.127). De acuerdo con el método, un cebador complementario a la secuencia alélica
inmediatamente 3' con respecto al sitio polimarfico puede hibridar con una molécula
objetivo obtenida de un animal o humano particular. Si el sitio polimérfico en la molécula
objetivo contiene un nucleétido que es complementario al derivado de nucledtido
resistente a exonucleasa particular presente, entonces ese derivado se incorporara al
extremo del cebador hibridado. Dicha incorporacion vuelve al cebador resistente a la
exonucleasa y, de esta forma, permite su deteccion. Dado que se conoce la identidad del
derivado resistente a exonucleasa de la muestra, descubrir que el cebador se ha vuelto
resistente a las exonucleasas revela que el o los nucledtidos presentes en el sitio
polimérfico de la molécula objetivo son complementarios al del derivado de nucleétido
utilizado en la reaccidon. Este método tiene la ventaja de que no requiere la determinacion
de grandes cantidades de datos externos de secuencias.

Un método basado en solucion se puede usar para determinar la identidad de un
nucleotido de un sitio polimérfico. Cohen, D. et al. (Patente francesa 2.650.840; solicitud
PCT n.° WO91/02087). Al igual que en el método de Mundy de la patente estadounidense
n.° 4.656.127, se emplea un cebador que es complementario a las secuencias alélicas
inmediatamente 3' con respecto a un sitio polimérfico. El método determina la identidad
del nucledtido de ese sitio usando derivados de didesoxinucledtidos etiquetados que, si
son complementarios al nucleoétido del sitio polimérfico, se incorporaran en el extremo del
cebador.

Un método alternativo, conocido como Genetic Bit Analysis 0 GBA se describe por
Goelet, P. et al. (Solicitud PCT n.° 92/15712). El método de Goelet, P. et al. utiliza
mezclas de terminadores etiquetados y un cebador que es complementario a la secuencia
3' con respecto a un sitio polimdrfico. Por lo tanto, el terminador etiquetado que se
incorpora es determinado por, y complementario a, el nucleétido presente en el sitio

polimérfico de la molécula objetivo que se evallua. A diferencia del método de Cohen et al.
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(Patente francesa 2.650.840; solicitud PCT n.° W091/02087) el método de Goelet, P. et
al. Puede ser un ensayo de fase heterogénea, en el cual el cebador o la molécula objetivo
se inmoviliza en una fase sdlida.

Se han descrito varios procedimientos de incorporacién de nucleétidos guiados por
cebadores para el ensayo de sitios polimérficos en el ADN (Komher, J. S. et al., Nucl
Acids. Res. 17:7779-7784 (1989); Sokolov, B. P., Nucl. Acids Res. 18:3671 (1990);
Syvanen, A.-C., et al., Genomics 8:684-692 (1990); Kuppuswamy, M. N. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (EUA) 88:1143-1147 (1991); Prezant, T. R. et al., Hum. Mutat. 1:159-164
(1992); Ugozzoli, L. et al., GATA 9:107-112 (1992); Nyren, P. et al., Anal. Biochem.
208:171-175 (1993)). Estos métodos difieren de GBA porque estos utilizan la
incorporacion de desoxinucledétidos etiquetados para distinguir las bases en un sitio
polimérfico. En dicho formato, dado que la sefial es proporcional a la cantidad de
desoxinucledtidos incorporados, los polimorfismos que se producen en ejecuciones del
mismo nucleétido pueden dar como resultado sefales que son proporcionales a la
longitud de la ejecucion (Syvanen, A.-C, et al., Amer. J. Hum. Genet. 52:46-59 (1993)).

Una cantidad de iniciativas obtienen informacion de secuencias directamente de
millones de moléculas individuales de ADN o ARN en paralelo. Las tecnologias de
secuenciacion por sintesis de molécula simple en tiempo real dependen de la deteccion
de nucledtidos fluorescentes a medida que se incorporan en una cadena naciente de ADN
que es complementaria a la plantilla que se somete a secuenciacion. En un método, los
oligonucledtidos con 30-50 bases de longitud se anclan covalentemente en el extremo &’
de cubreobjetos de vidrio. Estas hebras ancladas desempefan dos funciones. En primer
lugar, actuan como sitios de captura de las hebras de plantilla objetivo si las plantillas
estan configuradas con colas de captura complementarias a los oligonucleétidos unidos a
la superficie. También actian como cebadores para la extensién de cebador dirigida a la
plantilla que forma la base de la lectura de secuencia. Los cebadores de captura
funcionan como un sitio de posicion fija para la determinacién de secuencias usando
multiples ciclos de sintesis, deteccion y escisién quimica del enlazador tinte para retirar el
tinte. Cada ciclo consiste en agregar la mezcla de polimerasa/nucleétidos etiquetados,
enjuagar, tomar imagenes y escindir el tinte. En un método alternativo, la polimerasa se
modifica con una molécula donante fluorescente y se inmoviliza en un portaobjetos de
vidrio, mientras que cada nucledétido esta codificado por color con un resto fluorescente
aceptor unido a gamma-fosfato. El sistema detecta la interaccion entre una polimerasa

etiquetada de forma fluorescente y un nucleétido modificado de forma fluorescente ya que
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el nucledtido se incorpora en la cadena de novo. También existen otras tecnologias de
secuenciacion por sintesis.

Se puede utilizar cualquier plataforma de secuenciacién por sintesis adecuada
para identificar las mutaciones. Como se describe anteriormente, en la actualidad se
encuentran disponibles cuatro plataformas principales de secuenciacion por sintesis:
Genome Sequencers de Roche/454 Life Sciences, 1G Analyzer de lllumina/Solexa, el
sistema SOLID de Applied BioSystems y el sistema Heliscope de Helicos Biosciences.
Las plataformas de secuenciacion por sintesis también han sido descritas por Pacific
Biosciences y VisiGen Biotechnologies. En algunas modalidades, multiples moléculas de
acido nucleico que se secuencian estan unidas a un soporte (por ejemplo, soporte solido).
Para inmovilizar el acido nucleico en un soporte, se puede agregar una secuencia de
captura/sitio de cebado universal en el extremo 3' y/o 5' de la plantilla. Los acidos
nucleicos pueden estar unidos al soporte al hibridar la secuencia de captura con una
secuencia complementaria unida covalentemente al soporte. La secuencia de captura
(también denominada secuencia de captura universal) es una secuencia de acido nucleico
complementaria a una secuencia unida a un soporte que puede servir doblemente como
cebador universal.

Como alternativa a una secuencia de captura, un miembro de un par de
acoplamiento (como, por ejemplo, anticuerpo/antigeno, receptor/ligando o el par de
avidina-biotina como se describe en, por ejemplo, la solicitud de patente estadounidense
n.° 2006/0252077) puede unirse a cada fragmento que se capturara en una superficie
recubierta con un segundo miembro respectivo de ese par de acoplamiento.

Después de la captura, la secuencia se puede analizar, por ejemplo, mediante
deteccidn/secuenciacion de molécula simple, p. ej., como se describe en los Ejemplos y
en la patente estadounidense n.° 7.283.337, que incluye secuenciacion mediante sintesis
dependiente de plantillas. En la secuenciacion mediante sintesis, la molécula unida a la
superficie se expone a multiples trifosfatos de nucledtidos etiquetados en presencia de
polimerasa. La secuencia de la plantilla se determina mediante el orden de los nucleétidos
etiquetados incorporados al extremo 3’ de la cadena en crecimiento. Esto puede
realizarse en tiempo real o en un modo de etapa y repeticion. Para el analisis en tiempo
real, se pueden incorporar diferentes etiquetas opticas a cada nucledtido y se pueden
utilizar multiples laseres para la estimulacién de los nucleétidos incorporados.

La secuenciacion también puede incluir otras plataformas y técnicas de

secuenciacion masiva en paralelo o secuenciacién de nueva generacion (NGS, por sus
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siglas en inglés). Ejemplos adicionales de plataformas y técnicas de secuenciacion
masiva en paralelo son Illlumina HiSeq o MiSeq, Thermo PGM o Proton, Pac Bio RS Il o
Sequel, Qiagen’s Gene Reader y Oxford Nanopore MinlON. Se pueden usar otras
tecnologias de secuenciacion masiva en paralelo similares actuales, asi como futuras
generaciones de estas tecnologias.

Se puede utilizar cualquier tipo de célula o tejido para obtener muestras de acido
nucleico para utilizar en los métodos descritos en la presente. Por ejemplo, se puede
obtener una muestra de ADN o ARN de un tumor o un fluido corporal, por ejemplo,
sangre, obtenida mediante técnicas conocidas (por ejemplo, venopuncion) o saliva. De
manera alternativa, las pruebas de acido nucleico se pueden realizar en muestras secas
(por ejemplo, pelo o piel). Ademas, una muestra se puede obtener para secuenciacion de
un tumor y otra muestra se puede obtener de tejido normal para secuenciacion donde el
tejido normal es del mismo tipo de tejido que el tumor. Una muestra se puede obtener
para secuenciacion de un tumor y otra muestra se puede obtener de tejido normal para
secuenciacion donde el tejido normal es de un tipo de tejido diferente que el del tumor.

Los tumores pueden incluir uno 0 mas de cancer de pulmon, melanoma, cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de rifién, cancer gastrico, cancer de
colon, cancer testicular, cancer de cabeza y cuello, cancer pancreatico, cancer de
cerebro, linfoma de linfocitos B, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena croénica,
leucemia linfocitica crénica y leucemia linfocitica de linfocitos T, cancer pulmonar no
microcitico y cancer pulmonar microcitico.

De manera alternativa, se puede usar espectrometria de masas de proteina para
identificar o validar la presencia de péptidos mutados unidos a proteinas de MHC en
células tumorales. Los péptidos se pueden eluir con acido de células tumorales o de
moléculas de HLA que se inmunoprecipitan del tumor y luego se identifican usando
espectrometria de masas.

IV. Neoantigenos

Los neoantigenos pueden incluir nucleétidos o polipéptidos. Por ejemplo, un
neoantigeno puede ser una secuencia de ARN que codifica una secuencia de
polipéptidos. Por lo tanto los neoantigenos utiles en vacunas pueden incluir secuencias
de nucleétidos o secuencias de polipéptidos.

En la presente se describen péptidos que comprenden mutaciones especificas de
tumores identificadas por los métodos descritos en la presente, péptidos que comprenden

mutaciones especificas de tumores conocidas y polipéptidos mutantes o fragmentos de
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estos identificados por los métodos descritos en la presente. Los péptidos de
neoantigenos pueden describirse en el contexto de su secuencia codificante donde un
neoantigeno incluye la secuencia de nucleétidos (p. ej., ADN o ARN) que codifica la
secuencia de polipéptidos relacionada.

Uno o mas polipéptidos codificados por una secuencia de nucleétidos de
neoantigeno puede comprender al menos uno de: una afinidad de unién con MHC con un
valor de IC50 menor que 1000 nM, para péptidos de Clase 1 de MHC una longitud de 8-
15, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 aminoacidos, presencia de motivos de secuencia dentro o
cerca del péptido que promueve la escisidon del proteosoma y presencia de secuencia de
motivos de secuencia que promueven el transporte de TAP

Uno o mas neoantigenos pueden presentarse en la superficie de un tumor.

Uno o mas neoantigenos pueden ser inmundgenos en un sujeto con un tumor, p.
ej., pueden provocar una respuesta de linfocitos T 0 una respuesta de linfocitos B en el
sujeto.

Uno o mas neoantigenos que inducen una respuesta autoinmunitaria en un sujeto
pueden excluirse de consideracion en el contexto de la generacion de vacunas para un
sujeto que tiene un tumor.

El tamafio de al menos una molécula de péptido neoantigénico puede comprender,
de modo no taxativo, alrededor de 5, alrededor de 6, alrededor de 7, alrededor de 8,
alrededor de 9, alrededor de 10, alrededor de 11, alrededor de 12, alrededor de 13,
alrededor de 14, alrededor de 15, alrededor de 16, alrededor de 17, alrededor de 18,
alrededor de 19, alrededor de 20, alrededor de 21, alrededor de 22, alrededor de 23,
alrededor de 24, alrededor de 25, alrededor de 26, alrededor de 27, alrededor de 28,
alrededor de 29, alrededor de 30, alrededor de 31, alrededor de 32, alrededor de 33,
alrededor de 34, alrededor de 35, alrededor de 36, alrededor de 37, alrededor de 38,
alrededor de 39, alrededor de 40, alrededor de 41, alrededor de 42, alrededor de 43,
alrededor de 44, alrededor de 45, alrededor de 46, alrededor de 47, alrededor de 48,
alrededor de 49, alrededor de 50, alrededor de 60, alrededor de 70, alrededor de 80,
alrededor de 90, alrededor de 100, alrededor de 110, alrededor de 120 o mas residuos de
moléculas amino, y cualquier intervalo derivado de estos. En modalidades especificas, las
moléculas de péptidos neoantigénicos son iguales o0 menores a 50 aminoacidos.

Los polipéptidos y péptidos neoantigénicos pueden ser: para Clase | de MHC 15
residuos o0 menos de longitud y habitualmente consisten en de alrededor de 8 a alrededor

de 11 residuos, particularmente 9 o 10 residuos; para Clase Il de MHC, 15-24 residuos.
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Si se desea, un péptido mas largo puede disenarse de varias formas. En un caso,
cuando las probabilidades de presentacion de péptidos en alelos de HLA se predicen o
conocen, un péptido mas largo podria consistir en: (1) péptidos presentados
individualmente con una extensién de 2-5 aminoacidos hacia el extremo Ny C de cada
producto génico correspondiente; (2) una concatenacién de algunos o todos los péptidos
presentados con secuencias extendidas para cada uno. En otro caso, cuando la
secuenciacién revela una secuencia de neoepitopos larga (>10 residuos) presente en el
tumor (p. ej., debido a un desplazamiento de marco, translectura o inclusion de intrones
que lleva a una secuencia de péptidos novedosa), un péptido mas largo consistiria en: (3)
toda la extensién de aminoacidos especificos del tumor novedosos, evitando de este
modo la necesidad de seleccién basada en pruebas in vitro o informatica del péptido mas
corto presentado por el HLA mas resistente. En ambos casos, el uso de un péptido mas
largo permite el procesamiento enddégeno por células del paciente y puede llevar a una
presentacion del antigeno e induccion de respuestas de linfocitos T mas eficaces.

Los polipéptidos y péptidos neoantigénicos pueden presentarse en una proteina
de HLA. En algunos aspectos, los polipéptidos y péptidos neoantigénicos se presentan en
una proteina de HLA con mayor afinidad que un péptido de tipo salvaje. En algunos
aspectos, un polipéptido o péptido neoantigénico puede tener una IC50 al menos menor
que 5000 nM , al menos menor que 1000 nM, al menos menor que 500 nM, al menos
menor que 250 nM, al menos menor que 200 nM, al menos menor que 150 nM, al menos
menor que 100 nM, al menos menor que 50 nM 0 menos.

En algunos aspectos, los polipéptidos y péptidos neoantigénicos no inducen una
respuesta autoinmunitaria y/o invocan tolerancia inmunoldgica cuando se administran a
un sujeto.

También se proporcionan composiciones que comprenden al menos dos o0 mas
péptidos neoantigénicos. En algunas modalidades, la composicién contiene al menos dos
péptidos distintos. Al menos dos péptidos distintos pueden derivar del mismo polipéptido.
Polipéptidos distintos significa que el péptido varia en longitud, secuencia de aminoacidos
o0 ambos. Los péptidos derivan de cualquier polipéptido conocido o que se encontré que
contiene una mutacion especifica de tumor. Los polipéptidos adecuados de los que
pueden derivar los péptidos neoantigénicos pueden encontrarse, por ejemplo, en la base
de datos COSMIC. COSMIC cura la informacion integral de mutaciones somaticas en el
cancer humano. El péptido contiene la mutacién especifica del tumor. En algunos

aspectos, la mutacién especifica del tumor es una mutacion impulsora de un tipo
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particular de cancer.

Los polipéptidos y péptidos neoantigénicos que tienen una actividad o propiedad
deseada pueden modificarse para proporcionar determinados atributos deseados, p. €j.,
caracteristicas farmacologicas mejoradas, y al mismo tiempo aumentar o al menos retener
sustancialmente toda la actividad biologica del péptido no modificado para unir la
molécula de MHC deseada y activar el linfocito T adecuado. Por ejemplo, los polipéptidos
y péptidos neoantigénicos pueden someterse a diversos cambios, como sustituciones, ya
sea conservadoras o0 no conservadoras, donde dichos cambios pueden proporcionar
determinadas ventajas en su uso, como mejor union a MHC, estabilidad o presentacion.
Sustituciones conservadoras se refiere a remplazar un residuo de aminoacidos con otro
que es biolégicamente y/o quimicamente similar, p. €j., un residuo hidrofébico por otro o
un residuo polar por otro. Las sustituciones incluyen combinaciones como Gly, Ala; Val,
lle, Leu, Met; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe, Tyr. El efecto de las
sustituciones de aminoacidos simples también pueden analizarse usando aminoacidos D.
Dichas modificaciones pueden realizarse usando procedimientos conocidos de sintesis de
péptidos, como se describe, p. €j., en Merrifield, Science 232:341-347 (1986), Barany &
Merrifield, The Peptides, Gross & Meienhofer, eds. (N.Y., Academic Press), pp. 1-284
(1979); y Stewart & Young, Solid Phase Peptide Synthesis, (Rockford, lll., Pierce), 22 Ed.
(1984).

Las modificaciones de péptidos y polipéptidos con varios miméticos de
aminoacidos o aminoacidos no naturales pueden ser particularmente utiles para aumentar
la estabilidad del péptido y polipéptido in vivo. La estabilidad puede someterse a ensayo
de varias formas. Por ejemplo, se han usado peptidasas y varios medios biolégicos, como
plasma humano y suero, para evaluar la estabilidad. Véase, p. €j., Verhoef et al., Eur. J.
Drug Metab Pharmacokin. 11:291-302 (1986). La semivida de los péptidos puede
determinarse de manera conveniente usando un ensayo de suero humano al 25 % (v/v).
El protocolo es generalmente el siguiente. Suero humano agrupado (Tipo AB, no
inactivado por calor) se deslipida por centrifugacion antes del uso. Luego el suero se
diluye hasta 25 % con medio de cultivo de tejido RPMI y se usa para analizar la
estabilidad del péptido. En intervalos de tiempo predeterminados, una pequefia cantidad
de solucion de reaccién se retira y agrega a etanol o acido tricloroacético acuoso al 6 %.
La muestra de reaccién turbia se enfria (4 grados C) durante 15 minutos y luego se
centrifuga para sedimentar las proteinas séricas precipitadas. Luego se determina la

presencia de los péptidos por HPLC de fase inversa usando condiciones de cromatografia
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especificas de la estabilidad.

Los péptidos y polipéptidos pueden modificarse para proporcionar atributos
deseados que no sean semivida en suero. Por ejemplo, la capacidad de los péptidos de
inducir la actividad de CTL puede potenciarse por enlace a una secuencia que contiene al
menos un epitopo que es capaz de inducir una respuesta de linfocitos T auxiliares. Los
conjugados de péptidos inmundégenos/linfocitos T auxiliares pueden enlazarse por una
molécula espaciadora. El espaciador tipicamente comprende moléculas neutras
relativamente pequefias, como aminoacidos o miméticos de aminoacidos, que estan
sustancialmente no cargados en condiciones fisiolégicas. Los espaciadores se
seleccionan tipicamente de, p. €j., Ala, Gly u otros espaciadores neutros de aminoacidos
no polares o aminoacidos polares neutros. Se comprendera que el espaciador
opcionalmente presente no debe comprender los mismos residuos y por lo tanto puede
ser un hetero- u homo-oligdémero. Cuando esta presente, el espaciador por lo general
tendra al menos uno o dos residuos, mas generalmente tres a seis residuos. De manera
alternativa, el péptido puede estar enlazado al péptido T auxiliar sin un espaciador.

Un péptido neoantigénico puede estar enlazado al péptido T auxiliar ya sea
directamente o mediante un espaciador en el extremo amino o carboxi del péptido. El
extremo amino del péptido neoantigénico o el péptido T auxiliar puede estar acilado.
Péptidos T auxiliares ilustrativos incluyen toxoide tetanico 830-843, gripe 307-319, malaria
circumsporozoite 382-398 y 378-389.

Las proteinas o péptidos pueden elaborarse mediante cualquier técnica conocida
por los expertos en la técnica, lo cual incluye la expresion de proteinas, polipéptidos o
péptidos a través de técnicas de biologia molecular estandares, el aislamiento de
proteinas o péptidos de fuentes naturales o la sintesis quimica de proteinas o péptidos.
Anteriormente, se han descrito secuencias de nucledtidos y proteinas, polipéptidos y
péptidos correspondientes a diversos genes, que pueden encontrarse en bases de datos
computarizadas conocidas por los expertos en la técnica. Una de dichas bases de datos
es la base de datos Genbank y GenPept del National Center for Biotechnology Information
[Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica] ubicada en la pagina web de
National Institutes of Health [Institutos Nacionales de Salud]. Las regiones codificantes
para genes conocidos pueden amplificarse y/o expresarse mediante el uso de las técnicas
descritas en la presente o tal como sabran los expertos en la técnica. De manera
alternativa, los expertos en la técnica conocen diversas preparaciones comerciales de

proteinas, polipéptidos y péptidos.
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En un aspecto adicional, un neoantigeno incluye un acido nucleico (p. €j.,
polinucledétido) que codifica un péptido neoantigénico o parte de este. El polinucleétido
puede ser, p. €j., ADN, ADNc, ANP, ANC, ARN (p. €j., ARNm), ya sea de cadena simple
y/o doble, o formas naturales o estabilizadas de polinucleétidos, como, p. €j.,
polinucleétidos con una estructura principal de fosforotioato, o combinaciones de estos y
puede contener o no intrones. Un aspecto aun adicional proporciona un vector de
expresion que puede expresar un polipéptido o parte de este. Los vectores de expresion
para diferentes tipos de células son conocidos en la técnica y pueden seleccionarse sin
experimentacién innecesaria. Generalmente, el ADN se inserta en un vector de expresion,
como un plasmido, en orientacién adecuada y marco de lectura correcto para la
expresion. Si es necesario, el ADN puede unirse a las secuencias de nucledétidos de
control reguladoras de traduccién y de transcripcion adecuadas reconocidas por el
hospedador deseado, aunque dichos controles estan generalmente disponibles en el
vector de expresion. Luego el vector se introduce en el hospedador mediante técnicas
estandar. Se puede encontrar una guia p. ej., en Sambrook et al. (1989) Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.

V. Composiciones de vacuna

En la presente también se describe una composicién inmunogena, p. €j., una
composicién de vacuna capaz de provocar una respuesta inmunitaria especifica, p. €j.,
una respuesta inmunitaria especifica de tumores. Las composiciones de vacuna
tipicamente comprenden multiples neoantigenos, p. ej., que se seleccionan usando un
método descrito en la presente. Las composiciones de vacuna también pueden
denominarse vacunas.

Una vacuna puede contener entre 1y 30 péptidos, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 péptidos diferentes, 6,
7,8,9,10 11,12, 13 0 14 péptidos diferentes 0 12, 13 o 14 péptidos diferentes. Los
péptidos pueden incluir modificaciones postraduccionales. Una vacuna puede contener
entre 1y 100 o mas secuencias de nucleétidos, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 o mas secuencias de nucledtidos
diferentes, 6, 7, 8, 9, 10 11, 12, 13 o0 14 secuencias de nucledétidos diferentes 0 12, 13 o

14 secuencias de nucleétidos diferentes. Una vacuna puede contener entre 1y 30 o mas
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secuencias de neoantigenos, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 o mas secuencias de neoantigenos diferentes, 6, 7, 8,
9,10 11, 12, 13 o 14 secuencias de neoantigenos diferentes 0 12, 13 0 14 secuencias de
neoantigenos diferentes.

En una modalidad, se seleccionan diferentes péptidos y/o polipéptidos o
secuencias de nucledtidos que los codifican de manera que los péptidos y/o polipéptidos
pueden asociarse con diferentes moléculas de MHC, como una molécula de clase | de
MHC diferente. En algunos aspectos, una composicion de vacuna comprende una
secuencia codificante de péptidos y/o polipéptidos que pueden asociarse con las
moléculas de clase | de MHC que se producen mas frecuentemente. Por lo tanto, las
composiciones de vacuna pueden comprender diferentes fragmentos que pueden
asociarse con al menos 2 moléculas de clase | de MHC preferidas, al menos 3 preferidas
o al menos 4 preferidas.

La composicion de vacuna puede provocar una respuesta de linfocitos T
citotoxicos especifica y/o una respuesta de linfocitos T auxiliares especifica.

Una composiciéon de vacuna también puede comprender un adyuvante y/o un
portador. Ejemplos de adyuvantes y portadores utiles se proporcionan a continuacién en
la presente. Una composicion puede asociarse con un portador como, p. €j., una proteina
o célula presentadora de antigeno como, p. €j., una célula dendritica (DC) que puede
presentar el péptido a un linfocito T.

Los adyuvantes son cualquier sustancia cuya mezcla en una composicion de
vacuna aumenta o modifica de otro modo la respuesta inmunitaria a un neoantigeno. Los
portadores pueden ser estructuras de andamiaje, por ejemplo, un polipéptido o un
polisacarido, a las cuales puede asociarse un neoantigeno. Opcionalmente, los
adyuvantes estan conjugados de manera covalente o no covalente.

La capacidad de un adyuvante de aumentar una respuesta inmunitaria a un
antigeno se manifiesta tipicamente mediante un aumento significativo o sustancial en una
reaccion mediada por el sistema inmunitario o una reduccion de los sintomas de la
enfermedad. Por ejemplo, un aumento de la inmunidad humoral se manifiesta tipicamente
mediante un aumento significativo en la titulacion de anticuerpos presentados al antigeno,

y un aumento de la actividad de linfocitos T se manifiesta tipicamente mediante mayor
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proliferacion celular, o citotoxicidad celular o secreciéon de citocinas. Un adyuvante
también puede alterar una respuesta inmunitaria, por ejemplo, al cambiar una respuesta
principalmente humoral o de Th a una respuesta principalmente celular o de Th.

Los adyuvantes adecuados incluyen, de modo no taxativo, 1018 ISS, alumbre,
sales de aluminio, Amplivax, AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909, CyaA, dSLIM, GM-CSF,
IC30, IC31, Imiquimod, ImuFact IMP321, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, Juvimmune,
LipoVac, MF59, monofosforil lipido A, Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206,
Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK,
sistema de vectores PepTel, microparticulas de PLG, resiquimod, SRL172, Virosomas y
otras particulas tipo Virus, YF-17D, trampa de VEGF, R848, beta-glucano, Pam3Cys,
QS21 stimulon de Aquila (Aquila Biotech, Worcester, Mass., EUA) que deriva de
saponina, extractos micobacterianos y miméticos sintéticos de pared celular bacteriana y
otros adyuvantes patentados como Detox de Ribi. Quil o Superfos de Ribi. Adyuvantes
como el de Freund incompleto o GM-CSF son utiles. Previamente se han descrito varios
adyuvantes inmunoldgicos (por ejemplo, MF59) especificos para las células dendriticas y
su preparacion (Dupuis M, et al., Cell Immunol. 1998; 186(1):18-27; Allison A C; Dev Biol
Stand. 1998; 92:3-11). También se pueden utilizar citocinas. Varias citocinas se han
relacionado directamente con la influencia de la migracién de células dendriticas hacia
tejidos linfoides (p. ej., TNF-alfa), acelerando la maduracion de células dendriticas en
células que presentan antigenos eficaces para linfocitos T (por ejemplo, GM- CSF, IL-1 e
IL-4) (patente estadounidense n.° 5.849.589, la cual se incorpora especificamente a la
presente en su totalidad mediante esta referencia) y actuando como inmunoadyuvantes
(p. €j., IL-12) (Gabrilovich D |, et al., J Immunother Emphasis Tumor Immunol. 1996
(6):414-418).

También se ha informado que los oligonucledtidos inmunoestimulantes de CpG
mejoran los efectos de adyuvantes en un entorno de vacuna. También se pueden utilizar
otras moléculas de uniéon de TLR como TLR 7, TLR 8 y/o TLR 9 que se unen a ARN.

Otros ejemplos de adyuvantes utiles incluyen, de modo no taxativo, CpG
modificados quimicamente (p. ej., CpR, Idera), Poly(l:C)(p. €j., polyi:Cl2U), ADN o ARN
bacteriano diferente a CpG asi como también anticuerpos y moléculas pequefas
inmunoactivas como ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab, celebrex, NCX-4016,
sildenafil, tadalafil, vardenafil, sorafinib, XL-999, CP-547632, pazopanib, ZD2171,
AZD2171, ipilimumab, tremelimumab y SC58175, que pueden actuar terapéuticamente

y/o como un adyuvante. El experto en la técnica puede determinar facilmente las
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cantidades y concentraciones de adyuvantes y aditivos utiles sin experimentacion
innecesaria. Los adyuvantes adicionales incluyen factores estimulantes de colonias, como
el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF, sargramostim).

Una composicién de vacuna puede comprender mas de un adyuvante diferente.
Ademas, una composicion terapéutica puede comprender cualquier sustancia adyuvante
que incluye cualquiera de las antes mencionadas o combinaciones de estas. También se
contempla que una vacuna y un adyuvante pueden administrarse juntos o separados en
cualquier secuencia apropiada.

Un portador (o0 excipiente) puede estar presente independientemente de un
adyuvante. La funcion de un portador puede ser, por ejemplo, aumentar el peso molecular
de un mutante particular para aumentar la actividad o inmunogenicidad, para conferir
estabilidad, para aumentar la actividad biolégica o para aumentar la semivida en suero.
Ademas, un portador puede ayudar a presentar péptidos a linfocitos T. Un portador puede
ser cualquier portador adecuado conocido por el experto en la técnica, por ejemplo una
proteina o una célula presentadora de antigenos. Una proteina portadora podria ser pero
no se limita a hemocianina de lapa californiana, proteinas séricas como transferrina,
albumina sérica bovina, albumina sérica humana, tiroglobulina u ovalbumina,
inmunoglobulinas u hormonas, como insulina o acido palmitico. Para la inmunizacién de
seres humanos, el portador es generalmente un portador aceptable desde el punto de
vista fisiolégico para los seres humanos y seguro. Sin embargo, el toxoide tetanico y/o
toxoide diftérico son portadores adecuados. De manera alternativa, el portador puede ser
dextranos por ejemplo sefarosa.

Los linfocitos T citotdxicos (CTL, por sus siglas en inglés) reconocen un antigeno
en la forma de un péptido unido a una molécula de MHC mas que el antigeno foraneo
intacto en si mismo. La molécula de MHC en si misma esta ubicada en la superficie
celular de una célula que presenta antigenos. Por lo tanto, una activacién de CTL es
posible si hay un complejo trimérico de antigeno de péptidos, molécula de MHC y APC
presente. Por consiguiente, puede potenciar la respuesta inmunitaria si no solo el péptido
se usa para la activacion de CTL pero si ademas se agregan APC con la molécula de
MHC correspondiente. Por lo tanto, en algunas modalidades, una composicion de vacuna
contiene ademas al menos una célula presentadora de antigenos.

Los neoantigenos también se pueden incluir en plataformas de vacuna basadas en
vectores virales, como vaccinia, viruela aviar, alfavirus de autorreplicacion, marabavirus,

adenovirus (remitirse, p. €j., a Tatsis et al., Adenoviruses, Molecular Therapy (2004) 10,
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616—629) o lentivirus, incluidos, de modo no taxativo, lentivirus de segunda o tercera
generacioén o hibridos de segunda y tercera generacién y lentivirus recombinantes de
cualquier generacioén disefiados para dirigirse a receptores o tipos de células especificos
(remitirse, p. €j., a Hu et al., Immunization Delivered by Lentiviral Vectors for Cancer and
Infectious Diseases, Immunol Rev. (2011) 239(1): 45-61, Sakuma et al., Lentiviral vectors:
basic to translational, Biochem J. (2012) 443(3):603-18, Cooper et a., Rescue of splicing-
mediated intron loss maximizes expression in lentiviral vectors containing the human
ubiquitin C promoter, Nucl. Acids Res. (2015) 43 (1): 682-690, Zufferey et al., Self-
Inactivating Lentivirus Vector for Safe and Efficient In Vivo Gene Delivery, J. Virol. (1998)
72 (12): 9873-9880). Dependiendo de la capacidad de envasado de las plataformas de
vacunas basadas en vectores virales antedichas, este enfoque puede suministrar una o
mas secuencias de nucleotidos que codifiquen uno o mas péptidos neoantigénicos. Las
secuencias pueden estar flanqueadas por secuencias sin mutacion, pueden estar
separadas por enlazadores o pueden estar precedidas por una 0 mas secuencias
dirigidas al compartimiento subcelular (remitirse, p. €j., a Gros et al., Prospective
identification of neoantigen-specific lymphocytes in the peripheral blood of melanoma
patients, Nat Med. (2016) 22 (4):433-8, Stronen et al., Targeting of cancer neoantigens
with donor-derived T cell receptor repertoires, Science. (2016) 352 (6291):1337-41, Lu et
al., Efficient identification of mutated cancer antigens recognized by T cells associated with
durable tumor regressions, Clin Cancer Res. (2014) 20( 13):3401-10). Tras la introduccién
en un hospedador, las células infectadas expresan los neoantigenos y, de esa forma,
provocan una respuesta inmunitaria del hospedador (p. ej., CTL) contra el o los péptidos.
Los vectores de vaccinia y métodos utiles para los protocolos de inmunizacion se
encuentran descritos, p. €j., en la patente estadounidense n.° 4.722.848. Otro vector es
BCG (Bacillus Calmette-Guerin). Los vectores de BCG se encuentran descritos en Stover
et al. (Nature 351:456-460 (1991)). Los expertos en la técnica podran observar una amplia
variedad de vectores de vacunas adicionales, Utiles para la inmunizacién o administracion
terapéutica de los neoantigenos, p. €j., vectores de Salmonella typhi y similares, a partir
de la descripcion en la presente.
V.A. Casete del neoantigeno

Los métodos utilizados para la seleccion de uno o mas neoantigenos, la
clonacion y construccion de un “casete” y su insercién en un vector viral son parte del
conocimiento del experto dadas las instrucciones proporcionadas en la presente. «Casete

del neoantigeno» se refiere a la combinacién de un neoantigeno seleccionado o multiples
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neoantigenos y los otros elementos reguladores necesarios para transcribir el o los
neoantigenos y expresar el producto transcrito. Un neoantigeno o multiples neoantigenos
pueden enlazarse operativamente a componentes reguladores en una forma que permita
la transcripcion. Estos componentes incluyen elementos reguladores convencionales que
pueden impulsar la expresion del o los neoantigenos en una célula transfectada con el
vector viral. Por lo tanto, el casete del neoantigeno también puede contener un promotor
seleccionado que esta enlazado al o los neoantigenos y ubicado con otros elementos
reguladores opcionales, dentro de las secuencias virales seleccionadas del vector
recombinante.

Los promotores utiles pueden ser promotores constitutivos o promotores
regulados (inducibles), que permitiran el control de la cantidad del o los neoantigenos que
se deben expresar. Por ejemplo, un promotor deseable es el del promotor/potenciador
temprano inmediato del citomegalovirus [remitirse, p. €j., a Boshart et al, Cell, 41:521-530
(1985)]. Otro promotor deseable incluye el promotor/potenciador de LTR del virus del
sarcoma de Rous. Incluso otra secuencia promotora/potenciadora es el promotor de beta-
actina citoplasmica de la gallina [T. A. Kost et al., Nucl. Acids Res., 11(23):8287 (1983)].
Un experto en la técnica puede seleccionar otros promotores deseables o adecuados.

El casete del neoantigeno también puede incluir secuencias de acido nucleico
heterdlogas a las secuencias de vectores virales que incluyen secuencias que
proporcionan sefiales para la poliadenilacién eficaz de la transcripcion (poly-A o pA) e
intrones con sitios aceptores y donantes de empalme funcionales. Una secuencia poly-A
comun que se emplea en los vectores ilustrativos de la presente invencién es la que
deriva del papovavirus SV-40. La secuencia poly-A generalmente puede insertarse en el
casete después de las secuencias basadas en neoantigeno y antes de las secuencias de
vectores virales. Una secuencia de intrones comun también puede derivarse de SV-40 y
se denomina secuencia de intrones T SV-40. Un casete del neoantigeno también puede
contener tal intrén, ubicado entre la secuencia promotora/potenciadora y uno o mas
neoantigenos. La seleccion de estos y otros elementos de vectores comunes es
convencional [remitirse, p. €j., a Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual.", 2a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1989) y referencias
citadas alli] y muchas de estas secuencias estan disponibles de fuentes comerciales e
industriales asi como Genbank.

Un casete del neoantigeno puede tener uno o mas neoantigenos. Por
ejemplo, un casete dado puede incluir 1-10, 1-20, 1-30, 10-20, 15-25, 15-20, 1, 2, 3, 4, 5,
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6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 mas neoantigenos. Los
neoantigenos pueden enlazarse directamente unos con otros. Los neoantigenos también
pueden enlazarse unos con otros con enlazadores. Los neoantigenos pueden estar en
cualquier orientacion unos respecto de otros que incluye Na C o C a N.

Como se establece anteriormente, el casete del neoantigeno puede estar
ubicado en el sitio de cualquier eliminacion seleccionada en el vector viral, como el sitio
de la eliminacion de la region del gen E1 o eliminacién de la region del gen E3, entre otros
que pueden seleccionarse.

V.B. Puntos de control inmunitarios

Los vectores descritos en la presente, como vectores C68 descritos en la
presente o vectores de alfavirus descritos en la presente, pueden comprender un acido
nucleico que codifica al menos un neoantigeno y el mismo vector o uno diferente puede
comprender un acido nucleico que codifica al menos un inmunomodulador (p. €j., un
anticuerpo como scFv) que se une a una molécula de punto de control inmunitario y
bloquea su actividad. Los vectores pueden comprender un casete del neoantigeno y una
0 mas moléculas de acido nucleico que codifican un inhibidor de punto de control.

Las moléculas de punto de control inmunitario ilustrativas que pueden fijarse como
objetivo para el bloqueo o la inhibicion incluyen, de modo no taxativo,CTLA-4, 4-1BB
(CD137), 4-1BBL (CD137L), PDL1, PDL2, PD1, B7-H3, B7-H4, BTLA, HVEM, TIM3,
GAL9, LAG3, TIM3, B7H3, B7H4, VISTA, KIR, 2B4 (pertenece a la familia CD2 de
moléculas y se expresa en todos los NK, y8,y linfocitos T CD8+ (a3)de memoria, CD160
(también denominado BY55) y CGEN-15049. Los inhibidores de puntos de control
inmunitarios incluyen anticuerpos o fragmentos de unién a antigenos de estos u otras
proteinas de union que se unen a uno o mas de CTLA-4, PDL1, PDL2, PD1, B7-H3, B7-
H4, BTLA, HVEM, TIM3, GAL9, LAG3, TIM3, B7H3, B7H4, VISTA, KIR, 2B4, CD160 y
CGEN-15049 y bloquean o inhiben su actividad. Los inhibidores de puntos de control
inmunitarios ilustrativos incluyen Tremelimumab (anticuerpo de bloqueo CTLA-4 ), anti-
0OX40, anticuerpo monoclonal PD-L1 (Anti-B7-H1; MEDI4736), ipilimumab, MK-3475
(bloqueador PD-1), Nivolumab (anticuerpo anti-PD1), CT-011 (anticuerpo anti-PD1),
anticuerpo monoclonal BY55, AMP224 (anticuerpo anti-PDL1), BMS-936559 (anticuerpo
anti-PDL1), MPLDL3280A (anticuerpo anti-PDL1), MSB0010718C (anticuerpo anti-PDL1)
y Yervoy/ipilimumab (inhibidor de puntos de control anti-CTLA-4). Las secuencias que
codifican anticuerpos pueden modificarse genéticamente en vectores como C68 usando la

experiencia normal en la técnica. Un método ilustrativo se describe en Fang et al., Stable
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antibody expression at therapeutic levels using the 2A peptide. Nat Biotechnol. mayo de
2005; 23(5):584-90. Publicacion electronica, 17 de abril de 2005; que se incorpora en la
presente mediante esta referencia a todos los efectos.
V.C. Consideraciones adicionales para el disefo y la
elaboracion de vacunas
V.C.1. Determinacién de un conjunto de péptidos que cubren todos los
subclones tumorales
Los péptidos truncos, es decir los presentados por todos o la mayoria de los
subclones tumorales, pueden priorizarse para incluirse en la vacuna.5® Opcionalmente, si
no hay péptidos truncos que se predice que se presenten y sean inmundgenos con alta
probabilidad, o si la cantidad de péptidos truncos que se predice que se presentara y sera
inmundgena con alta probabilidad es lo suficientemente pequefia que se pueden incluir
péptidos no truncos adicionales en la vacuna, entonces los péptidos adicionales pueden
priorizarse al estimar la cantidad e identidad de subclones tumorales y eligiendo péptidos
como para maximizar la cantidad de subclones tumorales cubiertos por la vacuna.>
V.C.2. Prioridad de neoantigenos
Luego de aplicar todos los filtros de neoantigenos que anteceden, mas
neoantigenos candidatos pueden estar disponibles para incluirlos en la vacuna de los que
la tecnologia de vacunas puede soportar. Ademas, puede haber incertidumbre sobre
varios aspectos del analisis de neoantigenos y pueden existir soluciones intermedias
entre diferentes propiedades de los neoantigenos de vacuna candidatos. Por lo tanto, en
vez de filtros predeterminados en cada etapa del proceso de seleccion, un modelo
multidimensional integrado puede tenerse en cuenta que coloca a los neoantigenos
candidatos en un espacio con al menos los siguientes ejes y optimiza la seleccién usando
un enfoque integrador.
1. Riesgo de autoinmunidad o tolerancia (riesgo de linea germinal)
(tipicamente se prefiere un menor riesgo de autoinmunidad)
2. Probabilidad de defecto de secuenciacién (tipicamente se prefiere
una menor probabilidad de defectos)
3. Probabilidad de inmunogenicidad (tipicamente se prefiere una
mayor probabilidad de inmunogenicidad)
4, Probabilidad de presentacién (tipicamente se prefiere una mayor
probabilidad de presentacién)

5. Expresion génica (tipicamente se prefiere una mayor expresion)
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6. Cobertura de genes de HLA (una gran cantidad de moléculas de

HLA implicadas en la presentacion de un conjunto de neoantigenos puede reducir

la probabilidad de que un tumor escape del ataque inmunitario mediante la

regulacion por disminucion o la mutacién de moléculas de HLA)
V.D. Alfavirus

V.D.1. Biologia del alfavirus

Los alfavirus son miembros de la familia Togaviridae, y son virus de ARN
monocatenario de sentido positivo. Los alfavirus también pueden denominarse ARN de
autorreplicacion o srRNA. Los miembros se clasifican tipicamente como del viejo mundo,
tales como virus Sindbis, rio Ross, Mayaro, Chikungunya y bosque Semliki o como del
nuevo mundo, tales como encefalitis equina del este, Aura, Fort Morgan, encefalitis
equina venezolana y su cepa derivada TC-83 (Strauss Microbrial Review 1994). Un
genoma de alfavirus natural tiene tipicamente alrededor de 12 kb de longitud, cuyos
primeros dos tercios contienen los genes que codifican proteinas no estructurales (nsP,
por sus siglas en inglés) que forman complejos de replicacion de ARN para la
autorreplicacién del genoma viral y cuyo ultimo tercio contiene un casete de expresion
subgendmica que codifica proteinas estructurales para la produccion de viriones (Frolov
RNA 2001).

Un ciclo de vida modelo de un alfavirus implica varias etapas diferentes (Strauss
Microbrial Review 1994, Jose Future Microbiol 2009). Después de la union del virus a una
célula hospedadora, el virién se fusiona con membranas dentro de compartimientos
endociticos que resultan en la eventual liberacién del ARN gendmico en el citosol. El ARN
genomico, que esta en una orientacion de cadena positiva y comprende un casquete 5’
metilguanilato y una cola 3’ polyA, se traduce para producir proteinas no estructurales
nsP1-4 que forman el complejo de replicacion. Al principio de la infeccidn, la cadena
positiva se replica por el complejo en una plantilla de cadena negativa. En el modelo
actual, el complejo de replicacion se procesa adicionalmente a medida que avanza la
infeccién y el complejo procesado resultante cambia a una transcripcion de la cadena
negativa en ARN gendmico de cadena positiva de longitud completa, asi como ARN
subgendmico de cadena positiva 26S que contiene los genes estructurales. Se han
identificado varios elementos de secuencia conservados (CSE, por sus siglas en inglés)
de alfavirus para potencialmente cumplir una funcién en las diversas etapas de la
replicacion de ARN que incluyen: un complemento de la UTR 5’ en la replicacién de ARN

de cadena positiva de una plantilla de cadena negativa, un CSE de 51 nucleétidos en la
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replicacion de la sintesis de cadena negativa de la plantilla gendmica, un CSE de 24
nucleotidos en la region de unién entre las nsP y el ARN 26S en la transcripcion de ARN
subgendmico de la cadena negativa y un CSE 3’ de 19 nucleétidos en la sintesis de
cadena negativa de la plantilla de cadena positiva.

Después de la replicacién de las diversas especies de ARN, las particulas de virus
tipicamente se ensamblan en el ciclo de vida natural del virus. El ARN 26S se traduce y
las proteinas resultantes se procesan adicionalmente para producir proteinas
estructurales que incluyen proteina de la capside, glicoproteinas E1y E2 y dos pequefios
polipéptidos E3 y 6K (Strauss 1994). La encapsidacion de ARN viral se produce, con las
proteinas de la capside normalmente especificas solo para el ARN gendmico envasado,
después del montaje de viriones y gemacion en la superficie de la membrana.

V.D.2. Alfavirus como vector de suministro

Los alfavirus se han modificado genéticamente previamente para usarse como
sistemas de vector de expresion (Pushko 1997, Rheme 2004). Los alfavirus ofrecen varias
ventajas, particularmente en un entorno de vacuna donde se puede desear la expresion
de antigeno heterélogo. Debido a su capacidad de autorreplicarse en el citosol del
hospedador, los vectores de alfavirus generalmente pueden producir altos nimeros de
copia del casete de expresidon dentro de una célula que resulta en un alto nivel de
produccién de antigeno heterdlogo. Ademas, los vectores son generalmente transitorios,
dando como resultado una mejor bioseguridad asi como una menor induccion de
tolerancia inmunologica al vector. El publico, en general, también carece de la inmunidad
preexistente a los vectores de alfavirus en comparacion con otros vectores virales
estandar, como adenovirus humano. Los vectores basados en alfavirus también
generalmente resultan en respuestas citotoxicas a las células infectadas. La citotoxicidad,
en cierta medida, puede ser importante en un entorno de vacuna para provocar de
manera adecuada una respuesta inmunitaria al antigeno heterdlogo expresado. Sin
embargo, el grado de citotoxicidad deseada puede ser un acto de equilibrio y por lo tanto
se han desarrollado varios alfavirus atenuados, inclusive la cepa TC-83 de VEE. Por lo
tanto, un ejemplo de un vector de expresion de neoantigeno descrito en la presente puede
utilizar una estructura principal de alfavirus que permite un alto nivel de expresién de
neoantigeno, provoca una respuesta inmunitaria sélida a un neoantigeno, no provoca una
respuesta inmunitaria al vector en si mismo y puede usarse de manera segura. Ademas,
el casete de expresion de neoantigeno puede disenarse para provocar diferentes niveles

de una respuesta inmunitaria mediante la optimizacion de las secuencias de alfavirus que
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usa el vector inclusive, de modo no taxativo, secuencias obtenidas de VEE o su derivado
atenuado TC-83.

Se han disefiado varias estrategias de disefio del vector de expresiéon que usan
secuencias de alfavirus (Pushko 1997). En una estrategia, un disefio de vector de
alfavirus incluye insertar una segunda copia de los elementos de secuencia promotora
26S corriente abajo de los genes de proteina estructural, seguido de un gen heterélogo
(Frolov 1993). Por lo tanto, ademas de las proteinas estructurales y no estructurales
naturales, se produce un ARN subgendmico adicional que expresa la proteina heterdloga.
En este sistema, estan presentes todos los elementos para la produccion de viriones
infecciosos y, por lo tanto, pueden producirse rondas repetidas de infeccion del vector de
expresion en células no infectadas.

Otro disefo de vector de expresion utiliza los sistemas de virus auxiliar (Pushko
1997). En esta estrategia, las proteinas estructurales son remplazadas por un gen
heterdlogo. Por lo tanto, después de la autorreplicacién de ARN viral mediada por genes
no estructurales que todavia estan intactos, el ARN subgendmico 26S provee la expresion
de la proteina heterdloga. Tradicionalmente, se suministran vectores adicionales que
expresan las proteinas estructurales in trans, como mediante transfeccién conjunta de una
linea celular, para producir virus infecciosos. En USPN 8.093.021, que se incorpora en la
presente mediante esta referencia en su totalidad a todos los efectos, se describe un
sistema en detalle. El sistema de vectores auxiliares proporciona el beneficio de limitar la
posibilidad de formar particulas infecciosas y, por lo tanto, mejora la bioseguridad.
Ademas, el sistema de vectores auxiliares reduce la longitud total del vector,
potencialmente mejorando la eficacia de replicacién y expresion. Por lo tanto, un ejemplo
de un vector de expresion de neoantigeno descrito en la presente puede utilizar una
estructura principal de alfavirus donde las proteinas estructurales se remplazan por un
casete del neoantigeno, donde el vector resultante reduce las preocupaciones de
bioseguridad a la vez que promueve la expresion eficaz debido a la reducciéon del tamafio
del vector de expresion total.

V.D.3. Produccion de alfavirus in vitro

Los vectores de suministro de alfavirus son generalmente polinucleétidos de ARN
de sentido positivo. Un método conveniente conocido en la técnica para la produccion de
ARN es la transcripcion in vitro, IVT. En esta técnica, una plantilla de ADN del vector
deseado se produce en primer lugar por métodos conocidos por los expertos en la

técnica, inclusive técnicas de biologia molecular estandar como clonacioén, digestion por
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restriccion, ligacion, sintesis génica y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés). La plantilla de ADN contiene un promotor de polimerasa de ARN en el
extremo 5’ de la secuencia que se desea transcribir en ARN. Los promotores incluyen, de
modo no taxativo, promotores de polimerasa de bacteriéfagos como T3, T7 o SP6. Luego
la plantilla de ADN se incuba con la enzima de polimerasa de ARN, agentes
amortiguadores y nucleétidos (NTP) apropiados. El polinucleétido de ARN resultante
puede opcionalmente modificarse de manera adicional, lo que incluye, de modo no
taxativo, adicion de una estructura de casquete 5 como 7-metilguanosina o una estructura
relacionada y opcionalmente modificar el extremo 3’ para que incluya una cola
poliadenilada (polyA). Luego el ARN puede purificarse usando técnicas conocidas en el
campo, como la extraccion de fenol cloroformo.

V.D.4. Suministro mediante nanoparticulas de lipidos

Un aspecto importante que se debe tener en cuenta en el disefio del vector de
vacuna es la inmunidad contra el propio vector (Riley 2017). Esto puede presentarse en la
forma de inmunidad preexistente al propio vector, como con determinados sistemas de
adenovirus humanos, o en la forma de la generacion de inmunidad al vector después de
la administracion de la vacuna. La ultima es una consideracién importante si se realizan
multiples administraciones de la misma vacuna, como dosis de cebado y refuerzo
separadas, o si el mismo sistema de vector de vacuna se usa para suministrar diferentes
casetes del neoantigeno.

En el caso de vectores de alfavirus, el método de suministro estandar es el
sistema de virus auxiliares descrito anteriormente que proporciona capside, proteinas E1
y E2 in trans para producir particulas virales infecciosas. Sin embargo, cabe destacar que
las proteinas E1 y E2 con frecuencia son los objetivos principales de los anticuerpos
neutralizantes (Strauss 1994). Por lo tanto, la eficacia del uso de vectores de alfavirus
para suministrar neoantigenos de interés a células objetivo puede reducirse si los
anticuerpos neutralizantes se dirigen a particulas infecciosas.

Una alternativa al suministro de genes mediado por particulas es el uso de
nanomateriales para suministrar vectores de expresién (Riley 2017). Cabe destacar que
los vehiculos de nanomaterial pueden estar hechos de materiales no inmunogénicos y
generalmente evitan provocar inmunidad al propio vector de suministro. Estos materiales
pueden incluir, de modo no taxativo, lipidos, nanomateriales inorganicos y otros
materiales poliméricos. Los lipidos pueden ser catidnicos, anidnicos o neutros. Los

materiales pueden ser de origen natural o sintético, y en algunos casos biodegradables.
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Los lipidos pueden incluir grasas, colesterol, fosfolipidos, conjugados lipidicos que
incluyen, de modo no taxativo, conjugados de polietilenglicol (PEG) (lipidos PEGilados),
ceras, aceites, glicéridos y vitaminas solubles en grasas.

Las nanoparticulas lipidicas (LNP, por sus siglas en inglés) son un sistema de
suministro atractivo debido a la naturaleza anfifilica de los lipidos que permite la formacién
de membranas y estructuras tipo vesiculas (Riley 2017). En general, estos vehiculos
suministran el vector de expresion mediante su absorcidon en la membrana de células
objetivo y liberacion de acido nucleico al citosol. Ademas, los LNP pueden modificarse o
funcionalizarse adicionalmente para facilitar el direccionamiento de tipos celulares
especificos. Otra consideracion en el disefio de LNP es el equilibrio entre la eficacia del
direccionamiento y la citotoxicidad. Las composiciones lipidicas generalmente incluyen
mezclas definidas de lipidos catidnicos, neutros, anidnicos y anfipaticos. En algunos
casos, se incluyen lipidos especificos para evitar la agregacion de LNP, evitar la oxidacién
de lipidos o proporcionar grupos quimicos funcionales que facilitan la union de restos
adicionales. Las composiciones lipidicas pueden incluir en el tamafo y la estabilidad total
de LNP. En un ejemplo, la composicion lipidica comprende dilinoleilmetil- 4-
dimetilaminobutirato (MC3) o moléculas tipo MC3. Las composiciones lipidicas de MC3 y
tipo MC3 pueden formularse para incluir uno o mas lipidos diferentes, como PEG o lipidos
conjugados con PEG, un esterol, o lipidos neutros.

Los vectores de acido nucleico, como vectores de expresion, expuestos
directamente a suero pueden tener varias consecuencias indeseables, inclusive la
degradacién del acido nucleico por nucleasas séricas o la estimulacion fuera del objetivo
del sistema inmunitario por los acidos nucleicos libres. Por lo tanto, la encapsulacion del
vector de alfavirus puede usarse para evitar la degradacion, a la vez que también evita
posibles efectos fuera del objetivo. En determinados ejemplos, un vector de alfavirus esta
completamente encapsulado en el vehiculo de suministro, como dentro del interior acuoso
de una LNP. El encapsulamiento del vector de alfavirus dentro de una LNP puede llevarse
a cabo por técnicas conocidas por los expertos, como mezcla de microfluidos y
generacion de gotas llevada a cabo en un dispositivo generador de gotas de microfluidos.
Estos dispositivos incluyen, de modo no taxativo, dispositivos de uniéon T estandar o
dispositivos de enfoque de flujo. En un ejemplo, la formulacion lipidica deseada, como
composiciones que contienen MC3 o tipo MC3, se proporciona al dispositivo generador de
gotas en paralelo con el vector de suministro de alfavirus y otros agentes deseados, de

manera que el vector de suministro y los agentes deseados estén totalmente
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encapsulados en el interior de la LNP basada en MC3 o tipo MC3. En un ejemplo, el
dispositivo generador de gotas puede controlar el intervalo de tamario y distribucion de
tamaro de las LNP producidas. Por ejemplo, la LNP puede tener un tamafio que varia de
1 a 1000 nanémetros de diametro, p. €j., 1, 10, 50, 100, 500 o 1000 nanémetros.
Después de la generacion de gotas, los vehiculos de suministro que encapsulan los
vectores de expresion pueden tratarse o modificarse adicionalmente para prepararlos
para la administracion.
V.E. Adenovirus de chimpancé (ChAd)

V.E.1. Suministro viral de adenovirus de chimpancé

Las composiciones de vacuna para suministro de uno o mas neoantigenos (p.
ej., mediante un casete del neoantigeno) pueden crearse al proporcionar secuencias de
nucleoétidos de adenovirus de origen de chimpancé, una variedad de vectores novedosos
y lineas celulares que expresan genes de adenovirus de chimpancé. Una secuencia de
nucledtidos de un adenovirus C68 de chimpancé (también denominada en la presente
ChAdV68) puede usarse en una composicion de vacuna para el suministro de
neoantigeno (remitirse a SEQ ID NO: 1). En USPN 6.083.716, que se incorpora en la
presente mediante esta referencia en su totalidad a todos los efectos, se describe el uso
de vectores derivados de adenovirus C68 en mas detalle.

En un aspecto adicional, en la presente se proporciona un adenovirus
recombinante que comprende una secuencia de ADN de un adenovirus de chimpancé
como C68 y un casete del neoantigeno enlazado operativamente a secuencias
reguladoras que dirigen su expresion. El virus recombinante puede infectar una célula de
mamifero, preferentemente de ser humano, y puede expresar el producto de casete de
neoantigeno en la célula. En este vector, el gen E1 y/o gen E3 y/o gen E4 de chimpancé
natural puede eliminarse. Un casete de neoantigeno puede insertarse en cualquiera de
estos sitios de eliminacién de genes. El casete de neoantigeno puede incluir un
neoantigeno contra el cual se desea una respuesta inmunitaria cebada.

En otro aspecto, en la presente se proporciona una célula de mamifero
infectada con un adenovirus de chimpancé como C68.

En incluso un aspecto adicional, se proporciona una linea de células de
mamiferos novedosa que expresa un gen de adenovirus de chimpanceé (p, €j., de C68) o
un fragmento funcional de esta.

En incluso un aspecto adicional, en la presente se proporciona un método para

suministrar un casete del neoantigeno a una célula de mamifero que comprende la etapa
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de introducir en la célula una cantidad eficaz de un adenovirus de chimpancé, como C68,
que se modificé genéticamente para expresar el casete del neoantigeno.

Incluso otro aspecto proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un hospedador mamifero para tratar un cancer. El método puede
comprender la etapa de administrarle al hospedador una cantidad eficaz de un adenovirus
de chimpanceé recombinante como C68, que comprende un casete del neoantigeno que
codifica uno 0 mas neoantigenos del tumor contra el cual se dirige la respuesta
inmunitaria.

También se describe una célula de mamifero no simio que expresa un gen de
adenovirus de chimpancé obtenido de la secuencia de la SEQ ID NO: 1. El gen puede
seleccionarse del grupo que consiste en el adenovirus E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1,
L2,L3,L4 yL5dela SEQID NO: 1.

También se describe una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de ADN de adenovirus de chimpancé que comprende un gen obtenido de la
secuencia de SEQ ID NO: 1. El gen puede seleccionarse del grupo que consiste en
dichos genes de adenovirus de chimpancé E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1,L2,L3, L4y
L5 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la molécula de acido nucleico comprende la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 1, que carece de al menos un gen que se selecciona del grupo
que consiste en E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1, L2, L3, L4 y L5 de la SEQ ID NO: 1.

También se describe una vector que comprende una secuencia de ADN de
adenovirus de chimpancé obtenido de la SEQ ID NO: 1 y un casete del neoantigeno
enlazado operativamente a una o mas secuencias reguladoras que dirigen la expresion
del casete en una célula hospedadora heterdloga, opcionalmente donde la secuencia de
ADN de adenovirus de chimpancé comprende al menos los elementos cis necesarios para
la replicacion y encapsidacion de viriones, donde los elementos cis flanquean el casete
del neoantigeno y las secuencias reguladoras. En algunos aspectos, la secuencia de ADN
de adenovirus de chimpancé comprende un gen que se selecciona del grupo que consiste
en las secuencias de genes E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, L1, L2, L3, L4 y L5 de la SEQ
ID NO: 1. En algunos aspectos, el vector puede carecer del gen E1A y/o E1B.

En la presente también se describe una célula hospedadora transfectada con
un vector descrito en la presente como un vector C68 modificado genéticamente para
expresar un casete de neoantigeno. En la presente también se describe una célula

humana que expresa un gen seleccionado introducido alli mediante introduccién de un
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vector descrito en la presente en la célula.

En la presente también se describe un método para suministrar un casete del
neoantigeno a una célula de mamifero que comprende introducir en dicha célula una
cantidad eficaz de un vector descrito en la presente, como un vector C68 modificado
genéticamente para expresar el casete del neoantigeno.

En la presente también se describe un método para producir un neoantigeno
que comprende introducir un vector descrito en la presente en una célula de mamifero,
cultivar la célula en condiciones adecuadas y producir el neoantigeno.

V.E.2. Lineas celulares de complemento que expresan E1

Para generar adenovirus (Ad) de chimpancé recombinantes eliminados en
cualquiera de los genes descritos en la presente, la funcién de la regién de genes
eliminada, si es esencial para la replicacién e infectividad del virus, puede suministrarse al
virus recombinante por un virus o linea celular auxiliar, es decir, una linea celular de
complemento o envasado. Por ejemplo, para generar un vector de adenovirus de
chimpancé con replicaciéon defectuosa, se puede usar una linea celular que expresa los
productos del gen E1 del adenovirus de humano o chimpancé; dicha linea celular puede
incluir HEK293 o variantes de esta. Puede seguirse el protocolo para la generacion de las
lineas celulares que expresan los productos del gen E1 de chimpancé (Ejemplos 3y 4 de
USPN 6.083.716) para generar una linea celular que expresa cualquier gen de adenovirus
de chimpancé seleccionado.

Se puede usar un ensayo de aumento de AAV para identificar una linea celular
que expresa E1 de adenovirus de chimpancé. Este ensayo es util para identificar la
funcion de E1 en lineas celulares elaboradas usando los genes E1 de otros adenovirus no
caracterizados, p. €j., de otras especies. Ese ensayo se describe en el Ejemplo 4B de
USPN 6.083.716.

Un gen de adenovirus de chimpanceé seleccionado, p. €j., E1 puede estar bajo
el control de transcripcion de un promotor para la expresion en una linea celular original
seleccionada. Los promotores inducibles o constitutivos pueden emplearse a estos fines.
Entre los promotores inducibles se incluye el promotor de la metalotionina de oveja,
inducible por zinc, o el promotor del virus del tumor mamario del ratén (MMTV, por sus
siglas en inglés), inducible por un glucocorticoide, en particular, dexametasona. Otros
promotores inducibles, como los identificados en la solicitud de patente internacional
WO095/13392, incorporada en la presente mediante referencia, también se pueden usar en

la produccion de lineas celulares de envoltura. También pueden emplearse los
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promotores constitutivos que controlan la expresion del gen de adenovirus de chimpance.

Una célula original puede seleccionarse para la generacion de una linea celular
novedosa que expresa cualquier gen C68 deseado. Sin limitacion, dicha linea celular
original puede ser las células HelLa [n.° de acceso de ATCC CCL 2], A549 [n.° de acceso
de ATCC CCL 185], KB [CCL 17], Detroit [p. €j., Detroit 510, CCL 72] y WI-38 [CCL 75]
Otras lineas celulares originales adecuadas pueden obtenerse de otras fuentes. Las
lineas celulares originales pueden incluir CHO, HEK293 o variantes de estas, 911, Hela,
A549, LP-293, PER.C6 o AE1-2a.

Una linea celular que expresa E1 puede ser util en la generacién de vectores
con E1 de adenovirus de chimpancé recombinante eliminado. Las lineas celulares
construidas usando basicamente los mismos procedimientos que expresan uno o mas
productos de genes de adenovirus de chimpancé diferente son utiles en la generacion de
vectores de adenovirus de chimpancé recombinante eliminados en los genes que
codifican esos productos. Ademas, las lineas celulares que expresan otros productos de
genes E1 Ad también son utiles para generar Ad recombinantes de chimpancé.

V.E.3. Particulas virales recombinantes como vectores

Las composiciones descritas en la presente pueden comprender vectores
virales, que suministran al menos un neoantigeno a las células. Estos vectores
comprenden una secuencia de ADN de adenovirus de chimpancé como C68 y un casete
del neoantigeno enlazado operativamente a secuencias reguladoras que dirigen la
expresion del casete. El vector C68 puede expresar el casete en una célula de mamifero
infectada. El vector C68 puede eliminarse funcionalmente en uno o mas genes virales. Un
casete de neoantigeno comprende al menos un neoantigeno bajo el control de una o mas
secuencias reguladoras como un promotor. Virus auxiliares y/o lineas celulares de
envasado opcionales pueden suministrarle al vector viral de chimpancé cualquier producto
necesario de genes adenovirales eliminados.

La expresién «eliminada funcionalmente» significa que una cantidad suficiente
de la regién del gen se elimina o altera de otro modo, p. ej., por mutaciéon o modificacion,
de modo que la regién del gen ya no sea capaz de producir uno 0 mas productos
funcionales de expresion génica. Si se desea, puede retirarse toda la region del gen.

Las modificaciones de las secuencias de acido nucleico que forman los
vectores descritos en la presente, inclusive eliminaciones, inserciones y otras mutaciones
de secuencia, pueden generarse usando técnicas de biologia molecular estandar que

estan dentro del alcance de la presente invencion.
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V.E.4. Construccion del vector de plasmido viral

Los vectores C68 de adenovirus de chimpancé utiles en esta invencion
incluyen adenovirus recombinantes y defectuosos, es decir, secuencias de adenovirus de
chimpanceé eliminadas funcionalmente en los genes E1a o E1b y que opcionalmente
portan otras mutaciones, p. €j., mutaciones sensibles a la temperatura o eliminaciones en
otros genes. Se anticipa que estas secuencias de chimpancé también son utiles para
formar vectores hibridos de otros adenovirus y/o secuencias de virus adenoasociadas.
Los vectores de adenovirus homélogos preparados a partir de adenovirus humanos se
describen en la bibliografia publicada [véase, por ejemplo, Kozarsky | y Il, citado
anteriormente y referencias citadas alli, patente estadounidense n.° 5.240.846].

En la construccion de vectores C68 de adenovirus de chimpancé utiles para el
suministro de un casete del neoantigeno a una célula de humano (u otro mamifero), se
puede emplear un rango de secuencias de acido nucleico de adenovirus en los vectores.
Un vector que comprende secuencias de adenovirus C68 de chimpancé puede usarse
junto con un virus auxiliar para producir una particula de virus recombinante infecciosa.
El virus auxiliar proporciona productos génicos esenciales necesarios para la infectividad
viral y la propagacion del vector adenoviral de chimpancé minimo. Cuando solo se realiza
una o mas eliminaciones seleccionadas de genes de adenovirus de chimpancé en un
vector viral que de otro modo era funcional, los productos génicos eliminados pueden
suministrarse en el proceso de produccion de vectores virales al propagar el virus en una
linea celular de envasado seleccionada que proporciona las funciones del gen eliminado
in trans.

V.E.5. Adenovirus minimo recombinante

Un virus Ad C68 minimo de chimpancé es una particula viral que contiene
unicamente los elementos cis de adenovirus necesarios para la replicacion y
encapsidacion. Es decir, el vector contiene las secuencias de repeticion terminal invertida
(ITR, por su sigla en inglés) 3’ y 5’ de actuacion en cis de los adenovirus (que actuan
como origenes de replicacion) y los dominios naturales de potenciamiento/envoltura 5’
(que contienen secuencias necesarias para envolver genomas de Ad lineales, asi como
elementos potenciadores del promotor de E1). Remitirse, por ejemplo, a las técnicas
descritas para la elaboracion de un vector de Ad humano «minimo» en la solicitud de
patente internacional WO96/13597, que se incorpora a la presente mediante esta

referencia.
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V.E.6. Otros adenovirus defectuosos

Los adenovirus también pueden contener mas que las secuencias de
adenovirus minimo de chimpancé. Estos otros vectores de Ad pueden caracterizarse a
través de eliminaciones de diversas partes de las regiones génicas del virus, asi como de
particulas infecciosas del virus que se forman mediante el uso opcional de los virus
auxiliares y/o las lineas celulares de envoltura.

A modo de ejemplo, pueden formarse vectores adecuados eliminando la
totalidad o una parte suficiente del gen temprano retrasado E1b y el gen temprano
inmediato E1a de adenovirus C68, a los efectos de eliminar sus funciones biolégicas
normales. Los virus con eliminacion de E1 y deficiencia de replicacion tienen la capacidad
de replicarse y producir un virus infeccioso al cultivarse en una linea celular de
complemento, transformada con adenovirus de chimpancé, que contenga los genes
funcionales E1a y E1b de adenovirus, los cuales proporcionan los productos génicos
correspondientes en trans. En funcion de las homologias de secuencias de adenovirus
conocidas, se anticipa que, asi como sucede en los adenovirus humanos con eliminacion
de E1 recombinante de la técnica, el adenovirus recombinante de chimpancé resultante
tenga la capacidad de infectar muchos tipos de células y pueda expresar uno o mas
neoantigenos, pero no pueda replicarse en la mayoria de las células que no contengan el
ADN de la region E1 de chimpancé, salvo que la célula presente una multiplicidad muy
elevada de infeccion.

A modo de ejemplo adicional, se puede eliminar la totalidad o una parte del
gen temprano retrasado E3 de adenovirus C68 de la secuencia de adenovirus de
chimpancé que forma parte del virus recombinante.

Los vectores de adenovirus C68 de chimpancé también pueden construirse
con eliminacién del gen E4. Otro vector adicional puede contener una eliminacion en el
gen temprano retrasado E2a.

Asimismo, pueden realizarse eliminaciones en muchos de los genes tardios L1
a L5 del genoma de adenovirus C68 de chimpancé. De forma similar, para algunos fines
pueden ser utiles las eliminaciones en los genes intermedios IX y IVa2. Se pueden
realizar otras eliminaciones en los otros genes estructurales o no estructurales de
adenovirus.

Las eliminaciones mencionadas en lo precedente pueden utilizarse de forma
individual, es decir, es posible que una secuencia de adenovirus contenga unicamente

eliminaciones de E1. De forma alternativa, se pueden utilizar en cualquier combinacion
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eliminaciones de genes enteros o partes de estos que sean eficaces para destruir o
reducir su actividad biolégica. Por ejemplo, en un ejemplo de vector, la secuencia de
adenovirus C68 puede presentar eliminaciones de los genes E1 y el gen E4, de los genes
E1, E2ay E3, de los genes E1y E3 o de los genes E1, E2a y E4, con o sin eliminacion de
E3, y asi sucesivamente. Tal como se indicé anteriormente, estas eliminaciones pueden
utilizarse en combinacion con otras mutaciones, como mutaciones sensibles a la
temperatura, para lograr un resultado deseado.

El casete que comprende uno o mas neoantigenos se puede insertar
opcionalmente en cualquier region eliminada del virus de Ad C68 de chimpancé. De forma
alternativa y si se desea, el casete puede insertarse en una regién génica existente, para

alterar la funcién de dicha region.

V.E.7. Virus auxiliares

Dependiendo del contenido de gen de adenovirus de chimpancé en los
vectores virales que se utilicen para transportar el casete de neoantigeno, puede utilizarse
un fragmento de virus sin replicacién o adenovirus auxiliar para proporcionar una cantidad
suficiente de secuencias génicas de adenovirus de chimpancé para producir una particula
viral recombinante ineficaz que contenga el casete.

Los virus auxiliares utiles contienen secuencias génicas de adenovirus selectas
qgue no se encuentran presentes en la construccion del vector de adenovirus y/o que no se
expresan en linea celular de envoltura en la cual se transfecta el vector. Un virus auxiliar
puede presentar deficiencia de replicacion y contener diversos genes de adenovirus
ademas de las secuencias descritas anteriormente. El virus auxiliar puede utilizarse en
combinacién con las lineas celulares con expresion de E1 que se describen en la
presente.

Para C68, el virus «auxiliar» puede ser un fragmento formado mediante el
recorte del extremo terminal C del genoma C68 con Sspl, lo cual elimina alrededor de
1300 pb del extremo izquierdo del virus. El virus recortado luego se transfecta de forma
conjunta a la linea celular con expresién de E1 con el ADN plasmido, con lo cual se forma
el virus recombinante mediante recombinacion homologa con las secuencias de C68 en el
plasmido.

Los virus auxiliares también pueden formarse en conjugados policationicos,
como se describe en Wu et al., J. Biol. Chem., 264:16985-16987 (1989); K. J. Fisher y J.
M. Wilson, Biochem. J., 299:49 (1° de abril de 1994). El virus auxiliar puede contener
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opcionalmente un gen informante. En la técnica se conocen diversos genes informantes

de este tipo. La presencia de un gen informante en el virus auxiliar diferente al casete

neoantigénico en el vector de adenovirus permite un control independiente tanto del

vector de Ad como del virus auxiliar. Este segundo informante se utiliza para permitir la

separacion entre el virus recombinante resultante y el virus auxiliar tras la purificacion.
V.E.8. Ensamblaje de particula viral e infecciéon de una linea celular

El ensamblaje de las secuencias de ADN selectas del adenovirus, el casete
neoantigénico y otros elementos vectoriales en diversos plasmidos intermedios y vectores
transportadores, asi como el uso de los plasmidos y vectores para producir una particula
viral recombinante, pueden lograrse utilizando técnicas convencionales. Estas técnicas
incluyen técnicas convencionales de clonacion de ADNc, técnicas de recombinacion in
vitro (p. €j., ensamblaje Gibson), uso de secuencias superpuestas de oligonucledtidos de
los genomas de adenovirus, reaccion en cadena de la polimerasa y cualquier método
adecuados que brinde la secuencia de nucleétidos deseada. Se utilizan técnicas estandar
de transfeccion y transfeccion conjunta, p. €j., técnicas de precipitacion con CaP0O4 o
métodos de transfeccién mediada por liposomas, como lipofectamina. Otros métodos
convencionales que se utilizan incluyen recombinacion homologa de los genomas virales,
formacion de placas de virus en superposicion de agar, métodos de medicién de la
generaciéon de sefales y similares.

Por ejemplo, tras la construccion y el ensamblaje del vector viral que contiene
el casete neoantigénico deseado, el vector puede transfectarse in vitro y en presencia de
un virus auxiliar a la linea celular de envoltura. Se produce recombinaciéon homéloga entre
las secuencias del vector y el auxiliar, lo cual permite la replicacién y envoltura de las
secuencias neoantigénicas de adenovirus en el vector en capsides viricas que producen
particulas vectoriales del vector recombinantes.

Los adenovirus C68 de chimpancé recombinante resultantes son utiles en la
transferencia de un casete neoantigénico a una célula selecta. En los experimentos in vivo
con el virus recombinante cultivado en las lineas celulares de envoltura, el adenovirus
recombinante de chimpancé con eliminacion de E1 demuestra utilidad en la transferencia
de un casete a una célula que no sea de chimpancé, preferentemente de ser humano.

V.E.9. Uso de los vectores de virus recombinante

De esta forma, el adenovirus recombinante C68 de chimpancé que contiene el

casete neoantigénico (producido mediante cooperacién del vector de adenovirus y el virus

auxiliar o el vector de adenovirus y la linea celular de envoltura, como se describio
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anteriormente) proporciona un vehiculo de transferencia génica eficaz que puede
suministrarle el o los neoantigenos a un sujeto in vivo o ex vivo.

Los vectores recombinantes descritos anteriormente se administran a humanos
de acuerdo con los métodos publicados para terapia génica. Se le puede administrar a un
paciente un vector viral de chimpancé que presente un casete neoantigénico,
preferentemente suspendido en una solucion biolégicamente compatible o un vehiculo de
suministro farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo adecuado incluye solucion salina
estéril. A tales efectos, pueden utilizarse otras soluciones isotonicas estériles acuosas y
Nno acuosas , asi como suspensiones estériles acuosas y no acuosas, para inyeccion
conocidas por los expertos en la técnica y que se sepa que son portadores
farmacéuticamente aceptables.

Los vectores de adenovirus de chimpancé se administran en cantidades
suficiente para la transduccion de las células humanas y para proporcionar niveles
suficientes de transferencia y expresion del neoantigeno como para brindar un beneficio
terapéutico sin efectos fisioldgicos adversos indebidos o con efectos fisioldgicos
aceptables en medicina, los cuales pueden ser determinados por los expertos en la
técnica médica. Las vias de administracion convencionales y farmacéuticamente
aceptables incluyen, de modo no taxativo, suministro directo en el higado, intranasal,
intravenoso, intramuscular, subcutaneo, intradérmico, oral y otras vias de administraciéon
parenteral. Si se desea, las vias de administracion se pueden combinar.

Las dosificaciones del vector viral dependeran principalmente de factores como
la afeccion que se esté tratando, la edad, el peso y el estado de salud del paciente, y, por
lo tanto, varia segun el paciente. La dosificacion se ajusta para equilibrar el beneficio
terapéutico en relacién con cualquier efecto secundario y estas dosis pueden variar
dependiendo de la aplicacién terapéutica para la cual se utilice el vector recombinante. Se
pueden controlar los niveles de expresion del o de los neoantigenos para determinar la
frecuencia de administracion de las dosis.

Los adenovirus recombinantes y con deficiencia de replicacion pueden
administrarse en una «cantidad farmacéuticamente eficaz», es decir, una cantidad de
adenovirus recombinante eficaz en una via de administracion para la transfeccion de las
células deseadas y para proporcionar niveles de expresion suficiente del gen selecto para
brindar un beneficio de vacunacion, es decir, determinado nivel ponderable de inmunidad
de proteccion. Los vectores de C68 que comprendan un casete neoantigénico pueden

administrarse de forma conjunta con un adyuvante. El adyuvante puede estar separado
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del vector (p. €j., alumbre) o codificado dentro del vector, en particular si el adyuvante es
una proteina. En la técnica se conocen los adyuvantes.

Las vias de administracion convencionales y farmacéuticamente aceptables
incluyen, de modo no taxativo, intranasal, intramuscular, intratraqueal, subcutanea,
intradérmica, rectal, oral y otras vias de administracion parenteral. Si se desea, es posible
combinar las vias de administraciéon o ajustarlas dependiendo del inmundégeno o de la
enfermedad. Por ejemplo, en la profilaxis de la rabia, se prefieren las vias subcutanea,
intratraqueal e intranasal. La via de administracion dependera principalmente de la
naturaleza de la enfermedad que se esté tratando.

Se pueden controlar los niveles de inmunidad del o de los neoantigenos para
determinar la necesidad de dosis de refuerzo, si la hubiera. Tras la evaluacién de las
titulaciones de anticuerpo en suero, por ejemplo, puede resultar deseable realizar
inmunizaciones de refuerzo opcionales.

VI. Métodos terapéuticos y de elaboracién

También se proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria
especifica para el tumor en un sujeto, realizar la vacunacién contra un tumor, tratar y/o
aliviar un sintoma de cancer en un sujeto mediante la administracién a dicho sujeto de
uno o mas neoantigenos tales como multiples neoantigenos identificados a través de los
meétodos descritos en la presente.

En algunos aspectos, un sujeto cuenta con un diagndstico de cancer o presenta un
riesgo de desarrollo de cancer. Un sujeto puede ser un ser humano, un perro, un gato, un
caballo o cualquier animal en el cual se desee una respuesta inmunitaria especifica para
el tumor. Un tumor puede ser un tumor sélido, como de mama, ovarios, prostata,
pulmonar, de rifidn, gastrico, de colon, testicular, de cabeza y cuello, pancreas, cerebro,
melanoma y otros tumores de érganos tisulares, asi como tumores hematoldgicos, tales
como linfomas y leucemias, incluidas leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena
cronica, leucemia linfocitica crénica, leucemia linfocitica de linfocitos T y linfomas de
linfocitos B.

Se puede administrar un neoantigeno en una cantidad suficiente para inducir una
respuesta de CTL.

El neoantigeno puede administrarse solo o en combinacion con otros agentes
terapéuticos. Por ejemplo, el agente terapéutico es un agente quimioterapéutico, de
radiacion o inmunoterapia. Se puede administrar cualquier tratamiento terapéutico

adecuado para un cancer particular.
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Ademas, un sujeto puede recibir adicionalmente un agente
antiinmunosupresor/inmunoestimulador, como un inhibidor de punto de control. Por
ejemplo, el sujeto puede recibir adicionalmente un anticuerpo anti-CTLA, anti-PD-1 o anti-
PD-L1. El bloqueo de CTLA-4 o PD-L1 por parte de anticuerpos puede potenciar la
respuesta inmunitaria a células cancerosas en el paciente. En particular, se ha
demostrado que el bloqueo de CTLA-4 es eficaz cuando se sigue un protocolo de
vacunacion.

Se pueden determinar la cantidad 6ptima de cada neoantigeno que se incluya en
la composicion de vacuna y el régimen de dosificacion 6ptimo. Por ejemplo, se pueden
preparar un neoantigeno o su variante para inyeccion intravenosa (i.v.), inyeccion
subcutanea (s.c.), inyeccion intradérmica (i.d.), inyeccion intraperitoneal (i.p.), inyeccién
intramuscular (i.m.). Los métodos de inyeccion incluyen s.c, i.d., i.p., i.m. e i.v. Los
métodos de inyeccién de ADN o ARN incluyen i.d., i.m., s.c, i.p. e i.v. Los expertos en la
técnica conocen otros métodos de administracién de la composicién de vacuna.

Se puede compilar una vacuna de manera tal que la seleccion, el nimero y/o la
cantidad de neoantigenos presentes en la composicion sea especifica del tejido, el cancer
y/o el paciente. Por ejemplo, la seleccion exacta de péptidos puede estar guiada por
patrones de expresion de las proteinas originales en un tejido especifico. La seleccion
puede depender del tipo especifico de cancer, el estado de la enfermedad, regimenes de
tratamiento anteriores, el estado inmunoldgico del paciente y, por supuesto, el haplotipo
de HLA del paciente. Ademas, una vacuna puede contener componentes individualizados,
segun las necesidades personales del paciente particular. Los ejemplos incluyen variacién
de la seleccion de neoantigenos de acuerdo con la expresion del neoantigeno en el
paciente particular o ajustes de tratamientos secundarios tras una primera ronda o un
primer esquema de tratamiento.

Para poder utilizar una composicién como vacuna para el cancer, se pueden evitar
neoantigenos con autopéptidos expresados en grandes cantidades en tejidos normales o
estos pueden estar presentes en cantidades bajas en una composicion descrita en la
presente. Por otra parte, si se sabe que el tumor de un paciente expresa cantidades
elevadas de un determinado neoantigeno, la composicién farmacéutica respectiva para el
tratamiento de este cancer puede estar presente en cantidades elevadas y/o se puede
incluir mas de un neoantigeno especifico para este neoantigeno o via de este
neoantigeno particular.

Se le pueden administrar composiciones que comprendan un neoantigeno a un
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individuo que ya padezca el cancer. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se le
administran a un paciente en una cantidad suficiente para provocar una respuesta de CTL
eficaz contra el antigeno tumoral y para curar o al menos detener parcialmente los
sintomas y/o las complicaciones. Una cantidad adecuada para lograr este resultado se
define como «dosis terapéuticamente eficaz». Las cantidades eficaces para este uso
dependeran, p. €j., de la composicidn, la forma de administracion, la etapa y gravedad de
la enfermedad que se esté tratando, el peso y estado general de salud del paciente, asi
como del criterio del médico tratante. Se debe tener en cuenta que las composiciones
generalmente pueden emplearse en estados graves de enfermedad, es decir, situaciones
con riesgo de vida o potencialmente mortales, especialmente cuando el cancer presenta
metastasis. En estos casos y en funcion de la minimizacion de sustancias extranas y la
naturaleza no téxica relativa de un neoantigeno, es posible que el médico tratante
administre excesos sustanciales de estas composiciones, lo cual puede resultar
deseable.

Para el uso terapéutico, la administracion puede comenzar a partir de la deteccion
o extirpacién quirurgica de tumores. A esto le siguen dosis de refuerzo hasta que al
menos los sintomas disminuyan sustancialmente y durante un periodo posterior.

Las composiciones farmacéuticas (por ejemplo, composiciones de vacuna) para el
tratamiento terapéutico se prevén para administracion parenteral, topica, nasal, oral o
local. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar por via parenteral, p. €j.,
intravenosa, subcutanea, intradérmica o intramuscular. Las composiciones pueden
administrarse en el lugar de la extirpacion quirargica para inducir una respuesta
inmunitaria local al tumor. En la presente se describen composiciones para administracion
parenteral, que comprenden una solucion del neoantigeno y las composiciones de
vacunas se disuelven o suspenden en un portador aceptable, p. ej., un portador acuoso.
Puede utilizarse diversos portadores acuosos, p. €j., agua, agua amortiguada, solucion
salina al 0,9 %, glicina al 0,3 %, acido hialurénico y similares. Estas composiciones
farmacéuticas pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion convencionales
conocidas o pueden filtrarse en condiciones estériles. Las soluciones acuosas resultantes
pueden envasarse para uso en la forma en que se encuentran o liofilizarse, en cuyo caso
la preparacién liofilizada se combina con una solucion estéril antes de la administracion.
Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables
necesarias para acercarse a las condiciones fisiolégicas, tales como agentes

amortiguadores y de ajuste del pH, agentes de ajuste de tonicidad, agentes humectantes
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y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de calcio, monolaurato de sorbitan, oleato de trietanolamina, etc.

Los neoantigenos también pueden administrarse mediante liposomas, los cuales
los dirigen hacia un tejido celular particular, como un tejido linfoide. Los liposomas
también son utiles para aumentar la semivida. Los liposomas incluyen emulsiones,
espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos, dispersiones de fosfolipidos,
capas laminares y similares. En estas preparaciones, el neoantigeno que se desea
suministrar se incorpora como parte de un liposoma, solo o en conjunto con una molécula
que se una, p. €j., a un receptor con prevalencia entre las células linfoides, como
anticuerpos monoclonales que se unan al antigeno CD45, o con otras composiciones
terapéuticas o inmunogénicas. Por lo tanto, los liposomas rellenos con un neoantigeno
deseado se pueden dirigir al lugar de las células linfoides, donde los liposomas luego
suministran las composiciones terapéuticas/inmunogénicas. Los liposomas pueden
formarse a partir de lipidos estandar que forman vesiculas, los cuales generalmente
incluyen fosfolipidos con carga neutra y negativa y un esterol, como colesterol. La
seleccion de lipidos generalmente esta guiada, p. €j., por consideraciones de tamaio del
liposoma, labilidad acida y estabilidad de los liposomas en el torrente sanguineo. Diversos
meétodos para preparar liposomas se encuentran disponibles, como se describe, p. €j., en
Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9; 467 (1980), patentes estadounidenses n.°
4.235.871, 4.501.728, 4.501.728, 4.837.028 y 5.019.369.

Para el direccionamiento hacia las células inmunoldgicas, un ligando que se
incorpore en el liposoma puede incluir, p. €j., anticuerpos o fragmentos de estos
especificos para determinantes de superficie celular de las células del sistema
inmunoldgico deseadas. Se puede administrar una suspensién de liposomas por via
intravenosa, local, topica, etc., en una dosis que varie segun la forma de administracion,
el péptido que se suministre y la etapa de la enfermedad que se esté tratando, entre
otros.

Con fines de inmunizacion o terapéuticos, también se le pueden administrar al
paciente acidos nucleicos que codifiquen un péptido y, opcionalmente, uno o mas de los
péptidos descritos en la presente. Se utilizan de forma conveniente diversos métodos para
el suministro de los acidos nucleicos al paciente. Por ejemplo, el acido nucleico puede
suministrarse de forma directa como «ADN sin conjugar». Este enfoque se describe, por
ejemplo, en Wolff et al., Science 247: 1465-1468 (1990), asi como en las patentes

estadounidenses n.° 5.580.859 y 5.589.466. Los acidos nucleicos también pueden
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administrarse utilizando suministro balistico, como se describe, por ejemplo, en la patente
estadounidense n.° 5.204.253. Es posible administrar particulas compuestas Unicamente
por ADN. De forma alternativa, el ADN puede encontrarse adherido a particulas, como
particulas de oro. Los enfoques para suministro de secuencias de acido nucleico pueden
incluir vectores virales, vectores de ARNm y vectores de ADN con o sin electroporacion.

Los acidos nucleicos también pueden suministrarse en complejo con compuestos
catiénicos, como lipidos catiénicos. Los métodos de suministro de genes mediados por
lipidos se describen, por ejemplo, en 9618372WOAWO 96/18372; 9324640WOAWO
93/24640; Mannino & Gould-Fogerite, BioTechniques 6(7): 682-691 (1988); la patente
estadounidense n.° 5.279.833 Rose, la patente estadounidense n.° 5.279.833;
9106309WOAWO 91/06309; y en Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 84: 7413-7414
(1987).

También pueden incluir los neoantigenos en plataformas de vacuna basadas en
vectores virales, como vaccinia, viruela aviar, alfavirus de autorreplicacion, marabavirus,
adenovirus (remitirse, p. €j., a Tatsis et al., Adenoviruses, Molecular Therapy (2004) 10,
616—629) o lentivirus, incluidos, de modo no taxativo, lentivirus de segunda o tercera
generacion o hibridos de segunda y tercera generacién y lentivirus recombinantes de
cualquier generacién disefiados para dirigirse a receptores o tipos de células especificos
(remitirse, p. €j., a Hu et al., Immunization Delivered by Lentiviral Vectors for Cancer and
Infectious Diseases, Immunol Rev. (2011) 239(1): 45-61, Sakuma et al., Lentiviral vectors:
basic to translational, Biochem J. (2012) 443(3):603-18, Cooper et al., Rescue of splicing-
mediated intron loss maximizes expression in lentiviral vectors containing the human
ubiquitin C promoter, Nucl. Acids Res. (2015) 43 (1): 682-690, Zufferey et al., Self-
Inactivating Lentivirus Vector for Safe and Efficient In Vivo Gene Delivery, J. Virol. (1998)
72 (12): 9873-9880). Dependiendo de la capacidad de envasado de las plataformas de
vacunas basadas en vectores virales antedichas, este enfoque puede suministrar una o
mas secuencias de nucledtidos que codifiquen uno o mas péptidos neoantigénicos. Las
secuencias pueden estar flanqueadas por secuencias sin mutacion, pueden estar
separadas por enlazadores o pueden estar precedidas por una o mas secuencias
dirigidas al compartimiento subcelular (remitirse, p. €j., a Gros et al., Prospective
identification of neoantigen-specific lymphocytes in the peripheral blood of melanoma
patients, Nat Med. (2016) 22 (4):433-8, Stronen et al., Targeting of cancer neoantigens
with donor-derived T cell receptor repertoires, Science. (2016) 352 (6291):1337-41, Lu et

al., Efficient identification of mutated cancer antigens recognized by T cells associated with
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durable tumor regressions, Clin Cancer Res. (2014) 20( 13):3401-10). Tras la introduccién
en un hospedador, las células infectadas expresan los neoantigenos y, de esa forma,
provocan una respuesta inmunitaria del hospedador (p. ej., CTL) contra el o los péptidos.
Los vectores de vaccinia y métodos utiles para los protocolos de inmunizacion se
encuentran descritos, p. €j., en la patente estadounidense n.° 4.722.848. Otro vector es
BCG (Bacilos Calmette-Guerin). Los vectores de BCG se encuentran descritos en Stover
et al. (Nature 351:456-460 (1991)). Los expertos en la técnica podran observar una amplia
variedad de vectores de vacunas adicionales, Utiles para la inmunizacién o administracion
terapéutica de los neoantigenos, p. €j., vectores de Salmonella typhi y similares, a partir
de la descripcion en la presente.

Un medio de administracion de acidos nucleicos utiliza construcciones de
minigenes que codifican uno o multiples epitopos. Para crear una secuencia de ADN que
codifique los epitopos de CTL selectos (minigenes) para expresion en células humanas,
las secuencias de aminoacidos de los epitopos se someten a traduccion inversa. Se
utiliza una tabla de uso de codones humanos para guiar la seleccién de codones para
cada aminoacido. Estas secuencias de ADN que codifican epitopos se unen de forma
directa y asi crean una secuencia de polipéptidos continua. Para optimizar la expresion
y/o inmunogenicidad, se pueden incorporar elementos adicionales en el disefio de
minigenes. Los ejemplos de secuencias de aminoacidos que podrian someterse a
traduccion inversa y que se incluyen en la secuencia de minigenes incluyen: linfocitos T
auxiliares, epitopos, una secuencia lider (sefal) y una sefial de retencion del reticulo
endoplasmico. Adicionalmente, se puede mejorar la presentacion de epitopos de CTL en
el MHC incluyendo secuencias flanqueantes de origen natural o sintéticas (p. e;j., poli-
alanina) adyacentes a los epitopos de CTL. Las secuencias de minigenes se convirtieron
en ADN mediante ensamblaje de oligonucleétidos que codifican las cadenas mas y menos
del minigén. Los oligonucledtidos superpuestos (30 a 100 bases de longitud) se sintetizan,
fosforilan, purifican e hibridan en condiciones adecuadas mediante técnicas conocidas.
Los extremos de los oligonucledtidos se unen utilizando ligasa de ADN T4. Este minigén
sintético que codifica el polipéptido epitdpico de CTL luego puede clonarse en un vector
de expresion deseado.

Puede prepararse ADN plasmido purificado para inyeccién utilizando diversas
formulaciones. La mas sencilla de estas es la reconstitucién de ADN liofilizado en solucién
salina amortiguada con fosfato (PBS) estéril. Se describieron diversos métodos y es

posible que se creen nuevas técnicas. Tal como se indicé anteriormente, los acidos
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nucleicos se formulan de manera conveniente con lipidos catiénicos. Ademas, los
glucolipidos, liposomas fusogénicos, péptidos y compuestos que se indican de forma
colectiva como protectores, interactivos, sin condensacion (PINC) también podrian
formarse en complejo para ADN plasmido purificado, para afectar variables como la
estabilidad, la dispersion intramuscular o el trafico hacia tipos de células u 6rganos
especificos.

También se describe un método para elaborar una vacuna tumoral, que
comprende realizar las etapas de un método descrito en la presente, y producir una
vacuna tumoral que comprenda multiples neoantigenos o un subconjunto de los multiples
neoantigenos.

Los neoantigenos que se describen en la presente pueden elaborarse utilizando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un método para producir un neoantigeno
o un vector (p. €j., un vector que incluya al menos una secuencia que codifique uno o mas
neoantigenos) descrito en la presente puede incluir el cultivo de una célula hospedadora
en condiciones adecuadas para expresar el neoantigeno o el vector, donde la célula
hospedadora comprende al menos un polinucleétido que codifique el neoantigeno o
vector, y la purificacion del neoantigeno o vector. Los métodos de purificacion estandar
incluyen técnicas cromatograficas, técnicas electroforéticas, inmunolégicas, de
precipitacion, dialisis, filtracion, concentracion y cromatoenfoque.

Las células hospedadoras pueden incluir una célula de ovario de hamster chino
(CHO), célula de NSO, levadura o célula de HEK293. Las células hospedadoras pueden
transformarse con uno o mas polinucleétidos que comprendan al menos una secuencia de
acido nucleico que codifique un neoantigeno o vector descrito en la presente,
opcionalmente donde el polinucleétido aislado comprende ademas una secuencia de
promotor enlazada de forma operativa a al menos una secuencia de acido nucleico que
codifique el neoantigeno o vector. En determinadas modalidades, el polinucledtido
aislado puede ser ADNc.

VII. Administracién y uso de neoantigenos

Se puede utilizar un protocolo de vacunacién para suministrarle a un sujeto dosis
de uno 0 mas neoantigenos. Se puede utilizar una vacuna inicial y una vacuna de
refuerzo para suministro de dosis al sujeto. La vacuna inicial puede basarse en C68 (p.
ej., las secuencias ilustradas en las SEQ ID NO: 1 0 2) o srRNA (p. €j., las secuencias
ilustradas en las SEQ ID NO: 3 o0 4) y la vacuna de refuerzo puede basarse en C68 (p. €j.,

las secuencias ilustradas en las SEQ ID NO: 1 0 2) o srRNA (p. €j., las secuencias
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ilustradas en las SEQ ID NO: 3 0 4). Cada vector suele incluir un casete con
neoantigenos. Los casetes pueden incluir alrededor de 20 neoantigenos, separados por
separadores como la secuencia natural que suele rodear cada antigeno u otras
secuencias separadoras no natural, como AAY. Los casetes también incluyen antigenos
del MHCII, como un antigeno del toxoide del tétano y antigeno de PADRE, que pueden
considerarse antigenos universales de clase Il. Los casetes también incluyen una
secuencia de direccionamiento, como una secuencia de direccionamiento de ubiquitina.
Asimismo, cada dosis de la vacuna puede administrarse al sujeto en conjunto (p. €j., de
forma simultanea, antes o después) con un inhibidor de punto de control (CPI, por sus
siglas en inglés). Los CPI pueden utilizar aquellos que inhiben CTLA4, PD1 y/o PDL1,
como anticuerpos o partes de unidén a antigenos de estos. Estos anticuerpos pueden
incluir tremelimumab o durvalumab.

El sujeto puede recibir una inyeccion de vacuna inicial (p. €j., por via
intramuscular). Se pueden utilizar inyecciones bilaterales por dosis. Por ejemplo, es
posible utilizar una o mas inyecciones de ChAdV68 (C68) (p. ej., dosis total de 1x102
particulas virales); es posible utilizar una o mas inyecciones de ARN autorreplicante
(srRNA) a una dosis de vacunacion baja, seleccionada del intervalo de 0,001 a 1 ug de
ARN, en particular 0,1 0 1 ug; o es posible utilizar una 0 mas inyecciones de srRNA a una
dosis de vacunacion elevada, seleccionada del intervalo de 1 a 100 ug de ARN, en
particular 10 o 100 ug.

Se puede inyectar una vacuna de refuerzo (vacuna reforzadora) (p. €j., por via
intramuscular) tras la vacunacion inicial. La vacuna de refuerzo puede administrarse
aproximadamente cada 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 semanas, p. €j., cada 4 semanas y/u 8
semanas tras la vacuna inicial. Se pueden utilizar inyecciones bilaterales por dosis. Por
ejemplo, es posible utilizar una o mas inyecciones de ChAdV68 (C68) (p. €j., dosis total de
1x102 particulas virales); es posible utilizar una o mas inyecciones de ARN
autorreplicante (srRNA, por sus siglas en inglés) a una dosis de vacunacion baja,
seleccionada del intervalo de 0,001 a 1 ug de ARN, en particular 0,1 0 1 ug; o es posible
utilizar una o mas inyecciones de srRNA a una dosis de vacunacion elevada,
seleccionada del intervalo de 1 a 100 pg de ARN, en particular 10 0 100 pg.

También se le puede administrar al sujeto anti-CTLA-4 (p. €j., tremelimumab). Por
ejemplo, el anti-CTLA4 puede administrarse por via subcutanea cerca del lugar de
inyeccion intramuscular de la vacuna (dosis inicial de ChAdV68 o baja de srRNA), para

garantizar el drenaje hacia el mismo nédulo linfatico. Tremelimumab es un inhibidor de
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mAb de IgG2 humana selectivo de CTLA-4. La dosis subcutanea de anti-CTLA-4 objetivo
(tremelimumab) suele ser de 70 a 75 mg (en particular, 75 mg), con un intervalo de dosis,
p.ej.,de1a 100 mg o 5 a 420 mg.

En determinados casos, se puede utilizar un anticuerpo anti-PD-L1 como
durvalumab (MEDI 4736). Durvalumab es un mAb de IgG1 humana selectivo y de gran
afinidad que bloque la uniéon de PD-L1 a PD-1 y CD80. Durvalumab suele administrarse a
20 mg/kg i.v. cada 4 semanas.

Se puede realizar control inmunoldgico antes, durante y/o después de la
administracion de la vacuna. Este control puede brindar informacion sobre la seguridad y
eficacia, entre otros parametros.

Para realizar el control inmunolégico, se suelen utilizar PBMC. Las PBMC pueden
aislarse antes de la vacunacion inicial y después de la vacunacion inicial (p. €j., 4
semanas y 8 semanas). Las PBMC pueden extraerse inmediatamente antes de las
vacunaciones de refuerzo y después de cada vacunacion de refuerzo (p. €j., 4 semanas y
8 semanas).

El protocolo de control inmunoldgico puede incluir evaluacion de las respuestas de
linfocitos T. Las respuestas de linfocitos T pueden medirse utilizando uno o mas métodos
conocidos en la técnica, como ELISpot, tincién de citocinas intracelulares, secreciéon de
citocinas y captura de superficie celular, proliferacién de linfocitos T, tincion multimérica de
MHC o ensayos de citotoxicidad. Es posible controlar las respuestas de linfocitos T a los
epitopos codificados en las vacunas a partir de las PBMC, midiendo la induccién de
citocinas, como IFN-gamma, utilizando un ensayo ELISpot. Es posible controlar las
respuestas especificas de linfocitos T CD4 o CDS8 a los epitopos codificados en las
vacunas a partir de las PBMC, midiendo la induccién de citocinas capturadas a nivel
intracelular o extracelular, como IFN-gamma, utilizando un ensayo de citometria de flujo.
Las respuestas especificas de linfocitos T CD4 o CD8 a los epitopos codificados en las
vacunas pueden controlarse a partir de PBMC midiendo las poblaciones de linfocitos T
con expresion de receptores de linfocitos T especificos para los epitopos/complejos MHC
de clase |, mediante tincién multimérica de MHC. Las respuestas especificas de
linfocitos T CD4 o CD8 a los epitopos codificados en las vacunas pueden controlarse a
partir de PBMC midiendo la expansion de poblaciones de linfocitos T ex vivo tras la
incorporacion de 3H-timidina, bromodeoxiuridina y carboxifluoresceina-diacetato—
succinimidiléster (CFSE). La capacidad de reconocimiento de antigenos y la actividad

litica de linfocitos T derivados de PBMC especificos con respecto a epitopos codificados
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en las vacunas pueden evaluarse de forma funcional a través de un ensayo de liberacion
de cromo o ensayos colorimétricos alternativos de citotoxicidad.

VIII. Identificacion de neoantigenos

VIILLA. Identificacion de candidatos neoantigénicos

Se han descrito y aplicado métodos de investigacion para analisis NGS de tumor y
transcriptomas y exomas normales en el espacio de identificacion de neoantigenos. 81415
El ejemplo posterior considera determinadas optimizaciones para una mayor sensibilidad
y especificidad con respecto a la identificacién de neoantigenos en el entorno clinico.
Estas optimizaciones pueden agruparse en dos areas, las relacionadas con los procesos
de laboratorio y las relacionadas con el analisis de datos de NGS.

VIII.A.1. Optimizaciones de procesos de laboratorio

Las mejoras de los procesos que se establecen en la presente abordan
dificultadas en el hallazgo de neoantigenos con gran exactitud a partir de muestras
clinicas con bajo contenido tumoral y pequenos volimenes mediante la ampliacion de
conceptos desarrollados para la evaluacion confiable de genes impulsores del cancer en
paneles de cancer objetivo'® y la configuraciéon de transcriptoma y exoma completos
necesaria para la identificacion de neoantigenos. De forma especifica, estas mejoras
incluyen:

1. Direccionamiento de una cobertura promedio exclusiva profunda
(>500x) en todo el exoma tumoral, para detectar mutaciones presentes a una baja
frecuencia de alelos mutantes debido al contenido tumoral bajo o el estado de
subclonacion.

2. Direccionamiento de una cobertura uniforme en todo el exoma
tumoral, con <5 % de bases abarcadas a <100x, de modo tal de evitar la menor
cantidad de neoantigenos posible, por ejemplo:

a. utilizando sondas de captura basadas en ADN con la sonda
individual QC"”

b. incluyendo sefiuelos adicionales para regiones de mala
cobertura

3. dirigiendo una cobertura uniforme en todo el exoma normal, en el
que <5 % de bases se encuentren abarcadas a <20x, para contar con la menor
cantidad posible de neoantigenos sin clasificacién de estado somatico/de linea
germinal (y, por lo tanto, que no se puedan utilizar como TSNA)

4, Para minimizar la cantidad total de secuenciaciéon necesaria, se
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disefian sondas de captura de secuencias para codificar regiones de genes
unicamente, dado que el ARN no codificante no puede dar lugar a neoantigenos.
Otras optimizaciones incluyen:
a. sondas complementarias para genes de HLA ricos en GC y
con baja captura en la secuenciacion de exomas estandar®
b. exclusion de genes que se prevé que generen poca o nula
cantidad de neoantigenos candidatos, debido a factores como expresion
insuficiente, digestion subdptima por parte del proteasoma o caracteristicas
de secuencia inusuales.

5. De la misma forma, se secuencia el ARN tumoral a gran profundidad
(lecturas de >100 M) para permitir la deteccion de variantes, cuantificacioén de
genes y expresion de variantes de corte y empalme («isoformas»), asi como
deteccién de fusion. Las muestras de ARN de FFPE se extraen utilizando
enriquecimiento a base de sondas’®, con sondas iguales o similares a las
utilizadas para la captura de exomas en el ADN.

VIII.A.2. Optimizaciones de andlisis de datos de NGS

Las mejoras en los métodos de analisis abordan la especificidad y sensibilidad

subodptimas de los enfoques de investigacion habituales de lectura de mutaciones y, de
forma especifica, consideran adaptaciones pertinentes para la identificacion de

neoantigenos en el entorno clinico. Estas incluyen:

1. Uso del genoma humano de referencia HG38 o una version
posterior para alineacion, dado que este contiene multiples ensamblajes de
regiones de MHC que reflejan mas correctamente el polimorfismo de la poblacién,
a diferencia de las liberaciones de genomas anteriores.

2. Superacién de las limitaciones de lectores de variantes

individuales?® aunando los resultados de diferentes programas®

a. Es posible detectar indeles y variantes de nucleétidos
individuales a partir de ADN tumoral, ARN tumoral y ADN normal con un
conjunto de herramientas que incluyen: programas basados en
comparaciones de ADN tumoral y normal, como Strelka 2! y Mutect 2; y
programas que incorporan ADN tumora, ARN tumoral y ADN normal, como
UNCeqgR, lo cual resulta particularmente ventajoso en muestras de baja

pureza?s,
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b. Los indeles se determinan con programas que realizan un
reensamblaje local, como Strelka y ABRA 24,

C. Las reorganizaciones estructurales se determinan utilizando
herramientas especificas, como Pindel ?° o Breakseq 6.

3. Para detectar y prevenir los cambios de muestras, se comparan los
lectores de variantes de las muestras para el mismo paciente en una cantidad
seleccionadas de puntos polimérficos.

4. Por ejemplo, se lleva a cabo una extensa filtracion de lectores
distorsionados, mediante:

a. eliminacion de variantes halladas en ADN normal,
posiblemente con parametros de deteccion relajados en casos de baja
cobertura y con un criterio de proximidad permisivo en el caso de indeles

b. eliminacion de variantes debido a una baja calidad de
correspondencia o baja calidad base?’.

C. Eliminacion de variantes derivadas de distorsiones
recurrentes en la secuenciacion, incluso en caso de no observarse en la
forma normal correspondiente?’. Los ejemplos incluyen variantes que se
detectan principalmente en una cadena.

d. Eliminacion de variantes detectadas en un conjunto de
controles sin relacion?’

5. Lectura exacta de HLA a partir de exomas normales, mediante uno
de seq2HLA 28, ATHLATES 2° u Optitype, junto con combinacién de datos de
secuencia de ARN y exomas?8. Posibles optimizaciones adicionales incluyen
implementacién de un ensayo especifico de tipificacion de HLA, como
secuenciacion de ADN de lectura prolongada®°, o adaptacion de un método de
unién de fragmentos de ARN para mantener la continuidad3'.

6. Se realiza una fuerte deteccion de neo-ORF a partir de variantes de
corte y empalme especificas del tumor mediante ensamblaje de transcripciones de
datos de secuenciacion de ARN con CLASS 32, Bayesembler 33, StringTie 34 o un
programa similar en su modo con guia de referencia (es decir, utilizando
estructuras de transcripcion conocidas en lugar de intentar recrear las
transcripciones por completo a partir de cada experimento). Si bien suele utilizarse
Cufflinks 35 para tales fines, este muchas veces produce cantidades

inverosimilmente considerables de variantes de corte y empalme, muchas de ellas
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mucho mas cortas que el gen de longitud completa, y es posible que no logre
extraer controles positivos simples. Las secuencias de codificacion y el potencial
de degradacién mediada por mutaciones terminadoras se determinan con
herramientas como SpliceR3% y MAMBA?’, con reintroduccion de secuencias
mutantes. La expresion génica se determina con una herramienta como Cufflinks3®
o Express (Roberts y Pachter, 2013). Los niveles relativos y/o conteos de
expresion especifica de mutantes y tipo salvaje se determinan con herramientas
creadas a tales efectos, como ASE?® o HTSeq®. Las posibles etapas de filtracion
incluyen:

a. Eliminacion de neo-ORF candidatos que se consideran con
expresion insuficiente.

b. Eliminacion de neo-ORF candidatos que se prevé que
desencadenen una degradaciéon mediada por mutaciones terminadoras
(NMD).

7. Los antigenos candidato observados unicamente en ARN (p. €j.,
neoORF) que no pueden verificarse de forma directa como especificos del tumor
se separan en una categoria de probabilidad de especificidad tumoral segun
parametros adicionales, por ejemplo, considerando lo siguiente:

a. presencia de mutaciones en el punto de corte y empalme o
cambio de marco con actuacion en cis exclusiva de ADN tumoral que
actuen de confirmacion

b. presencia de mutacién con actuacién en frans exclusiva de
ADN tumoral en un factor de corte y empalme que actue como verificacion.
Por ejemplo, en tres experimentos publicados de forma independiente con
SF3B1 con mutacién R625, los genes que presentaban el corte y empalme
mas diferencial fueron concordantes incluso pese a que un experimento
examinaba pacientes con melanoma uveal*’, el segundo una linea celular
de melanoma uveal*' y el tercero pacientes con cancer de mama#*?.

C. Para las isoformas novedosas de corte y empalme,
presencia de lecturas de union de corte y empalme «novedosas» en los
datos de secuenciacion de ARN que actia como verificacion.

d. Para reorganizaciones novedosas, presencia de lecturas de
yuxta-exon en el ADN tumoral ausentes en el ADN normal que actiue como

verificacion.
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e. Ausencia de un compendio de expresion génica como

GTEXx* (es decir, menor probabilidad de origen de linea germinal)

8. Complemento del analisis basado en alineacion de genomas de
referencia con comparacion de lecturas normales y tumoral es de ADN
ensambladas (o k-meros de dichas lecturas) de forma directa para evitar
distorsiones y errores basados en alineaciones y anotaciones. (p. €j., para
variantes somaticas que surjan cerca de variantes de linea germinal o indeles en
contexto repetido).

En las muestras con ARN poliadenilado, se evalla la presencia de ARN viral y
microbiano en los datos de secuenciacion de ARN utilizando RNA CoMPASS“** o un
método similar, para identificar factores adicionales que puedan pronosticar la respuesta
del paciente.

VIII.B. Aislamiento y deteccion de péptidos de HLA

Se realiz6 aislamiento de moléculas peptidicas de HLA con métodos clasicos de
inmunoprecipitacion (IP) tras el analisis y la solubilizacién de la muestra de tejido (55-58).
Se utilizé un lisado aclarado para IP especifica de HLA.

La inmunoprecipitacion se realizd con anticuerpos acoplados a microesferas, con
el anticuerpo especifico para moléculas de HLA. Para una inmunoprecipitaciéon de pan-
HLA de clase |, se utilizd un anticuerpo pan-CR de clase |, para HLA-DR de clase I, se
utilizé un anticuerpo HLA-DR. El anticuerpo se enlaza de forma covalente a microesferas
de sefarosa-NHS durante la incubacion nocturna. Tras el enlace covalente, se lavaron las
microesferas y se separaron en alicuotas para la IP. (59, 60)

Se agrego el lisado tisular aclarado a las microesferas de anticuerpo para la
inmunoprecipitacion. Tras la inmunoprecipitacion, se retiraron las microesferas del lisado
y se almacend dicho lisado para experimentos adicionales, incluidas IP adicionales. Las
microesferas de IP se lavaron para eliminar la unién no especifica y se realizé elucion del
complejo de HLA/péptido de las microesferas con técnicas estandar. Se retiraron los
componentes proteicos de los péptidos utilizando una columna de centrifugado de peso
molecular o fraccionamiento C18. Los péptidos resultantes se llevan a sequedad con
evaporacion en SpeedVac y, en algunos casos, se almacenan a -20 C antes del analisis
de MS.

Los péptidos secos se reconstituyen en un amortiguador de HPLC adecuado para
cromatografia de fase inversa y se cargan en una columna de HPLC microcapilar C-18

para elucion de gradiente en un espectrometro de masas Fusion Lumos (Thermo). Se
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recopilaron los espectros de MS1 de masa/carga de los péptidos (m/z) en el detector
Orbitrap a resolucion elevada, seguido por lecturas de resolucion baja MS2 recopilados en
el detector con trampa idnica tras la fragmentacion HCD del ion seleccionado. Asimismo,
se pueden obtener espectros de MS2 utilizando métodos de fragmentacién CID o ETD o
cualquier combinacién de las tres técnicas, para obtener una mayor cobertura de
aminoacidos del péptido. Los espectros de mS2 también pueden medirse con exactitud
de masa de alta resolucion en el detector Orbitrap.

Los espectros de MS2 de cada analisis se buscan en una base de datos de
proteinas mediante Comet (61, 62) y se califica la identificacién de péptidos utilizando
Percolator (63-65).

VIIl.B.1. Limite en MS de los estudios de deteccién para avalar la
secuenciacion generalizada de péptidos de HLA.

Utilizando el péptido YVYVADVAAK (SEQ ID NO: 59), se determinaron los limites
de deteccién con cantidades diferentes de péptido cargado en la columna de LC. Las
cantidades de péptido analizadas fueron de 1 pmol, 100 fmol, 10 fmol, 1 fmol y 100 amol.
(Tabla 1) Los resultados se muestran en la figura 1F. Estos resultados indican que el
limite inferior de deteccion (LoD, por sus siglas en inglés) se encuentra en el intervalo
atomolar (10-'8), que el intervalo dinamico abarca cinco érdenes de magnitud y que la

sefial a ruido parece suficiente para la secuenciacion en intervalos femtomolares (10-°).

Tabla 1
m/z del péptido cargado en columna Copias/célula en células 1e9
566,830 1 pmol 600
562,823 100 fmol 60
559,816 10 fmol 6
556,810 1 fmol 0,6
553,802 100 amol 0,06

IX. Modelo de presentacion
IX.A. Descripcion general del sistema

La figura 2A es una vista general de un entorno 100 para identificar las
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probabilidades de presentacién de péptidos en pacientes, de acuerdo con una modalidad.
El entorno 100 proporcionar el contexto para la introduccién de un sistema de
identificacion de presentacion 160, que incluye en si mismo un almacenamiento de
informacién de presentacién 165.

El sistema de identificacion de presentacién 160 es un modelo informatico
representado en un sistema informatico como se mencion6 anteriormente con respecto a
la figura 14, el cual recibe secuencias peptidicas asociadas con un conjunto de alelos de
MHC y determina las probabilidades de que uno o mas del conjunto de alelos de MHC
asociados presenten las secuencias peptidicas. Esto resulta util en diversos contextos.
Un caso de uso especifico del sistema de identificacion de presentaciéon 160 es la
capacidad de recibir secuencias de nucleétidos de neoantigenos candidato con un
conjunto de alelos de MHC de las células tumorales de un paciente 110 y determinar las
probabilidades que uno o mas de los alelos de MHC asociados del tumor presenten los
neoantigenos candidato y/o inducir respuestas inmunogénicas en el sistema inmunoldgico
del paciente 110. Los neoantigenos candidato con mayores probabilidades, segun
determine el sistema 160, pueden seleccionarse para inclusion en una vacuna 118, y
dicha respuesta inmunitaria antitumoral puede ser provocada por el sistema inmunoldgico
del paciente 110 que proporcione las células tumorales.

El sistema de identificacion de presentacion 160 determina las probabilidades de
presentacion en uno o mas modelos de presentacion. De forma especifica, los modelos
de presentacion generan probabilidades de que un conjunto de alelos de MHC asociados
presenten secuencias peptidicas especificas, y se generan en funcion de la informacion
de presentacion almacenada 165. Por ejemplo, los modelos de presentacién pueden
generar probabilidades de que el conjunto de alelos HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-
B*08:03, HLA-C*01:04, HLA-A*06:03, HLA-B*01:04 en la superficie celular de la muestra
presente una secuencia peptidica «YVYVADVAAK» (SEQ ID NO: 59). La informacién de
presentacion 165 contiene informacion sobre si los péptidos se unen a diferentes tipos de
alelos de MHC, de modo tal que los alelos de MHC presenten dichos péptidos, lo cual se
determina en los modelos dependiendo de las posiciones de los aminoacidos en las
secuencias peptidicas. El modelo de presentacion puede prever la presentacion de una
secuencia peptidica no reconocida en asociacion con un conjunto de alelos de MHC
asociados, en funcién de la informacion de presentacién 165.

IX.B. Informacion de presentacién

La figura 2 ilustra un método para obtener informacién de presentacion de acuerdo
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con una modalidad. La informacion de presentacion 165 incluye dos categorias generales
de informacion: informacién sobre interaccion con alelos e informacion sobre ausencia de
interaccion con alelos. La informacion sobre interacciéon con alelos incluye informacion
que afecta la presentacion de secuencias peptidicas dependientes del tipo de alelo de
MHC. La informacion sobre ausencia de interaccion con alelos incluye informacion que
afecta la presentacion de secuencias peptidicas independientes del tipo de alelo de MHC.

IX.B.1. Informacién sobre interaccién con alelos

La informacién sobre interaccién con alelos incluye principalmente secuencias
peptidicas que se sabe que se presentan en una o mas moléculas de MHC identificadas
de humanos, ratones, etc. Cabe sefalar que esto puede incluir o no datos obtenidos de
muestras tumorales. Las secuencias peptidicas que se presentan pueden identificarse a
partir de células con expresion de un unico alelo de MHC. En este caso, las secuencias
peptidicas presentadas suelen recolectarse de lineas celulares de alelos individuales
modificados para expresar un alelo de MHC predeterminado y que se exponen
posteriormente a una proteina sintética. Los péptidos que se presentan en el alelo de
MHC se aislan utilizando técnicas como elucion en acido e identificacion a través de
espectrometria de masas. La figura 2B muestra un ejemplo de esto, en el que el ejemplo
de péptido YEMFNDKS (SEQ ID NO: 60), que se presenta en el alelo MHC
predeterminado HLA-A*01:01, se aisla e identifica a través de espectrometria de masas.
Dado que en esta situacion se identifican péptidos a través de células modificadas para
expresion de una unica proteina de MHC predeterminada, se conoce de forma definitiva la
asociacion directa entre un péptido presentado y la proteina de MHC a la cual se enlaza.

Las secuencias peptidicas que se presentan también pueden recolectarse de
células con expresion de multiples alelos de MHC. Generalmente, en seres humanos se
expresan 6 tipos diferentes de moléculas de MHC para una célula. Estas secuencias
peptidicas presentadas pueden identificarse a partir de lineas celulares con alelos
multiples que se modifican para expresar multiples alelos de MHC predeterminados.
Estas secuencias peptidicas presentadas también pueden identificarse a partir de
muestras de tejido, ya sea de muestras de tejido normal o muestras de tejido tumoral. En
este caso particular, las moléculas de MHC pueden someterse a inmunoprecipitacion de
tejido normal o tumoral. Los péptidos que se presentan en los multiples alelos de MHC se
pueden aislar de forma similar utilizando técnicas como elucién en acido e identificaciéon a
través de espectrometria de masas. La figura 2C muestra un ejemplo de esto, en el que
los seis ejemplos de péptidos YEMFNDKSF (SEQ ID NO: 61), HROEIFSHDFJ (SEQ ID
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NO: 62), FJIEJFOESS (SEQ ID NO: 63), NEIOREIREI (SEQ ID NO: 64),
JFKSIFEMMSJDSSU (SEQ ID NO: 65), and KNFLENFIESOFI (SEQ ID NO: 66), se
presentan en los alelos de MHC identificados HLA-A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-B*07:02,
HLA-B*08:01, HLA-C*01:03 y HLA-C*01:04 y se aislan e identifican a través de
espectrometria de masas. A diferencia de las lineas celulares de alelos individuales,
puede desconocerse la asociacién directa entre un péptido que se presente y la proteina
de MHC a la cual se enlace, dado que los péptidos enlazados se aislan de las moléculas
de MHC antes de la identificacion.

La informacion sobre interaccidon con alelos también puede incluir corriente iénica
en espectrometria de masas, que depende tanto de la concentracion de complejos de
moléculas MHC-péptidos como la eficacia de ionizacion de péptidos. La eficacia de
ionizacion varia entre los péptidos de forma dependiente de la secuencia. En términos
generales, la eficacia de ionizacién varia entre los péptidos en aproximadamente dos
ordenes de magnitud, mientras que la concentracién de los complejos de MHC-péptido
varia en un espectro mayor.

La informacién sobre interaccidon con alelos también incluye mediciones o
pronésticos de afinidad de unién entre un alelo de MHC especifico y un péptido
especifico. Uno o mas modelos de afinidad pueden generar dichos pronésticos. Por
ejemplo, volviendo al ejemplo de la figura 1D, la informacion de presentacion 165 puede
incluir un pronéstico de afinidad de union de 1000 nM entre el péptido YEMFNDKSF (SEQ
ID NO: 61) y el alelo HLA-A*01:01. EI MHC presenta pocos péptidos con una IC50 > 1000
nm y los menores valores de IC50 aumentan la probabilidad de presentacion.

La informacion sobre interaccidon con alelos también puede incluir mediciones o
pronésticos de estabilidad del complejo de MHC. Uno o mas modelos de estabilidad
pueden generar dichos prondsticos. Hay una mayor probabilidad de presentacion de
complejos de MHC-péptidos mas estables (es decir, complejos con semividas mas
prolongadas) a una mayor cantidad de copias en células tumorales y en células con
presentacion de antigeno que tengan contacto con el antigeno de la vacuna. Por ejemplo,
volviendo al ejemplo de la figura 2C, la informacién de presentacion 165 puede incluir un
pronéstico de estabilidad de semivida de 1 h para la molécula HLA-A*01:01.

La informacién sobre interaccidon con alelos también puede incluir la tasa medida o
prevista de reaccién de formacion para el complejo de MHC-péptido. Existe una mayor
probabilidad de presentacién de los complejos que se forman a una tasa mayor en la

superficie celular a concentracion elevada.



10

15

20

25

30

94

La informacién sobre interaccion con alelos también puede incluir la secuencia y
longitud del péptido. Generalmente se prefieren moléculas de MHC de clase | en relacion
con péptidos presentes con longitudes de entre 8 y 15 péptidos. EI 60 al 80 % de los
péptidos que se presentan tienen una longitud 9. En la figura 5 se muestran histogramas
de longitudes de péptidos presentados de diversas lineas celulares.

La informacion sobre interaccién con alelos también puede incluir la presencia de
motivos de secuencias de cinasa en el péptido codificado por el neoantigeno, asi como la
ausencia o presencia de modificaciones postraduccion especificas en el péptido
codificado por el neoantigeno. La presencia de motivos de cinasa afecta la probabilidad
de modificacién postraduccion, lo cual puede potenciar la unién del MHC o interferir con
ella.

La informacién sobre interaccion con alelos también puede incluir los niveles de
actividad o expresién de proteinas involucradas en el proceso de modificacion
postraduccion, p. ej., cinasas (segun la medicién o el pronéstico a partir de la
secuenciacion de ARN, espectrometria de masas u otros métodos).

La informacién sobre interaccion con alelos también puede incluir la probabilidad
de presentacion de péptidos con secuencia similar en células de otros individuos que
expresen el alelo de MHC particular, segun la evaluacion con protednica de
espectrometria de masas u otros medios.

La informacién sobre interaccién con alelos también puede incluir los niveles de
expresion del alelo de MHC particular en el individuo particular (p. €j., segun la medicion
con secuenciacion de ARN o espectrometria de masas). Existe una mayor probabilidad de
presentacion de péptidos que se unen con mayor fuerza a un alelo de MHC expresado a
mayores niveles con respecto a péptidos que se unen con mayor fuerza a un alelo de
MHC expresado a menor nivel.

La informacion sobre interaccidon con alelos también puede incluir la probabilidad
global de presentacion independiente de la secuencia peptidica codificada por
neoantigenos para el alelo de MHC particular en otros individuos con expresion del alelo
de MHC particular.

La informacién sobre interaccidén con alelos también puede incluir la probabilidad
global de presentacion independiente de la secuencia peptidica para alelos de MHC en la
misma familia de moléculas (p. ej., HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DP)
en otros individuos. Por ejemplo, las moléculas de HLA-C suelen expresarse en menores

niveles que las moléculas de HLA-A o HLA-B y, por lo tanto, la presentacion de un péptido
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en HLA-C en principio es menos probable que la presentacién en HLA-A o HLA-B 11.

La informacioén sobre interacciéon con alelos también puede incluir la secuencia de
proteina del alelo de MHC particular.

También se puede realizar un modelo de cualquier informacion sobre ausencia de
interaccion con alelos de MHC mencionada en la seccién posterior como informacion
sobre interaccion con alelos de MHC.

IX.B.2. Informaciéon sobre ausencia de interaccién con alelos

La informacion sobre ausencia de interaccion con alelos puede incluir secuencias
de extremo C que flanqueen el péptido codificado por el neoantigeno en su secuencia
proteica original. Las secuencias flanquantes de extremo C pueden afectar el
procesamiento proteosdmica de los péptidos. No obstante, la secuencia flanqueante de
extremo C se escinde del péptido mediante el proteasoma antes del transporte del péptido
hacia el reticulo endoplasmico y se encuentra con los alelos de MHC en las superficies de
las células. Por consiguiente, las moléculas de MHC no reciben informacién sobre la
secuencia flanqueante de extremo C vy, por lo tanto, el efecto de la secuencia flanqueante
de extremo C no puede variar dependiendo del tipo de alelo de MHC. Por ejemplo,
volviendo al ejemplo de la figura 2C, la informacién de presentacion 165 puede incluir la
secuencia flanqueante de extremo C FOEIFNDKSLDKFJI (SEQ ID NO: 67) del péptido
presentado FJIEJFOESS (SEQ ID NO: 63) que se identifica a partir de la proteina original
del péptido.

La informacién sobre ausencia de interaccion con alelos también puede incluir
mediciones de cuantificacion de ARNm. Por ejemplo, pueden obtenerse datos de
cuantificacion de ARNm para las mismas muestras que proporcione los datos para
formacion de espectrometria de masas. Tal como se describe posteriormente con
respecto a la figura 13H, se identificé la expresién de ARN como un potente predictor de
la presentacién de péptidos. En una modalidad, las mediciones de cuantificacion de
ARNmMm se identifican a partir de la herramienta de software RSEM. La implementacion
detallada de la herramienta de software RSEM puede encontrarse en Bo Liy Colin N.
Dewey. RSEM: cuantificacion de transcripcion exacta a partir de datos de secuenciacion
de ARN con o sin genoma de referencia. BMC Bioinformatics, 12:323, agosto de 2011.
En una modalidad, la cuantificacién de ARNm se mide en unidades de fragmentos por
kilobase de transcripcion por millones de lecturas con correspondencia (FPKM, en inglés).

La informacién sobre ausencia de interaccion con alelos también puede incluir

secuencias de extremo N que flanqueen el péptido en su secuencia proteica original.
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La informacién sobre ausencia de interaccion con alelos también puede incluir la
presencia de motivos de escision de proteasa en el péptido, opcionalmente ponderada de
acuerdo con la expresion de proteasas correspondientes en las células tumorales (segun
la medicidon con secuenciacion de ARN o espectrometria de masas). Existe una menor
probabilidad de presentacion de péptidos que contienen motivos de escision de proteasa,
dado que estos se degradan con mayor rapidez en las proteasas y, por lo tanto, son
menos estables en la célula.

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también la velocidad de
rotacion de la proteina fuente segun lo medido en el tipo de célula adecuado. La velocidad
de rotacién mas rapida (es decir, la semivida mas baja) aumenta la probabilidad de
presentacion, sin embargo, la energia predictiva de esta caracteristica es baja si se mide
en un tipo de célula diferente.

La informacion de no interaccion con alelos puede incluir también la longitud de la
proteina fuente, opcionalmente considerando las variantes de empalme especificas
(«isoformas») que se expresan a nivel mas alto en las células tumorales segun se mide
mediante la espectrometria de masas de proteomas o secuenciacion de RNA o segun lo
predice la anotaciéon de la linea germinal o mutaciones de empalme somaticas detectadas
en los datos de secuencia de RNA o DNA.

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también el nivel de
expresion de la proteasoma, la inmunoproteasoma, la timoproteasoma u otras proteasas
en las células tumorales (que se pueden medir mediante secuenciacion de RNA,
espectrometria de masas de proteomas o inmunohistoquimica). Diferentes proteasomas
tienen diferentes preferencias de sitio de escisidén. Se dara mas peso a las preferencias de
escision de cada tipo de proteasoma en proporcion a su nivel de expresion.

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también la expresion del
gen fuente del péptido (por ejemplo, segun lo medido mediante secuenciacién de RNA o
espectrometria de masas). Las posibles optimizaciones incluyen ajustar la expresién
medida para justificar la presencia de células estromales y los linfocitos que infiltrantes de
tumores dentro de la muestra tumoral. Es mas probable que se presenten los péptidos de
genes expresados a nivel mas alto. Los péptidos de genes con niveles no detectables de
expresion se pueden excluir de la consideracion.

La informacion de no interaccién con alelos puede incluir también la probabilidad de
que el RNAm fuente del péptido codificado por neoantigenos se sometera a degradacion

mediada por mutaciones terminadoras como se predice por medio de un modelo de
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degradacién mediada por mutaciones terminadoras, por ejemplo, el modelo de Rivas et al.,
Science 2015.

La informaciéon que interactia con alelos puede incluir también la expresion
especifica del tejido tipica del gen fuente del péptido durante las diversas etapas del ciclo
celular. Los genes que se expresan a un nivel bajo general (segun lo medido por la
secuenciacién de RNA o protedmica de espectrometria de masas) pero que se sabe que
se expresan a un nivel alto durante las etapas especificas del ciclo celular producen
probablemente mas péptidos presentados que genes que se expresan establemente en
niveles muy bajos.

La informacion que interactua con alelos puede incluir también un catalogo completo
de caracteristicas de la proteina fuente como se da en, por ejemplo, uniProt o PDB
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do. Estas caracteristicas pueden incluir, entre otros:
las estructuras secundarias y terciarias de la proteina, localizacion subcelular 11, términos
de ontologia génica (GO). Especificamente, esta informacién puede contener anotaciones
que actuan a nivel de la proteina, por ejemplo, longitud de la UTR 5’ y las anotaciones que
actuan a nivel de los residuos especificos, por ejemplo, motivo de hélice entre los residuos
300 y 310. Estas caracteristicas pueden incluir también motivos de giro, motivos de lamina
y residuos desordenados.

La informacion de no interaccion con alelos puede incluir también caracteristicas
que describen las propiedades del dominio de la proteina fuente que contiene el péptido,
por ejemplo: estructura secundaria o terciaria (por ejemplo, hélice alfa vs. Lamina beta);
empalme alternativo.

La informacion que interactia con alelos puede incluir también caracteristicas que
describen la presencia o ausencia de un punto de acceso de presentacion en la posicion
del péptido en la proteina fuente del péptido.

La informacién de no interaccién con alelos puede incluir también la probabilidad de
la presentacién de péptidos de la proteina fuente del péptido en cuestion en otros individuos
(después de ajustar el nivel de expresion de la proteina fuente en aquellos individuos y la
influencia de los tipos HLA diferentes de esos individuos).

La informacion de no interaccién con alelos puede incluir también la probabilidad de
que el péptido no sea detectado o se sobrerepresente mediante espectrometria de masas
debido a inclinaciones técnicas.

La expresion de diversos médulos/vias génicas segun lo medido a través de un

ensayo de expresion génica tales como secuenciacién de RNA, microarreglo/s, panel/es
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dirigido/s tal como Nanostring o representantes de genes unicos/multiples de moédulos
génicos medidos mediante ensayos tales como RT-PCR (que no necesita contener la
proteina fuente del péptido) que son informativos sobre el estado de células tumorales,
estroma o linfocitos infiltrantes de tumores (TIL).

La informacion de no interaccion con alelos puede incluir también la cantidad de
copias del gen fuente del péptido en las células tumorales. Por ejemplo, a los péptidos de
genes que se someten a eliminacion homocigota en células tumorales se les pueden
asignar una probabilidad de presentacion de cero.

La informacién de no interaccién con alelos puede incluir también la probabilidad de
que el péptido se una al TAP o la afinidad de unién prevista o medida del péptido al TAP.
Es mas probable que se presenten péptidos que son mas probables que se unan al TAP, o
péptidos que se unen a TAP con afinidad mas alta.

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también el nivel de
expresion de TAP en las células tumorales (que se puede medir mediante secuenciacion
de RNA, espectrometria de masas de proteomas, inmunohistoquimica). Los niveles de
expresion de TAP mas altos aumentan la probabilidad de presentacion de todos los
péptidos.

La informacion de no interaccién con alelos puede incluir también la presencia o
ausencia de mutaciones tumorales, que incluyen, de modo no taxativo:

i. Mutaciones conductoras en genes conductores del
cancer conocidos tales como
EGFR, KRAS, ALK, RET, ROS1, TP53, CDKN2A, CDKN2B, NTRK1,
NTRK2, NTRKS3.
ii. En genes que codifican las proteinas implicadas en la
maquinaria de presentacion de
antigenos (por ejemplo, B2M, HLA-A, HLA-B, HLA-C, TAP-1, TAP-
2, TAPBP, CALR, CNX, ERP57, HLA-DM, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DO,
HLA-DOA, HLA-DOBHLA-DP, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQ, HLA-
DQA1, HLA-DQA2, HLA-DQB1, HLA-DQB2, HLA-DR, HLA-DRA, HLA-
DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 o cualquiera de los genes que
codifican los componentes de la proteasoma o inmunoproteasoma). Los
péptidos cuya presentacién se basa en un componente de la maquinaria de
presentacion de antigenos que se somete a la mutacion de pérdida de

funcién en el tumor tiene menor probabilidad de presentacion.
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La presencia o ausencia de polimorfismos de linea germinal funcional, que incluyen,
de modo no taxativo:

i En genes que codifican las proteinas implicadas en la
magquinaria de presentacion de antigenos (por ejemplo, B2M, HLA-A, HLA-B, HLA-C,
TAP-1, TAP-2, TAPBP, CALR, CNX, ERP57, HLA-DM, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-
DO, HLA-DOA, HLA-DOBHLA-DP, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQ, HLA-DQA1,
HLA-DQA2, HLA-DQB1, HLA-DQB2, HLA-DR, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB3,
HLA-DRB4, HLA-DRBS o cualquiera de los genes que codifican los componentes de
la proteasoma o inmunoproteasoma).

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también el tipo de tumor
(por ejemplo, NSCLC, melanoma).

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también la funcionalidad
conocida de alelos de HLA, como se refleja mediante, por ejemplo, sufijos de alelos de HLA.
Por ejemplo, el sufijo N en el nombre del alelo HLA-A*24:09N indica un alelo nulo que no
se expresa Y, por lo tanto, es poco probable que presente epitopos; la nomenclatura de
sufijos de alelos HLA se describe en
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/nomenclature/suffixes.html.

La informacién de no interaccion con alelos puede incluir también el subtipo de tumor
(por ejemplo, cancer de pulmdén escamoso vs. el no escamoso).

La informacion de no interaccion con alelos puede incluir también el historial de
tabaquismo.

La informacion de no interaccion con alelos puede incluir también el historial de
quemaduras de sol, la exposicion solar o la exposicion a otros mutagenos.

La informacion de no interaccion con alelos puede incluir también la expresion tipica
del gen fuente del péptido en el tipo de tumor pertinente o subtipo clinico, opcionalmente
estratificado mediante mutacion conductora. Es mas probable que se presenten genes que
se expresan tipicamente a niveles altos en el tipo de tumor pertinente.

La informacioén de no interaccion con alelos puede incluir también la frecuencia de
la mutacién en todos los tumores o en tumores del mismo tipo o en tumores de individuos
con al menos un alelo MHC compartido o en tumores del mismo tipo en individuos con al
menos un alelo MHC compartido.

En el caso de un péptido especifico para el tumor mutado, la lista de caracteristicas
utilizadas para predecir una probabilidad de preservacion puede incluir también la anotacién

de la mutacién (por ejemplo, cambio de sentido, translectura, cambio de marco, fusion, etc.)
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o si la mutacion se predice para que provoque degradacion mediada por mutaciones
terminadoras (NMD). Por ejemplo, a los péptidos de segmentos de proteina que no se
traducen en las células tumorales debido a las mutaciones de detencion temprana
homocigotas se les puede asignar una probabilidad de presentacion de cero. La NMD
provoca traduccion del RNAm disminuido, lo cual disminuye la probabilidad de
presentacion.
IX.C. Sistema de identificacion de presentacion

La figura 3 es un diagrama de bloques de nivel alto que ilustra los componentes de
l6gica informéatica del sistema de identificacién de presentacion 160, de acuerdo con una
modalidad. En esta modalidad de ejemplo, el sistema de identificacién de presentacién 160
incluye un modulo de gestion de datos 312, un modulo de codificacién 314, un médulo de
entrenamiento 316 y un moddulo de prediccion 320. El sistema de identificacion de
presentacion 160 se compone también de un almacenamiento de datos de entrenamiento
170 y un almacenamiento de modelos de presentacion 175. Algunas modalidades del
sistema de gestion de modelo 160 tienen mddulos diferentes a los que se describen aqui.
De manera similar, las funciones se pueden distribuir entre los médulos de una manera

diferente a la que se describe aqui.

IX.C.1. Médulo de gestion de datos

El médulo de gestion de datos 312 genera conjuntos de datos de entrenamiento 170
desde la informacion de presentacién 165. Cada conjunto de datos de entrenamiento
contiene multiples instancias de datos, en las que cada instancia de datos /i contiene un
conjunto de variables independientes z' que incluyen al menos una secuencia peptidica
presentada o no presentada p’, uno o mas alelos MHC asociados a’ que se asocian con la
secuencia peptidica p’, y una variable dependiente y’ que representa la informacion que el
sistema de identificacién de presentacion 160 esta interesado en predecir para valores
nuevos de variables independientes.

En una implementacion particular a la que se hace referencia a lo largo de lo que
resta de la memoria descriptiva, la variable dependiente y’ es un nivel binario que indica si
el péptido p' se presenté mediante el uno o mas alelos MHC asociados a'. Sin embargo, se
aprecia que en otras implementaciones, la variable dependiente y’ puede representar
cualquier otro tipo de informacién que el sistema de identificacion de presentacién 160 esta
interesado en predecir dependiendo de las variables independientes z'. Por ejemplo, en otra

implementacion, la variante dependiente y’ también puede ser un valor numérico que indica



10

15

20

25

30

101

la corriente de iones de espectrometria de masas identificada para la instancia de datos.

La secuencia peptidica p’ para la instancia de datos i es una secuencia de
aminoacidos k;, en la cual k; puede variar entre las instancias de datos i dentro de un
intervalo. Por ejemplo, ese intervalo puede ser de 8-15 para la clase | de MHC o 9-30 para
la clase Il de MHC. En una implementacién especifica del sistema 160, todas las secuencia
peptidicas p’ en un conjunto de datos de entrenamiento pueden tener la misma longitud,
por ejemplo, 9. La cantidad de aminoacidos en una secuencia peptidica puede variar
dependiendo del tipo de alelos de MHC (por ejemplo, alelos de MHC en humanos, etc.).
Los alelos de MHC a' para la instancia de datos i indican qué alelos de MHC estaban
presentes en asociacion con la secuencia peptidica correspondiente p'.

El médulo de gestion de datos 312 puede incluir también variables que interactuan
con alelos adicionales, tales como predicciones de afinidad de union by estabilidad s’ junto
con las secuencias peptidicas p’ y alelos de MHC asociados a’ incluidos en los datos de
entrenamiento 170. Por ejemplo, los datos de entrenamiento 170 pueden contener
predicciones de afinidad de unién b’ entre un péptido p’y cada una de las moléculas de
MHC asociadas que se indican en a’. Como ejemplo adicional, los datos de entrenamiento
170 pueden contener predicciones de estabilidad s’ para cada uno de los alelos de MHC
gue se indican en a'.

El médulo de gestion de datos 312 puede incluir también variables que no
interactdan con alelos w/, tal como secuencias flanqueantes de extremo C y mediciones de
cuantificacion de RNA junto con las secuencias peptidicas p'.

El mdédulo de gestion de datos 312 identifica también secuencias peptidicas que no
son presentadas por los alelos de MHC para generar los datos de entrenamiento 170.
Generalmente, esto implica identificar las secuencias «mas largas» de la proteina fuente
que incluye las secuencias peptidicas presentadas antes de la presentacién. Cuando la
informacién de presentacion contiene lineas celulares modificadas genéticamente, el
modulo de gestion de datos 312 identifica una serie de secuencias peptidicas en la proteina
sintética a la cual se expusieron las células que no se presentaron en los alelos de MHC de
las células. Cuando la informacion de presentacion contiene muestras de tejido, el médulo
de gestion de datos 312 identifica proteinas fuente de las cuales se originaron secuencias
peptidicas presentadas e identifica una serie de secuencias peptidicas en la proteina fuente
que no se presentaron en alelos de MHC de las células de muestras de tejido.

El moédulo de gestién de datos 312 puede generar también de forma artificial

péptidos con secuencias aleatorias de aminoacidos e identifica las secuencias generadas



10

15

20

25

30

102

como péptidos no presentados en alelos de MHC. Esto se puede lograr al generar de forma
aleatoria secuencias peptidicas que permiten que el médulo de gestion de datos 312 genere
facilmente grandes cantidades de datos sintéticos para péptidos no presentados en alelos
de MHC. Dado que en realidad un pequefio porcentaje de secuencias peptidicas son
presentadas por alelos de MHC, es muy probable que las secuencias peptidicas generadas
de forma sintética no hayan sido presentadas por alelos de MHC incluso si fueron incluidas
en proteinas procesadas por células.

La figura 4 ilustra un conjunto de ejemplo de datos de entrenamiento 170A, de
acuerdo con una modalidad. Especificamente, las 3 primeras instancias de datos en los
datos de entrenamiento 170A indican informacién de presentacién de péptidos de una linea
celular de unico alelo que implica el alelo HLA-C*01:03 y 3 secuencias peptidicas
QCEIOWARE (SEQ ID NO: 68), FIEUHFWI (SEQ ID NO: 69) y FEWRHRJTRUJR (SEQ ID
NO: 70). La cuarta instancia de datos en los datos de entrenamiento 170A indica la
informacion peptidica de una linea celular con multiples alelos que implica los alelos HLA-
B*07:02, HLA-C*01:03, HLA-A*01:01y una secuencia peptidica QIEJOEIJE (SEQ ID NO:
71). La primera instancia de datos indica que la secuencia peptidica QCEIOWARE (SEQ
ID NO: 68) no fue presentada por el alelo HLA-C*01:03. Como se trata en los dos parrafos
anteriores, la secuencia peptidica puede generarse de forma aleatoria por medio del médulo
de gestion de datos 312 o puede identificarse desde una proteina fuente de péptidos
presentados. Los datos de entrenamiento 170A incluyen también una prediccion de afinidad
de unién de 1000nM y una prediccion de estabilidad de una semivida de 1 hora para el par
de alelo-secuencia peptidica. Los datos de entrenamiento 170A incluyen también variables
que no interactuan con alelos, tal como la secuencia flanqueante de extremo C del péptido
FJELFISBOSJFIE (SEQ ID NO: 72) y una medicién de cuantificacion de RNAm de 102
FPKM. La cuarta instancia de datos indica que la secuencia peptidica QIEJOEIJE (SEQ ID
NO: 71) no fue presentada mediante uno de los alelos HLA-B*07:02, HLA-C*01:03 o HLA-
A*01:01. Los datos entrenamiento 170A incluyen también las predicciones de afinidad de
union y predicciones de estabilidad para cada uno de los alelos, asi como también las
secuencia flanqueante en C del péptido y la medicién de cuantificacion de RNAm para el

péptido.

IX.C.2. Médulo de codificacion
El médulo de codificacion 314 codifica la informacion incluida en los datos de

entrenamiento 170 en una representacién numérica que se puede usar para generar el uno
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o mas modelos de presentacién. En una implementacion, el médulo de codificaciéon 314
codifica secuencias one-hot (por ejemplo, secuencias peptidicas o secuencias flanqueante
de extremo C) en un alfabeto de aminoacidos de 20 letras predeterminado.
Especificamente, se representa una secuencia peptidica p’ con aminoacidos k; como un
vector de fila de elementos 20-k;, donde un unico elemento entre pzg.j.1)+1, P'20-G-1)42: ---» P20
que corresponde al alfabeto del aminoacido en la posicion j-th de la secuencia peptidica
tiene un valor de 1. De otro modo, los elementos restantes tienen un valor de 0. Como
ejemplo, para un alfabeto dado {A, C,D,E,F, G, H, I, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, Y}, la
secuencia peptidica EAF de 3 aminoacidos para la instancia de datos i puede ser
representada por el vector de fila de 60 elementos p'=[0001000000000000000
0100000000000000000000000100000000000000Q]. Lasecuencia
flanqueante de extremo C ¢’ se puede codificar de forma similar a como se describid
anteriormente, asi como también las secuencia de proteinas dj, para alelos de MHC, y otros
datos de secuencia en la informacion de presentacion.

Cuando los datos de entrenamiento 170 contienen secuencias de diferentes
longitudes de aminoacidos, el médulo de codificacién 314 puede codificar ademas los
péptidos en vectores de igual longitud al agregar un caracter PAD para extender el alfabeto
predeterminado. Por ejemplo, esto se puede realizar al rellenar con ceros las secuencias
peptidicas con un caracter PAD hasta que la longitud de la secuencia peptidica alcance la
secuencia peptidica con la longitud mas grande en los datos de entrenamiento 170. Por lo
tanto, cuando la secuencia peptidica con la longitud mas larga tiene aminoacidos K., €l
modulo de codificacion 314 representa numéricamente cada secuencia como un vector de
fila de elementos (20+17)- k,.x. Como ejemplo, para el alfabeto dado {PAD, A, C, D, E, F, G,
H LK L MN,P,QR,S,T,V,W,Y}yuna longitud de aminoacidos maxima de k,.,=5, la
misma secuencia peptidica de ejemplo EAF de 3 aminoacidos se puede representar por
medio del vector de fila de 105 elementos pi=[100000000000000000000100
00o0o00000O0OOOOOOOOOOOOOO10000O0O0OOOOOOOOOOO100000O00O
000000000000000001000000000000000]. La secuencia flanqueante
de extremo C ¢’ u otros datos de secuencia se pueden codificar de forma similar como se
describié anteriormente. Por lo tanto, cada variable o columna independiente en la
secuencia peptidica p’ o ¢ representa la presencia de un aminoacido particular en una
posicion particular de la secuencia.

Aunque el método anterior de datos de secuencia codificadora se describié en

referencia a las secuencias que tienen secuencias de aminoacidos, el método puede
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extenderse de manera similar a otros tipos de datos de secuencia, tales como datos de
secuencia de DNA o RNA vy similares.

El médulo de codificacion 314 codifica también los uno o mas alelos de MHC a‘ para
la instancia de datos i como un vector de fila de elementos m, en el que cada elemento h=1,
2, ..., m corresponde a un unico alelo de MHC identificado. Los elementos que
corresponden a los alelos de MHC identificados para la instancia de datos i tienen un valor
de 1. De otro modo, los elementos restantes tienen un valor de 0. Como ejemplo, los alelos
HLA-B*07:02 y HLA-C*01:03 para una instancia de datos i que corresponde a una linea
celular de multiples alelos entre m=4 tipos de alelos de MHC identificados Unicos {HLA-
A*01:01, HLA-C*01:08, HLA-B*07:02, HLA-C*01:03} pueden ser representados por el
vector de fila de 4 elementos a=[0 0 1 1], en el cual as=1y a,/=1. Aunque el ejemplo se
describe en la presente con 4 tipos de alelos de MHC identificados, la cantidad de tipos de
alelos de MHC puede ser de cientos o miles en la practica. Como se traté previamente,
cada instancia de datos i contiene tipicamente a lo sumo 6 tipos de alelos de MHC diferentes
en asociacion con la secuencia peptidica p;.

El médulo de codificacion 314 codifica también la etiqueta y; para cada instancia de
datos i como una variable binaria que tiene valores del conjunto de {0, 1}, en el que un valor
de 1 indica que el péptido x’ se presentd por medio de uno de los alelos de MHC asociados
a', y un valor de 0 indica que el péptido x' no fue presentado por ninguno de los alelos de
MHC asociado a'. Cuando la variable dependiente y; representa la corriente de iones de
espectrometria de masas, el médulo de codificacion 314 puede escalar adicionalmente los
valores usando diversas funciones, tal como la funcién log que tiene un intervalo de [-», «]
para valores actuales de iones entre [0, «].

El mddulo de codificacion 314 puede representar un par de variables que interactuan
con alelos x;/ f para el péptido p; y un alelo de MHC asociado h como un vector de fila en el
que las representaciones numéricas de variables que interactian con alelos estan
concatenadas unas detras de otras. Por ejemplo, el médulo de codificacion 314 puede
representar x,’ como un vector de fila igual a [p7], [p’ b,1, [P’ i1, o [P’ by’ sy], donde b, es
la prediccién de afinidad de unién para el péptido p; y alelo de MHC asociado h, y de forma
similar para s,/ para la estabilidad. De manera alternativa, una o mas combinacién de
variables que interactuan con alelos se pueden almacenar de forma individual (por ejemplo,
como vectores 0 matrices individuales).

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la informacion de afinidad de

unién al incorporar valores medidos o previstos para la afinidad de unién en las variables
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gue interactuan con alelos xy/'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la informacion de estabilidad
de union al incorporar valores medidos o previstos para la estabilidad de unidén en las
variables que interactiian con alelos xj/,

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la informacion de tasa de
asociacion de unién al incorporar valores medidos o previstos para la tasa de asociacion de
union en las variables que interactuan con alelos x/'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la longitud de péptidos como

un vector TEILZ=S) 1(L=9) ALi=10) 1(Li=11) I(Le12) 1Li=13) 1(Li=14) ULis15)]

donde 1 es la funcién de indicador, y L, indica la longitud del péptido px. El vector T, puede
incluirse en las variables que interactuan con alelos x/'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la informacion de expresion
del RNA de alelos de MHC al incorporar niveles de expresién basados en la secuenciacién
de RNA de alelos de MHC en las variables que interactian con alelos x'.

De manera similar, el médulo de codificacion 314 puede representar las variables
que no interactuan con alelos wi como un vector de fila en el que las representaciones
numeéricas de variables que no interactian con alelos estan concatenadas unas detras de
otras. Por ejemplo, w' puede ser un vector de fila igual a [¢] o [¢! m’ wi] en el que W/ es un
vector de fila que representa cualquier otra variable que no interactiua con alelos ademas
de la secuencia flanqueante de extremo C del péptido p’ y la mediciéon de cuantificacion del
RNAm m' asociada con el péptido. De manera alternativa, una o mas combinacion de
variables que no interactuan con alelos se pueden almacenar de forma individual (por
ejemplo, como vectores o matrices individuales).

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la velocidad de rotacién de la
proteina fuente para una secuencia peptidica al incorporar la velocidad de rotacion o
semivida en las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la longitud de la proteina
fuente o isoforma al incorporar la longitud en las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la activacion de la
inmunoproteasoma al incorporar la expresion promedio de las subunidades de proteasoma
especificas para la inmunoproteasoma que incluyen las subunidades 87, 82, 85 en las
variables que no interactiian con alelos w'.

En un caso, el moédulo de codificacion 314 representa la abundancia de la

secuenciacién de RNA de la proteina fuente del péptido o gen o transcripcion de un péptido
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(unidades cuantificadas de FPKM, TPM mediante técnicas tales como RSEM) puede ser
incorporando la abundancia de la proteina fuente en las variables que no interactian con
alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la probabilidad de que la
transcripcién de origen de un péptido se sometera a degradacién mediada por mutaciones
terminadoras (NMD) segun lo estimado por el modelo en, por ejemplo, Rivas et. al. Science,
2015 al incorporar esta probabilidad en las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa el estado de activacion de un
modulo o via génica evaluada mediante secuenciacion de RNA, por ejemplo, al cuantificar
la expresion de los genes en la via en unidades de TPM usando, por ejemplo, RSEM para
cada uno de los genes en la via luego computando una estadistica general, por ejemplo, el
promedio, a lo largo de los genes en la via. El promedio se puede incorporar en las variables
que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la cantidad de copias del gen
fuente al incorporar la cantidad de copias en las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa la afinidad de union a TAP al
incluir la afinidad de unién a TAP prevista o medida (por ejemplo, en unidades molares) en
las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa los niveles de expresion de
TAP al incluir los niveles de expresion de TAP medidos mediante secuenciacién de RNA (y
cuantificados en unidades de TPM mediante, por ejemplo, RSEM) en las variables que no
interactian con alelos w'.

En un caso, el mddulo de codificacion 314 representa mutaciones tumorales como
un vector de variables indicadoras (es decir, d* = 1 si el péptido p* viene de una muestra
con una mutacion KRAS G12D y 0 de otro modo) en las variables que no interactuan con
alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa polimorfismos de linea
germinal en genes de presentacion de antigenos como un vector de variables indicadoras
(es decir, d* = 1 si el péptido p* viene de una muestra con un polimorfismo de linea germinal
especifico en el TAP). Estas variables indicadoras se pueden incluir en las variables que no
interactdan con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa el tipo de tumor como un
vector codificado one-hot de una longitud en el alfabeto de tipos de tumores (por ejemplo,

NSCLC, melanoma, cancer colorrectal, etc.). Estas variables codificadas one-hot se pueden
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incluir en las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el modulo de codificacién 314 representa los sufijos de alelos de MHC
al tratar los alelos de HLA de 4 digitos con diferentes sufijos. Por ejemplo, HLA-A*24:09N
se considera un alelo diferente de HLA-A*24:09 para los fines del modelo. De manera
alternativa, la probabilidad de presentacion por medio de un alelo de MHC con sufijo N
puede establecerse a cero para todos los péptidos porque los alelos de HLA que terminan
en el sufijo N no se expresan.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa el subtipo de tumor como un
vector codificado one-hot de una longitud en el alfabeto de subtipos de tumores (por
ejemplo, adenocarcinoma de pulmones, carcinoma de células escamosas de pulmoén, etc.).
Estas variables codificadas one-hot se pueden incluir en las variables que no interactuan
con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa el historial de tabaquismo
como una variable indicadora binaria (d* = 1 si el paciente tiene un historial de tabaquismo
y 0 de otro modo) que se puede incluir en las variables que no interactian con alelos w'. De
manera alternativa, el historial de tabaquismo se puede codificar como una variable
codificada one-hot de una longitud en un alfabeto de gravedad de tabaquismo. Por ejemplo,
el estado de tabaquismo se puede clasificar en una escala de 1-5, donde 1 indica no
fumadores y 5 indica los fumadores empedernidos actuales. Debido a que el historial de
tabaquismo es principalmente relevante para tumores de pulmén, cuando se entrena un
modelo en multiples tipos de tumor, esta variable se puede definir también para que sea
igual a 1 si el paciente tiene un historial de tabaquismo y el tipo de tumor es un tumor de
pulmoén y O si es de otro modo.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa el historial de quemaduras de
sol como una variable indicadora binaria (d* = 1 si el paciente tiene un historial de
quemaduras de sol graves y 0 si es de otro modo) que se puede incluir en las variables que
no interactian con alelos w'. Debido a que la quemadura de sol grave es principalmente
relevante para melanomas, cuando se entrena un modelo en multiples tipos de tumor, esta
variable se puede definir también para que sea igual a 1 si el paciente tiene un historial de
quemaduras de sol graves y el tipo de tumor es melanoma y 0 si es de otro modo.

En un caso, el médulo de codificacién 314 representa la distribucion de niveles de
expresion de un gen o transcripcion particular para cada gen o transcripcion en el genoma
humano como estadistica general (por ejemplo, promedio, mediana) de distribucion de

niveles de expresién al usar bases de datos de referencia tal como la TCGA.
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Especificamente, para un péptido p*¥ en una muestra con muestra de tipo tumoral, no solo
se incluye el nivel de expresion de transcripcion o génica medido del gen o transcripcion de
origen del péptido p* en las variables que no interactian con alelos w/, sino también la
expresion de transcripcion o génica media y/o mediana del gen o transcripcion de origen
del péptido p* en melanomas segun lo medido por TCGA.

En un caso, el mddulo de codificacion 314 representa el tipo de mutacién como una
variable codificada one-hot de una longitud en el alfabeto de tipos de mutaciones (por
ejemplo, cambio de marco, induccién por NMD, etc.). Estas variables codificadas one-hot
se pueden incluir en las variables que no interactuan con alelos w'.

En un caso, el moédulo de codificacion 314 representa las caracteristicas de nivel
proteico de la proteina como el valor de la anotacion (por ejemplo, longitud de la 5 UTR)
de la proteina fuente en las variables que no interactian con alelos w'. En otro caso, el
moddulo de codificacion 314 representa las anotaciones de nivel de residuos de la proteina
fuente para el péptido pk al incluir una variable indicadora que es igual a 1 si el péptido p*
se superpone con un motivo de hélice y 0 de otro modo, o que es igual a 1 si el proteina pk
se encuentra completamente incluida dentro de un motivo de hélice en las variables que no
interactdan con alelos w'. En otro caso, una caracteristica que representa la proporcién de
residuos en el péptido p*¥ que se encuentra incluida dentro de una anotacién de motivo de
hélice puede incluirse en las variables que no interactian con alelos w'.

En un caso, el médulo de codificacion 314 representa el tipo de proteinas o
isoformas en el proteoma humano como un vector indicador o* que tiene una longitud igual
a la cantidad de proteinas o isoformas en el proteoma humano y el elemento
correspondiente 0% es 1 si el péptido p* proviene de una proteina i y 0 otro modo.

El moédulo de codificacién 314 puede representar también un conjunto general de
variables z/ para el péptido p' y un alelo de MHC asociado h tiene un vector de fila en el que
las representaciones numéricas de variables que interactian con alelos x' y las variables
que no interactian con alelos w/ estan concatenadas unas detras de otras. Por ejemplo, el
moédulo de codificacion 314 puede representar z,’ como un vector de fila igual a [x,’ w] o

[w; x47.

X. Médulo de entrenamiento
El mdédulo de entrenamiento 316 construye uno o mas modelos de presentaciéon que
generan probabilidades de si secuencias peptidicas se presentaran por medio de alelos de

MHC asociados con las secuencias peptidicas. Especificamente, dada una secuencia
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peptidica p¥ y un conjunto de alelos de MHC a* asociados con la secuencia peptidica p*,
cada modelo de presentacion genera una estimacion uy que indica una probabilidad de que
la secuencia peptidica p* sera presentada por uno o mas alelos de MHC asociados a*.
X.A. Visién general

El médulo de entrenamiento 316 construye los uno o mas modelos de presentacion
de acuerdo con los conjuntos de datos de entrenamiento almacenados en el
almacenamiento 170 generados a partir de la informacién de presentacion almacenada en
165. Generalmente, independientemente del tipo especifico de modelo de presentacion,
todos los modelos de presentacion capturan la dependencia entre las variables
independientes y variables dependientes en los datos de entrenamiento 170 de modo que
se minimiza una funcién de pérdida. Especificamente, la funcién de pérdida ¢ (yics, Uies; 0)
representa las discrepancias entre los valores de variables dependientes y;.s para una o
mas instancias de datos S en los datos de entrenamiento 170 y las probabilidades
estimadas u;ss para las instancias de datos S generadas por el modelo de presentacién. En
una implementacion particular a la que se hace referencia a lo largo del resto de la memoria
descriptiva, la funcion de pérdida (y;cs, Uies; 0) es la funcién de probabilidad log negativa
dada por la ecuacién (1a) de la siguiente manera:

{’(yi c ol ES;B) = Zs(yilog u;, + (1 - yi)log (1 - ul)) (1a)
i€

Sin embargo, en la practica, se puede utilizar otra funcién de pérdida. Por ejemplo,
cuando se hacen las predicciones para la corriente de iones de espectrometria de masas,
la funcion de pérdida es la pérdida cuadrada media dada por la ecuacién 1b es de la
siguiente manera:

{)(yi ES’uieS;e) = Z (”yi - ul”Z) (1b)
(€S

El modelo de presentacion puede ser un modelo paramétrico en el que uno o mas
parametros 0 especifican matematicamente la dependencia entre las variables
independientes y las variables dependientes. Tipicamente, diversos parametros de
modelos de presentacién de tipo paramétrico que minimizan la funcion de pérdida (yies, Ujes;
6) se determinan a través de los algoritmos de optimizacion numéricos basados en
gradientes tales como algoritmos de gradientes, algoritmos de gradientes estocasticas y
similares. De manera alternativa, el modelo de presentacion puede ser un modelo no
paramétrico en el que la estructura de modelo se determina a partir de los datos de

entrenamiento 170 y no se basa estrictamente en un conjunto fijo de parametros.
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X.B. Modelos por alelo
El mdédulo de entrenamiento 316 puede construir los modelos de presentacién para
predecir las probabilidades de presentacion de los péptidos por cada alelo. En este caso,
el modulo de entrenamiento 316 puede entrenar los modelos de presentacién de acuerdo
con las instancias de datos S en los datos de entrenamiento 170 generados a partir de
células que expresan alelos de MHC unicos.
En una implementacion, el médulo de entrenamiento 316 modela la probabilidad de

presentacion estimada u, para el péptido p* para un alelo especifico h en:
uZ =Pr (pk presentados;alelo de MHC h) = f(gh(x’;;eh)), 2)

donde la secuencia peptidica x,¥ indica las variables que interactian con alelos
codificadas para el péptido p*y el alelo de MHC correspondiente h, f() es cualquier funcién,
y en la presente se hace referencia a una funcion de transformacién para la conveniencia
de la descripcion. Asimismo, gx(-) es cualquier funcion, en la presente se hace referencia a
una funcién de dependencia para la conveniencia de la descripcion y genera puntuaciones
de dependencia para las variables que interactian con alelos x,¥ de acuerdo con un
conjunto de parametros 8, determinados por el alelo de MHC h. Los valores para el conjunto
de parametros 6, para cada alelo de MHC h se puede determinar al minimizar la funcion de
pérdida con respecto a 6,, donde i es cada instancia en el subconjunto S de datos de
entrenamiento 170 generados a partir de células que expresan el unico alelo de MHC h.

El resultado de la funcién de dependencia g,(x,*;8,) representa una puntuacién de
dependencia para el alelo de MHC h que indica si el alelo de MHC h presentara el
neoantigeno correspondiente de acuerdo con al menos las caracteristicas que interactuan
con alelos xy*, y en particular, de acuerdo con las posiciones de aminoacidos de la
secuencia peptidica del péptido p*. Por ejemplo, la puntuacion de dependencia para el alelo
de MHC h puede tener un valor alto si el alelo de MHC h es probable que presente el péptido
p* y puede tener un valor bajo si la presentacion no es probable. La funciéon de
transformacion f(-) transforma el resultado, y mas especificamente, transforma la
puntuacion de dependencia generada por g,(x,*;0,) en este caso, en un valor adecuado
para indicar la probabilidad de que el péptido p* sera presentado por un alelo de MHC.

En una implementacién particular a la que se hace referencia en todo lo que resta
de la memoria descriptiva, f(-) es una funcién que tiene el intervalo dentro de [0, 1] durante

un intervalo de dominio adecuado. En un ejemplo, f(-) es la funcion expit dada por:
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exp (2)
flz) = m. 4)
Como ejemplo adicional, f(-) puede ser también la funcién tangente hiperbdlica dada
por:

f(z) = tanh (2) (5

cuando los valores para el dominio z es igual o mayor que 0. De manera alternativa,

cuando se hacen las predicciones para la corriente de iones de espectrometria de masas

que tienen valores fuera del intervalo [0, 1], f{(*) puede ser cualquier funcién tal como la
funcion de identidad, la funcidn exponencial, la funcion log y similares.

Por lo tanto, la probabilidad por alelo de que una secuencia peptidica p* sea
presentada por un alelo de MHC h puede generarse al aplicar la funcion de dependencia
gn(*) para el alelo de MHC h a la version codificada de la secuencia peptidica p* para generar
la puntuacion de dependencia correspondiente. La puntuacion de dependencia se puede
transformar mediante la funcion de transformacion f(-) para generar una probabilidad por

alelos de que la secuencia peptidica p* se presentara por el alelo de MHC h.

X.B.1 Funciones de dependencia para variables que interactiian con alelos
En una implementacion particular a la que se hace referencia en toda la memoria
descriptiva, la funcion de dependencia g,(-) es una funcion afin dada por:
9uli0y) = x4 0, ©)
gue combina de forma lineal cada variable que interactia con alelos en x;* con un
parametro correspondiente en el conjunto de parametros 6, determinados por el alelo de
MHC asociado h.
En otra implementacién particular a la que se hace referencia en toda la memoria
descriptiva, la funcion de dependencia g,(-) es una funcion de red dada por:
n(x1i04) = NN, (x130),). @)
representado por un modelo de red NN(-) que tiene una serie de nodos colocados
en una o mas capas. Un nodo puede estar conectado a otros nodos a través de conexiones,
donde cada uno tiene un parametro asociado en el conjunto de parametros 6. Un valor en
un nodo particular puede estar representado como una suma de los valores de nodos
conectados al nodo particular ponderado por el parametro asociado mapeado por una
funcién de activacién asociada con el nodo particular. Al contrario de la funcion afin, los

modelos de red son ventajosos porque el modelo de presentacion puede incorporar no
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linealidad y datos de proceso que tienen diferentes longitudes de secuencias de
aminoacidos. Especificamente, a través del modelado no lineal, los modeles de red pueden
capturar la interaccidon entre los aminoacidos en diferentes posiciones en una secuencia
peptidica y cdmo esta interaccion afecta la presentacién de péptidos.

En general, los modelos de red NN,(-) se pueden estructurar como redes de
prevision tales como redes neurales artificiales (ANN), redes neurales convolucionales
(CNN), redes neurales profundas (DNN) y/o redes recurrentes, tal como redes de memoria
de corto plazo (LSTM), redes recurrentes bidireccionales, redes recurrentes bidireccionales
profundas y similares.

En un caso al que se hacer referencia en todo lo que resta de la memoria descriptiva,
cada alelo de MHC en h=1,2,..., m se asocia con un modelo de red separada y NN, (-) indica
los resultado/s de un modelo de red asociado con el alelo de MHC h.

La figura 5 ilustra un modelo de red de ejemplo NN;(+) en asociacion con un alelo de
MHC arbitrario h=3. Como se ilustra en la figura 5, el modelo de red NNj;(-) para el alelo de
MHC h=3 incluye tres nodos de entrada en la capa /=1, cuatro nodos en la capa /=2, dos
nodos en la capa /=3 y un nodo de salida en la capa /=4. El modelo de red NNs(-) se asocia
con un conjunto de diez parametros 65(1), 65(2), ..., 63(10). El modelo de red NNs(-) recibe
los valores de entrada (instancias de datos individuales que incluyen datos secuencias de
polipéptidos codificados y cualquier otro dato de entrenamiento utilizado) para tres variables
que interacttan con alelos x34(1), x34(2) y x34(3) para el alelo de MHC h=3y produce el valor
NN5(x5).

En otro caso, los alelos de MHC identificados h=1, 2, ..., m se asocian con un
modelo de red unico NN(-), y NNy(-) indica uno o mas resultados del modelo de red unico
asociado con el alelo de MHC h. En dicho caso, el conjunto de parametros 6, puede
corresponder a un conjunto de parametros para el modelo de red unico, y por lo tanto, el
conjunto de parametros 8, se puede compartir por todos los alelos de MHC.

La figura 6A ilustra un modelo de red de ejemplo NNy(-) compartido por los alelos
de MHC h=1,2, ...,m. Como se ilustra en la figura 6A, el modelo de red NNy(-) incluye m
nodos de salida donde cada uno corresponde a un alelo de MHC. El modelo de red NNj(+)
recibe las variables que interactian con alelos x3* para el alelo de MHC h=3 y produce
valores m que incluyen el valor NN5(x3s*) que corresponde al alelo de MHC h=3.

En incluso otro caso, el modelo de red unico NNy(-) puede ser un modelo de red que
produce una puntuacion de dependencia dadas las variables que interactdan con alelos x*

y la secuencia de proteinas codificada dj, de un alelo de MHC h. En dicho caso, el conjunto
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de parametros 68, puede corresponder de nuevo a un conjunto de parametros para el modelo
de red unico, y por lo tanto, el conjunto de parametros 6, puede ser compartido por todos
los alelos de MHC. Por lo tanto, en dicho caso, NN,(-) puede indicar el resultado del modelo
de red unico NN(-) dadas las entradas [x;* d}] al modelo de red Unico. Dicho modelo de
red es ventajoso porque las probabilidades de presentacion de péptidos para los alelos de
MHC que no eran conocidas en los datos de entrenamiento se pueden predecir justo
mediante identificacion de su secuencia de proteinas.

La figura 6B ilustra un modelo de red de ejemplo NNy(-) compartido por los alelos
de MHC. Como se ilustra en la figura 6B, el modelo de red NN(-) recibe las variables que
interactuan con alelos y la secuencia de proteinas del alelo de MHC h=3 como entrada, y
produce una puntuacién de dependencia NN5(x5¥) que corresponde al alelo de MHC h=3.

En incluso otro caso, la funcion de dependencia g;(-) se puede expresar como:

gh(xlii?eh) = g',(x18's) + 6

donde g’,(x,¥;0’,) es la funcién afin con un conjunto de parametros 6’;, la funcién de
red o similares, con un parametro de inclinacién 6,° en el conjunto de parametros para
variables que interactian con alelos para el alelo de MHC que representa una probabilidad
de referencia de la presentacion para el alelo de MHC h.

En otra implementacion, el parametro de inclinacién 6,° puede compartirse de
acuerdo con la familia génica del alelo de MHC h. Es decir, el parametro de inclinacion 6,°
para el alelo de MHC h puede ser igual a 64enn)?, donde el gen(h) es la familia génica del
alelo de MHC h. Por ejemplo, los alelos de MHC HLA-A*02:01, HLA-A*02:02 y HLA-A*02:03
se pueden asignar a la familia génica de «HLA-A» y se puede compartir el parametro de
inclinacién 6,9 para cada uno de estos alelos de MHC.

Volviendo a la ecuacion (2), como ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* sea
presentado por el alelo de MHC h=3, entre m=4 diferentes alelos de MHC identificados

usando la funcién de dependencia afin gx(-), puede generarse por:

ui = f(xl; ’ 93)'

donde x3* son las variables que interactian con alelos identificadas para el alelo de
MHC h=3, y 8; son el conjunto de parametros determinados por el alelo de MHC h=3 a
través de la minimizacion de funcién de pérdida.

Como ejemplo adicional, la probabilidad de que el péptido p* sea presentado por el
alelo de MHC h=3, entre m=4 diferentes alelos de MHC identificados usando funciones de

transformacion de red separadas gy (-), puede generarse por:
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ui = f(NN3(x’;;03)),

donde x;* son las variables que interactian con alelos identificadas para el alelo de
MHC h=3, y 8; son el conjunto de parametros determinados por el modelo de red NNy(-)
asociado con el alelo de MHC h=3.

La figura 7 ilustra la generacién de una probabilidad de presentacién para el péptido
p¥ en asociacion con el alelo de MHC h=3 usando un modelo de red de ejemplo NNj(-).
Como se ilustra en la figura 7, el modelo de red NNj5(-) recibe las variables que interactuan
con alelos x3* para el alelo de MHC h=3 y genera el resultado NN;(x3¥). El resultado es
mapeado por la funcion f(-) para generar la probabilidad de presentacion estimada u.

X.B.2. Por alelo con variables que no interactuan con alelos

En una implementacién, el médulo de entrenamiento 316 incorpora variables que
no interactuan con alelos y modela la probabilidad de presentacion estimada uy para el
péptido p¥ mediante:

uZ =Pr (pk presentados) = f(gw(wk;ew) + gh(x,il;eh)), (€))]
donde w* indica las variables que no interactian con alelos codificadas para el
péptido p*, g.(-) es una funciéon para las variables que no interactian con alelos w* de
acuerdo con un conjunto de parametros 6, determinados para las variables que no
interactuan con alelos. Especificamente, los valores para el conjunto de parametros 6, para
cada alelo de MHC h y el conjunto de parametros 8,, para las variables que no interactuan
con alelos se pueden determinar al minimizar la funcién de pérdida con respecto a 6,y 6,,
donde i es cada instancia en el subconjunto S de datos de entrenamiento 170 generados a
partir de células que expresan alelos de MHC uUnicos.

El resultado de la funcién de dependencia g,(w*;0,) representa una puntuacién de
dependencia para las variables que no interactian con alelos que indica si el péptido pk
sera presentado por uno o mas alelos de MHC de acuerdo con el impacto de las variables
que no interactuan con alelos. Por ejemplo, la puntuacién de dependencia para las variables
qgue no interactian con alelos puede tener un valor alto si el péptido p* se asocia con una
secuencia flanqueante de extremo C que es conocida por impactar positivamente la
presentacion del péptido p¥ y puede tener un valor bajo si el péptido p* se asocia con una
secuencia flanqueante de extremo C que es conocida por impactar negativamente la
presentacion del péptido pk.

De acuerdo con la ecuacion (8), la probabilidad por alelo de que una secuencia

peptidica p* sea presentada por un alelo de MHC h puede generarse al aplicar la funcién
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gn(*) para el alelo de MHC h a la versién codificada de la secuencia peptidica p* para generar
la puntuacion de dependencia correspondiente para variables que interactian con alelos.
La funcion g,(-) para las variables que no interactuan con alelos se aplica también a la
version codificada de las variables que no interactuan con alelos para generar la puntuacién
de dependencia para las variables que no interactuan con alelos. Ambas puntuaciones se
combinan y la puntuacion combinada se transforma mediante la funcién de transformacion
f(-) para generar una probabilidad por alelos de que la secuencia peptidica pk sera
presentada por el alelo de MHC h.

De manera alternativa, el modulo de entrenamiento 316 puede incluir variables que
no interactian con alelos w* en la prediccion al agregar las variables que no interactian
con alelos wk a las variables que interactuan con alelos x,* en la ecuacién (2). Por lo tanto,

la probabilidad de presentacién puede estar dada por:

u}]z =Pr (pk presentados;alelo h) = f(gh([xfl wk];Bh)). 9

X.B.3 Funciones de dependencia para variables que no interactian con
alelos
De manera similar a la funcién de dependencia g,(-) para las variables que
interactuan con alelos, la funcion de dependencia g,(-) para las variables que no interactian
con alelos puede ser una funcién afin o una funcién de red en la que un modelo de red
separado se asocia con las variables que no interactian con alelos wk.

Especificamente, la funcién de dependencia g,(-) es una funcién dada por:
k k
gw(w ;BW) =w -0,
gue combinan de forma lineal las variables que no interactian con alelos en w* con
un parametro correspondiente en el conjunto de parametros 6,,.
La funcién de dependencia g,(-) puede ser también una funcién de red dada por:
k k
g,(whe,) =NN, whe,).
representada por un modelo de red NN,(-) que tiene un parametro asociado en el
conjunto de parametros 6,,.
En otro caso, la funcién de dependencia g,(-) para las variables que no interactuan
con alelos puede estar dada por:
k ' k o k
gw(w ;Bw) =g W(W ;0 w) + h(m ;9:,1), (10)
Donde g'.(wk;0’,) es la funcion afin, la funcién de red con el conjunto de parametros

gue no interactuan con alelos 8’, o similares, m* es la medicién de cuantificacion de RNAm
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para el péptido p¥, h(:) es una funcién que transforma la medicién de cuantificacion, y 6,
es un parametro en el conjunto de parametros para las variables que no interactuan con
alelos que se combina con la medicidon de cuantificacion de RNAm para generar una
puntuacion de dependencia para la medicién de cuantificacién de RNAm. En una modalidad
particular a la que se hace referencia en todo el resto de la memoria descriptiva, h(-) es la
funcion log, sin embargo, en la practica h(-) puede ser cualquiera de una variedad de
funciones diferentes.

En incluso otro caso, la funcion de dependencia g,(-) para las variables que no

interactuan con alelos puede estar dada por:

g.(w"e,)=g,w"e,)+ 6y 0" (1)

donde g’,(wk;0’,) es la funcién afin, la funcién de red con el conjunto de parametros
que no interactian con alelos 6’,, o similares, o* es el vector indicador descrito
anteriormente que representa proteinas e isoformas en el proteoma humano para el péptido
p*, y 6,° es un conjunto de parametros en el conjunto de parametros para variables que no
interactuan con alelos que se combina con el vector indicador. En una variacion, cuando la

dimensionalidad de o* y el conjunto de parametros 6,° son considerablemente altos, un
término de regularizacion de parametros, tal como 4 - ||0:,||, donde ||°|| representa la norma

L1, norma L2, una combinacién o similares, se puede agregar a la funcion de pérdida al
determinar el valor de los parametros. El valor dptimo del hiperparametro A puede
determinarse a través de métodos adecuados.

Volviendo a la ecuacion (8), como ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* sea
presentado por el alelo de MHC h=3, entre m=4 diferentes alelos de MHC identificados

usando las funciones de transformacioén afines g(-), gu(*), puede generarse por:

ui:f(wk . 0W+x§ . 03),

donde w* son las variables que no interactuan con alelos identificadas para el
péptido pk, y 6, son el conjunto de parametros determinados para las variables que no
interactuan con alelos.

Como ejemplo adicional, la probabilidad de que el péptido p* sea presentado por el
alelo de MHC h=3, entre m=4 diferentes alelos de MHC identificados usando las funciones

de transformacién de red gi(-), gu('), puede generarse por:
3 k k
uy, = f(NNW(W ;BW) + NN3(x3;03))
donde w¥ son las variables que interactian con alelos identificadas para el péptido

p*, y 8, son el conjunto de parametros determinados para las variables que no interactian
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con alelos.

La figura 8 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacion para el péptido
p¥ en asociacion con el alelo de MHC h=3 usando modelos de red de ejemplo NNj5(-) y
NN,(-). Como se ilustra en la figura 8, el modelo de red NNj5(-) recibe las variables que
interactian con alelos x3* para el alelo de MHC h=3 y genera el resultado NN3(x;*). El
modelo de red NN,(-) recibe las variables que no interactian con alelos w* para el péptido
p*y genera el resultado NN,,(w*). Los resultados se combinan y mapean por la funcion f(-)
para generar la probabilidad de presentacion estimada uy.

X.C. Modelos de alelos miiltiples

El moédulo de entrenamiento 316 puede construir también los modelos de
presentacion para predecir las probabilidades de presentacion de péptidos en una
configuracién de alelos multiples donde dos 0 mas alelos de MHC estan presentes. En este
caso, el médulo de entrenamiento 316 puede entrenar los modelos de presentacion de
acuerdo con las instancias de datos S en los datos de entrenamiento 170 generados a partir
de células que expresan alelos de MHC unicos, células que expresan alelos de MHC
multiples o una combinacién de estos.

X.C.1. Ejemplo 1: Maximo por modelos por alelos

En una implementacion, el modulo de entrenamiento 316 modela la probabilidad de
presentacion estimada uy para el péptido pk en asociaciéon con un conjunto de alelos de
MHC multiples H en funcién de las probabilidades de presentacién u,"¢" determinadas para
cada uno de los alelos de MHC h en el conjunto H determinado de acuerdo con las células
que expresan alelos unicos, como se describid anteriormente en conjunto con ecuaciones
(2)-(11). Especificamente, la probabilidad de presentacién u, puede ser cualquier funcién
de u "¢ . En una implementacion, como se muestra en la ecuacion (12), la funcion es la
funcion maxima y la probabilidad de presentacién u, puede determinarse como el maximo
de las probabilidades de presentacion para cada alelo de MHC h en el conjunto H.

u, =Pr (pk presentados;alelos H) = méx(uh iH)

(12)

X.C.2. Ejemplo 2.1: Modelos de funciéon de sumas
En una implementacion, el médulo de entrenamiento 316 modela la probabilidad de

presentacion estimada uy para el péptido p¥ mediante:
m

w, =Pr (pk presentados) = f(hz_:laz : gh(x:;eh)), (13)
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donde los elementos a,* son 1 para los multiples alelos de MHC H asociados con la
secuencia peptidica p* y x,* indica las variables que interactian con alelos codificadas para
el péptido p*¥y los alelos de MHC correspondientes. Los valores para el conjunto de
parametros 6, para cada alelo de MHC h se pueden determinar al minimizar la funcion de
pérdida con respecto a 6,, donde i es cada instancia en el subconjunto S de datos de
entrenamiento 170 generados a partir de células que expresan alelos de MHC unicos y/o
células que expresan multiples alelos de MHC. La funcién de dependencia g, puede ser en
forma de cualquiera de las funciones de dependencia g, introducidas anteriormente en las
secciones X.B.1.

De acuerdo con la ecuacion (13), la probabilidad de presentacién de que una
secuencia peptidica p* sea presentada por uno o mas alelos de MHC h puede generarse al
aplicar la funcion de dependencia gx(-) a la versién codificada de la secuencia peptidica pk
para cada uno de los alelos de MHC H para generar la puntuacién correspondiente para las
variables que interactian con alelos. Las puntuaciones para cada alelo de MHC h se
combinan y transforman por medio de la funcion de transformacion f(-) para generar la
probabilidad de presentacion de que la secuencia peptidica pk sera presentada por el
conjunto de alelos de MHC H.

El modelo de presentacion de la ecuacion (13) es diferente al modelo por alelo de
la ecuacion (2), ya que la cantidad de alelos asociados para cada péptido p* puede ser
mayor que 1. En otras palabras, mas de un elemento en a,* puede tener valores de 1 para
los multiples alelos de MHC asociados con la secuencia peptidica p*.

Como ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* sea presentado por el alelo de
MHC h=2, h=3, entre m=4 diferentes alelos de MHC identificados usando las funciones de
transformacion afines gy(+), puede generarse por:

uk:f(x§-62+x';-03),

donde ,,* ,s* son las variables que interactuan con alelos identificadas para el alelo
de MHC h=2, h=3,y 8,05 son el conjunto de parametros determinados por el alelo de MHC
h=2, h=3.

Como ejemplo adicional, la probabilidad de que el péptido p* sea presentado por los
alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 diferentes alelos de MHC identificados usando las
funciones de transformacion de red g (+), gu(), puede generarse por:

w, = f(NN,(x550,) + NN (x5565))

donde NNo(+), NNs(-) son los modelos de red identificados para alelos de MHC h=2,
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h=3,y 0, 65 son el conjunto de parametros determinado por los alelos de MHC h=2, h=3.

La Figura 9 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacién para el
péptido p* asociado a los alelos de MHC h=2, h=3 con el uso de modelos de red
ilustrativos NNy(-) y NN3(-). Como se muestra en la Figura 9, el modelo de red NN(-)
recibe las variables de interaccion con el alelo x,* para el alelo de MHC h=2y genera el
producto NN,(x2¥) y el modelo de red NNs(-) recibe las variables de interaccion con el alelo
x3* para el alelo de MHC h=3y genera el producto NN3(x;¥). Los productos se combinan y
se mapean con la funcion f{-) para generar la probabilidad de presentacion estimada u.

X.C.3. Ejemplo 2.2: Modelos de funcién de sumas con variables de no
interaccién con alelos

En una implementacién, el médulo de entrenamiento 316 incorpora variables de no
interaccion con alelos y modela la probabilidad de presentacién estimada uy para el

péptido p¥ mediante:
m
u, =Pr (pk presentados) =f gw(wk;Bw) + Z a: : gh(x;‘l; Bh) , (14)
h=1

donde w* denota las variables codificadas de no interaccion con alelos para el
péptido p*. Especificamente, los valores para el conjunto de parametros 6, para cada
alelo de MHC h y el conjunto de parametros 6, para las variables de no interaccion con
alelos se pueden determinar al minimizar la funcion de pérdida con respecto a 6,y 6,,
donde i es cada ejemplo en el subconjunto S de los datos de entrenamiento 170
generados a partir de las células que expresan los alelos individuales de MHC y/o células
que expresan multiples alelos de MHC. La funcién de dependencia g,, puede encontrarse
en forma de cualquiera de las funciones de dependencia g, introducidas anteriormente en
las secciones X.B.3.

Por tanto, de acuerdo con la ecuacién (14), la probabilidad de presentacién de que
una secuencia peptidica pk se presente mediante uno o mas de los alelos de MHC H se
puede generar mediante la aplicacion de la funcion gy(-) a la version codificada de la
secuencia peptidica p* para cada uno de los alelos de MHC H para generar la puntuacion
de dependencia correspondiente para las variables de interaccion con alelos para cada
uno de los alelos de MHC h. La funcién g,(-) para las variables de no interaccion con
alelos también se aplica a la versién codificada de las variables de no interacciéon con
alelos para generar la puntuacion de dependencia para las variables de no interaccion con
alelos. Las puntuaciones se combinan y la puntuacién combinada se transforma

mediante la funcidon de transformacion f(-) para generar la probabilidad de presentacion
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que la secuencia peptidica p* va a presentar mediante los alelos de MHC H.

En el modelo de presentacion de la ecuacion (14), la cantidad de alelos asociados
para cada péptido p*¥ puede ser mayor que 1. En otras palabras, mas de un elemento en
ap* puede tener valores de 1 para los multiples alelos de MHC H asociados a la secuencia
peptidica pk.

A modo de ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante los
alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 alelos de MHC diferentes identificados con el uso de

las funciones de transformacion afin gu(-), gu('), se puede generar mediante:
k k k
usz w -0W+x2-02+x3-t93 ,

donde w* son las variables identificadas de no interaccion con alelos para el
péptido p*y @, son el conjunto de parametros determinado para las variables de no
interaccion con alelos.

A modo de otro ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante
los alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 alelos de MHC identificados diferentes con el uso
de las funciones de transformacién en red gu(-), gu(:), se puede generar mediante:

u, = F(NN,(W56,) + NN, (x5:6,) + NN, (x5:0,))

donde w* son las variables de interaccion con alelos para el péptido p*y 6,, son el
conjunto de parametros determinado para las variables de interaccién con alelos.

La Figura 10 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacion para el
péptido p* asociado a los alelos de MHC h=2, h=3 con el uso de modelos de red
ilustrativos NN(-), NN3(-) y NN,(). Como se muestra en la Figura 10, el modelo de red
NN,(-) recibe las variables de interaccion con alelos x,* para el alelo de MHC h=2y
genera el producto NN,(xz*). EI modelo de red NNj5(-) recibe las variables de interaccion
con alelos x;* para el alelo de MHC h=3y genera el producto NNs(x3¥). El modelo de red
NN, (") recibe las variables de no interaccién con alelos w* para el péptido p*y genera el
producto NN, (w¥). Los productos se combinan y se mapean con la funcién f(-) para
generar la probabilidad de presentacion estimada u.

De manera alternativa, el médulo de entrenamiento 316 puede incluir variables de
no interaccion con alelos w* en la prediccion al agregar las variables de no interaccion con
alelos w* a las variables de interaccion con alelos x,* en la ecuacién (15). Por tanto, la

probabilidad de presentacién se puede proporcionar con:
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u, =Pr (pk presentados) =f

Y- g, (1% wk];Oh)). (15)

h=1

X.C.4. Ejemplo 3.1: Modelos con probabilidades implicitas por alelo
En otra implementacion, el médulo de entrenamiento 316 modela la probabilidad

de presentacion estimada uy para el péptido p* con:

w, = Pr (pk presentados) = r(s(v = [allc : ui(@)... ar]; . u'r:(e)])), (16)

donde los elementos a,* son 1 para los multiples alelos de MHC h € H asociados a
la secuencia peptidica p*, u’" es una probabilidad de presentacion implicita por alelo para
el alelo de MHC h, el vector v es un vector en el cual el elemento v, corresponde a a;*
u’sh, s(-) es una funcién que mapea los elementos de vy r(-) es una funcion de recorte que
recorta el valor de la entrada de datos en un intervalo determinado. Tal como se describe
detalladamente mas adelante, s(-) puede ser la funcidon de suma o la funcién de segundo
orden, pero se aprecia que en otras modalidades, s(-) puede ser cualquier funcion tal
como la funcién de maximo. Los valores para el conjunto de parametros 0 para las
probabilidades implicitas por alelo se pueden determinar al minimizar la funcién de
pérdida con respecto a 6, donde i es cada ejemplo en el subconjunto S de datos de
entrenamiento 170 generados a partir de células que expresan los alelos individuales de
MHC y/o células que expresan multiples alelos de MHC.

La probabilidad de presentacion en el modelo de presentacion de la ecuacion (17)
se modela como una funcién de probabilidades de presentacion implicita por alelo u’”
donde cada una corresponde a la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante
un alelo de MHC h individual. La probabilidad implicita por alelo es distinta de la
probabilidad de presentacion por alelo de la seccién X.B ya que los parametros para las
probabilidades implicitas por alelo se pueden aprender de multiples configuraciones de
alelos, en las cuales la asociacion directa entre un péptido presentado y el alelo de MHC
correspondiente es desconocida, ademas de las configuraciones de alelos individuales.
Por tanto, en una configuracién de multiples alelos, el modelo de presentacion no
solamente puede estimar si el péptido p* sera presentado por un conjunto de alelos de
MHC H por completo, sino que también puede proporcionar probabilidades individuales
u’€t que indiquen qué alelo de MHC h tiene mas probabilidad de haber presentado el
péptido p*. Una ventaja de esto es que el modelo de presentacién puede generar las
probabilidades implicitas sin datos de entrenamiento para las células que expresan los

alelos individuales de MHC.
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En una implementacién particular a la que se hace referencia a lo largo del resto
de la memoria descriptiva, r(-) es una funcion que tiene el intervalo [0, 1]. Por ejemplo, r(*)

puede ser la funcion de recorte:

7(z) = min (max(z, 0),1),

donde el valor minimo entre z y 1 se selecciona como la probabilidad de
presentacion u,. En otra implementacion, r(-) es la funcién de tangente hiperbdlica
proporcionada con:

7(z) = tanh (2)

cuando los valores para el dominio z son iguales o mayores que 0.

X.C.5. Ejemplo 3.2: Modelo de suma de funciones

En una implementacién particular, s(-) es una funcién de suma y la probabilidad de
presentacion se proporciona mediante la suma de las probabilidades de presentacion

implicita por alelo:
= h
w, =Pr (pk presentados) = r( Z aZ “u k(B)). 17
h=1

En una implementacién, la probabilidad de presentacién implicita por alelo para el

aleo de MHC h se genera mediante:

h k
w, = f(gh(xh;eh)), (18)
de modo que la probabilidad de presentacion se estima con:
m
u, =Pr (pk presentados) = r( Z alg : f(gh(xl,i;eh))). (19)
h=1

De acuerdo con la ecuacién (19), la probabilidad de presentacién de que una
secuencia peptidica p* se presente mediante uno o mas alelos de MHC H se puede
generar mediante la aplicacion de la funcidn gx(-) a la versién codificada de la secuencia
peptidica p* para cada uno de los alelos de MHC H para generar la puntuacion de
dependencia correspondiente para las variables de interaccion con alelos. Cada
puntuacion de dependencia se transforma primero con la funcién f(-) para generar las
probabilidades de presentacion implicita por alelo u’s". Las probabilidades por alelo v’y se
combinan y se puede aplicar la funcion de recorte a las probabilidades combinadas para
recortar los valores en un intervalo [0, 1] para generar la probabilidad de presentacion de
que la secuencia peptidica p* se presente mediante un conjunto de alelos de MHC H. La

funcién de dependencia g, puede encontrarse en forma de cualquiera de las funciones de
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dependencia g, introducidas anteriormente en las secciones X.B.1.
A modo de ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante los
alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 alelos de MHC identificados diferentes con el uso de

las funciones de transformacion afin gy(-), se puede generar con:
k

U, = T(f(xz ' 92) + f(x’?f ' 03))’

donde x,*, x;¥ son las variables de interaccion con alelos para los alelos de MHC
h=2, h=3y 6, 05 son el conjunto de parametros determinado para los alelos de MHC h=2,
h=3.

A modo de otro ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante
los alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 alelos de MHC identificados diferentes con el uso
de las funciones de transformacién en red gun(-), gu(-), se puede generar mediante:

u, = r(f(NNz(x:‘;Oz)) + f(NNB(x:;OS))),

donde NNo(-), NNs(-) son los modelos de red identificados para los alelos de MHC
h=2, h=3y 6, 05 son el conjunto de parametros determinado para los alelos de MHC h=2,
h=3.

La Figura 11 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacién para el
péptido p* asociado a los alelos de MHC h=2, h=3 con el uso de modelos de red
ilustrativos NN,(-) y NNs(-). Como se muestra en la Figura 9, el modelo de red NN(*)
recibe las variables de interaccion con el alelo x,* para el alelo de MHC h=2y genera el
producto NN,(x2;*) y el modelo de red NNj(-) recibe las variables de interaccion con el alelo
x;¥ para el alelo de MHC h=3y genera el producto NN;(x3¥). Cada producto se mapea
con la funcion f(-) y se combina para generar la probabilidad de presentacion estimada uy.

En otra implementacion, cuando se hacen predicciones para el registro de las
corrientes idnicas por espectrometria de masas, r(-) es la funcién logaritmica y f(-) es la
funcién exponencial.

X.C.6. Ejemplo 3.3: Modelos de funciones de sumas con variables de no
interaccion con alelos

En una implementacién, la probabilidad de presentacién implicita por alelo para el

aleo de MHC h se genera mediante:
u, = f(g,(x56,) + g, (w"8,)), (20)

de modo que la probabilidad de presentacion se genere con:
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m

w, = Pr (pk presentados) = r(hz_:laz : f(gw(wk;ew) + gh(xz;eh))), (21)

para incorporar el impacto de las variables de no interaccion con alelos en la
presentacion del péptido.

De acuerdo con la ecuacién (21), la probabilidad de presentacién de que una
secuencia peptidica p* se presente con uno o mas alelos de MHC H se puede generar
mediante la aplicacion de la funcion gx(-) a la version codificada de la secuencia peptidica
p* para cada uno de los alelos de MHC H para generar la puntuaciéon de dependencia
correspondiente para las variables de interaccion con alelos para cada alelo de MHC h.
La funcién g,() para las variables de no interaccién con alelos también se aplica a la
version codificada de las variables de no interaccion con alelos para generar la puntuacién
de dependencia para las variables de no interaccidén con alelos. La puntuacion para las
variables de no interaccion con alelos se combinan para cada una de las puntuaciones de
dependencia para las variables de interaccion con alelos. Cada una de las puntuaciones
combinadas se transforman mediante la funcién f(-) para generar las probabilidades de
presentacion implicita por alelo. Las probabilidades implicitas se combinan y es posible
aplicar la funcién de recorte a los productos combinados para recortar los valores en un
intervalo [0,1] para generar la probabilidad de presentacion de que la secuencia peptidica
p* se presente mediante los alelos de MHC H. La funcién de dependencia g, puede
encontrarse en forma de cualquiera de las funciones de dependencia g, introducidas
anteriormente en las secciones X.B.3.

A modo de ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante los
alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 alelos de MHC diferentes identificados con el uso de
las funciones de transformacion afin gu(-), gu(*), se puede generar mediante:

u, = r(f(wk -0, + x’Z‘ . 02) + f(wk -6, + x'; . 03)),

donde w* son las variables identificadas de no interaccién con alelos para el
péptido p*y 6, son el conjunto de parametros determinado para las variables de no
interaccion con alelos.

A modo de otro ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante
los alelos de MHC h=2, h=3, entre m=4 alelos de MHC identificados diferentes con el uso

de las funciones de transformacioén en red gu(-), gu(*), se puede generar mediante:
k k k k
w,=r(F(NN,(w"8,) + NN,(x5:6,)) + £(NN, (wW'8,) + NN, (x5:0,)))

donde w* son las variables de interaccion con alelos para el péptido p¥y 6, son el
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conjunto de parametros determinado para las variables de interaccién con alelos.

La Figura 12 ilustra la generacion de una probabilidad de presentacion para el
péptido p* asociado a los alelos de MHC h=2, h=3 con el uso de modelos de red
ilustrativos NNy(-), NN3(-) y NN,(-). Como se muestra en la Figura 12, el modelo de red
NN(+) recibe las variables de interaccion con alelos x;* para el alelo de MHC h=2y
genera el producto NN,(x;*¥). El modelo de red NN,(-) recibe las variables de no
interaccién con alelos w* para el péptido p* y genera el producto NN, (w¥). Los productos
se combinan y se mapean con la funcién f(-). El modelo de red NNj(-) recibe las variables
de interaccion con alelos x3* para el alelo de MHC h=3 y genera el producto NN;(x3*), que
se combina nuevamente con el producto NN, (wk) del mismo modelo de red NN,() y se
mapea mediante la funcién f(-). Ambos productos se combinan para generar la
probabilidad de presentacién estimada uy.

En otra implementacion, la probabilidad de presentacion implicita por alelo para el

alelo de MHC h se genera mediante:

th k_ k
u, =f(gh([xhw ];Gh)). (22)
de modo que la probabilidad de presentacion se genere con:
m
w, = Pr (pk presentados) =r Z alg . f(gh([x;‘l Wk];Oh)) .
h=1

X.C.7. Ejemplo 4: Modelos de segundo orden
En una implementacién, , s(-) es una funcién de segundo orden y la probabilidad

de presentacién estimada uy para el péptido p* se proporciona con:

m m

u, =Pr (p* presentados) = Z a],z : u',il(e) - Z Z al}i : a? : uf(@) : uZ(G) (23)
h=1 h=1j<h

donde los elementos u’y” son la probabilidad de presentacion implicita por alelo
para el alelo de MHC h. Los valores para el conjunto de parametros 6 para las
probabilidades implicitas por alelo se pueden determinar al minimizar la funcién de
pérdida con respecto a 6, donde i es cada ejemplo en el subconjunto S de datos de
entrenamiento 170 generados a partir de células que expresan los alelos individuales de
MHC y/o células que expresan multiples alelos de MHC. Las probabilidades de
presentacion implicita por alelo se pueden encontrar en cualquier forma de las que se
muestran en las ecuaciones (18), (20) y (22) que se describieron anteriormente.

En un aspecto, el modelo de ecuacién (23) puede implicar que existe una

posibilidad de que el péptido pk se presente mediante dos de los alelos de MHC
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simultaneamente, en la cual la presentacién con dos alelos de HLA es independiente
desde el punto de vista estadistico.

De acuerdo con la ecuacion (23), la probabilidad de presentacion de que una
secuencia peptidica p* se presente mediante uno o mas alelos de MHC H se puede
generar mediante la combinacién de las probabilidades de presentacién implicita por alelo
y la resta de la probabilidad de que cada par de los alelos de MHC presente
simultaneamente el péptido p*de la suma para generar la probabilidad de presentacion de
que la secuencia peptidica p* se presente mediante los alelos de MHC H.

A modo de ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante los
alelos de HLA h=2, h=3, entre m=4 alelos de HLA identificados diferentes con el uso de
las funciones de transformacion afin gx(-), se puede generar con:

”k:f(xl;’ez) +f(x'3‘-03)—f(x'2‘-02) -f(x’3"03),

donde x;*, x;¥ son las variables de interaccion con alelos para los alelos de HLA
h=2, h=3y 6, 03 son el conjunto de parametros determinado para los alelos de HLA h=2,
h=3.

A modo de otro ejemplo, la probabilidad de que el péptido p* se presente mediante
los alelos de HLA h=2, h=3, entre m=4 alelos de HLA identificados diferentes con el uso
de las funciones de transformacién en red gu(-), gu(*), se puede generar mediante:

w, = f(NN,(x550,)) + (NN, s0,)) - F(NN,s0,)) - £(NNy(x0,)),
donde NN4(-), NNs(-) son los modelos de red identificados para los alelos de HLA
h=2, h=3y 6, 63 son el conjunto de parametros determinado para los alelos de HLA h=2,
h=3.
XI.A Ejemplo 5: Médulo de prediccion

El modulo de prediccion 320 recibe los datos de la secuencia y selecciona los
neoantigenos candidatos en los datos de la secuencia con el uso de modelos de
presentacion. Especificamente, los datos de la secuencia pueden ser secuencias de
ADN, secuencias de ARN y/o secuencias proteicas extraidas de células de tejidos
tumorales de pacientes. El médulo de prediccion 320 procesa los datos de la secuencia
en multiples secuencias peptidicas p* que tienen 8-15 aminoacidos. Por ejemplo, el
modulo de prediccién 320 puede procesar la secuencia determinada «IEFROEIFJEF»
(SEQ ID NO: 73) en tres secuencias peptidicas con 9 aminoacidos «IEFROEIFJ» (SEQ ID
NO: 74), «<kEFROEIFJE» (SEQ ID NO: 75) y «<FROEIFJEF» (SEQ ID NO: 76). En una

modalidad, el médulo de prediccion 320 puede identificar los neoantigenos candidatos
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que son secuencias peptidicas mutadas al comparar los datos de secuencia extraidos de
células de tejidos normales de un paciente con los datos de secuencia extraidos de
células de tejidos tumorales del paciente para identificar partes que contengan una o mas
mutaciones.

El mdédulo de presentacion 320 aplica uno o mas modelos de presentacion a las
secuencias peptidicas procesadas para estimar las probabilidades de presentacién de las
secuencias peptidicas. Especificamente, el médulo de prediccion 320 puede seleccionar
una o mas secuencias peptidicas de neoantigenos candidatos que tengan probabilidades
de presentarse en moléculas HLA tumorales mediante la aplicacion de modelos de
presentacion a los neoantigenos candidatos. En una implementacién, el médulo de
presentacion 320 selecciona las secuencias de antigenos candidatos que tienen
probabilidad de presentacién estimadas por encima de un umbral predeterminado. En otra
implementacién, el modelo de presentacion selecciona las secuencias N de neoantigenos
candidatos que tengan las probabilidades de presentacion estimadas mas elevadas
(donde N es en general la cantidad maxima de epitopos que se pueden suministrar en
una vacuna). Una vacuna que incluye los neoantigenos candidatos seleccionados para un
paciente determinado puede inyectarse en el paciente para inducir respuestas
inmunitarias.

XI.B. Ejemplo 6: Médulo de diseio de casete.

XI1.B.1 Resumen

El médulo de disefio de casete 324 genera una secuencia de casete para
vacuna segun los péptidos v candidatos seleccionados para la inyeccion en un paciente.
Especificamente, para un conjunto de péptidos seleccionados p*, k=1, 2, ..., vparala
inclusién en una vacuna de capacidad v, la secuencia de casete se proporciona
mediante concatenacion de una serie de secuencias terapéuticas de epitopos p’, k=1,
2, ..., vque incluye, cada una, la secuencia de un péptido p* correspondiente. En una
modalidad, el médulo de disefio de casete 324 puede concatenar los epitopos
directamente contiguos entre si. Por ejemplo, un casete de vacuna C puede

representarse como:

c=[p" p - p (24)
donde p’ denota el epitopo numero i del casete. Por lo tanto, t; corresponde a un
indice k=1, 2, ..., v para el péptido seleccionado en la posicion numero i del casete. En
otra modalidad, el modulo de disefio del casete 324 puede concatenar los epitopos con

una o mas secuencias enlazadoras opcionales entre los epitopos contiguos. Por ejemplo,
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un casete para vacuna C se puede representar como:

ltZ

oy b, o P 25)

C=[p" l,ey P -
donde /44 denota una secuencia enlazadora ubicada entre el epitopo nimero i p*

y el epitopo nimero j=i+1 p%=*1 del casete. El mddulo de disefio del casete 324 determina
cual de los epitopos seleccionados p’*, k=1, 2, ..., v se disponen en posiciones diferentes
del casete, asi como cualquier secuencia enlazadora que se coloque entre los epitopos.
Una secuencia de casete C se puede cargar como vacuna segun cualquiera de los
meétodos descritos en la presente memoria descriptiva.

En una modalidad, el conjunto de epitopos terapéuticos puede generarse
segun los péptidos seleccionados determinados por el médulo de prediccion 320
asociado con las probabilidades de presentacion por encima de un umbral
predeterminado, donde las probabilidades de presentacién se determinan mediante los
modelos de presentacién. Sin embargo, se aprecia que en otras modalidades, el
conjunto de epitopos terapéuticos se puede generar segun uno o mas de una cantidad
de cualesquiera métodos (solos o combinados), por ejemplo, segun la afinidad de unién
o la afinidad de unién predicha a los alelos de HLA clase | o clase Il del paciente, la
estabilidad de union o la estabilidad de unién predicha a los alelos de HLA clase | o
clase Il del paciente, muestreo aleatorio y similares.

En una modalidad, los epitopos terapéuticos p’* pueden corresponder a
los propios péptidos seleccionados pk. En otra modalidad, los epitopos terapéuticos p’*
también pueden incluir secuencias flanqueantes de extremo C y/o N, ademas de los
péptidos seleccionados. Por ejemplo, un epitopo p’* incluido en el casete se puede
representar como una secuencia [nk pk cX] donde c¥ es una secuencia flanqueante de
extremo C una al extremo C del péptido seleccionado p* y nk es una secuencia
flanqueante de extremo N unida al extremo N del péptido seleccionado p¥. En un
ejemplo al que se hace referencia a lo largo del resto de la memoria descriptiva, las
secuencias flanqueantes de extremo N y C son secuencias flanqueantes naturales de
extremo N y C del epitopo terapéutico para vacunas en el contexto de su proteina
fuente. En un ejemplo al que se hace referencia a lo largo del resto de la memoria
descriptiva, el epitopo terapéutico p’ representa un epitopo de longitud fija. En otro
ejemplo, el epitopo terapéutico p’* puede representar un epitopo de longitud variable, en
el cual la longitud del epitopo puede variar, por ejemplo, segun la longitud de la

secuencia flanqueante C o N. Por ejemplo, cada una de la secuencia flanqueante de
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extremo C ck y la secuencia flanqueante de extremo N nk tiene longitudes diversas de 2-
5 residuos, lo que produce 16 elecciones posibles para el epitopo p’*.

En una modalidad, el modulo de disefio de casete 324 genera secuencias
de casete teniendo en cuenta la presentacion de epitopos de unién que abarquen la
unioén entre un par de epitopos terapéuticos en el casete. Los epitopos de union son
secuencias de epitopos no propios novedosos pero irrelevantes que surgen en el casete
debido al proceso de concatenacion de los epitopos terapéuticos y las secuencias
enlazadoras en el casete. Las secuencias novedosas de epitopos de unién son
diferentes de los epitopos terapéuticos propios del casete. Un epitopo de unién que
abarca los epitopos p*'y p”i puede incluir cualquier secuencia de epitopos que se
superponga tanto con p’ como con p’f que sea diferente a las secuencias de los
propios epitopos terapéuticos p™'y p’i. Especificamente, cada unién entre el epitopo
P’y un epitopo contiguo p’¥ del casete con o sin una secuencia enlazadora opcional
164 se puede asociar a ny) epitopos de union e, n=1, 2, ..., nyy). Los epitopos de
unién pueden ser secuencias que se superponen al menos parcialmente tanto con el
epitopo p’ como con p’¥ o pueden ser secuencias que se superponen al menos
parcialmente con secuencias enlazadoras colocadas entre los epitopos p*'y p’i. Los
epitopos de union pueden presentarse mediante los MHC clase |, MHC clase Il o
ambos.

La Figura 13 muestra dos secuencias de casete ilustrativas, el casete 1
(C4) y el casete 2 (C,). Cada casete tiene una capacidad para vacuna de v=2 e incluye
los epitopos terapéuticos p’ = p’= SINFEKL (SEQ ID NO: 185) y p™2 = p?2=
LLLLLVVVV (SEQ ID NO: 77) y una secuencia enlazadora It = AAY entre los dos
epitopos. Especificamente, la secuencia de casete C4 se proporciona mediante [p? /")
P?], mientras que la secuencia de casete C, se proporciona mediante [p? %) p']. Los
epitopos de unidn ilustrativos e,("-? del casete C4 pueden ser secuencias tal como
EKLAAYLLL (SEQ ID NO: 78), KLAAYLLLLL (SEQ ID NO: 79) y FEKLAAYL (SEQ ID
NO: 80) que abarcan tanto el epitopo p’ como p’? en el casete y pueden ser secuencias
tal como AAYLLLLL (SEQ ID NO: 81) y YLLLLLVVV (SEQ ID NO: 82)que abarcan la
secuencia enlazadora y un unico epitopo seleccionado en el casete. De manera similar,
los epitopos de union ilustrativos e,,>" del casete C, pueden ser secuencias tal como
VVVVAAYSIN (SEQ ID NO: 83), VVVVAAY (SEQ ID NO: 84) y AYSINFEK (SEQ ID NO:
85). Si bien ambos casetes implican el mismo conjunto de secuencias p?, I(¢"°2 y p?, el

conjunto de epitopos de unién que se identifica es diferente segun la secuencia
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ordenada de los epitopos terapéuticos dentro del casete.

En una modalidad, el modulo de disefio de casete 324 genera una
secuencia de casete que reduce la probabilidad de que los epitopos de unién se
presenten en el paciente. Especificamente, cuando se inyecta el casete en el paciente,
los epitopos de unidn tienen la capacidad de presentarse mediante los alelos de HLA
clase | o de HLA clase Il del paciente y estimular respectivamente una respuesta de
linfocitos T CD8 o CD4. Tales reacciones son a veces indeseables ya que los linfocitos
T que reaccionan a los epitopos de unién no tienen un beneficio terapéutico y pueden
disminuir la respuesta inmunitaria a los epitopos terapéuticos seleccionados en el
casete mediante competencia de antigenos.”®

En una modalidad, el médulo de diseno del casete 324 se repite a través
de uno o mas casetes candidatos y determina una secuencia de casete para la cual una
puntuacion de presentacion de los epitopos de unién asociados a la secuencia del
casete se encuentra por debajo de un umbral numérico. La puntuacién de presentacion
de epitopos de union es una cantidad asociada a las probabilidades de presentacion de
los epitopos de unidn en el casete y un valor mayor de puntuacion de presentacién de
epitopos de unién indica una probabilidad mayor de que los epitopos de unién del
casete se presenten mediante HLA clase | o HLA clase Il, o ambos.

En una modalidad, el médulo de disefio de casete 324 puede determinar
una secuencia de casete asociada a la puntuacion de presentacién de epitopos menor
entre las secuencias de casete candidatos. En un ejemplo, la puntuacién de
presentacion para una secuencia de casete determinada C se determina segun un
conjunto de mediciones de distancia d(e,®¥%, n=1, 2, ..., nyy)) = duy), cada una asociada
a una union en el casete C. Especificamente, una medicion de distancia d; ;) especifica
una probabilidad de que se presenten uno o mas de los epitopos de uniéon que abarquen
entre el par de epitopos terapéuticos contiguos p’'y p’. La puntuacion de presentacion
de epitopos de union para el casete C se puede determinar entonces mediante la
aplicacion de una funcion (por ejemplo, suma, funcion estadistica) al conjunto de
mediciones de distancia para el casete C. Matematicamente, la puntuacion de

presentacion se proporciona mediante:

puntuacién = h(d( d( d(t . )) (26)
v-1 "v

donde h(-) es alguna funcién que mapea las mediciones de distancia de cada

) ety

unién a una puntuacion. En un ejemplo particular al que se hace referencia a lo largo del

resto de la memoria descriptiva, la funcion h(-) es la suma de las mediciones de distancia
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del casete.

El médulo de disefio de casete 324 puede repetirse a lo largo de una o
mas secuencias de casete candidatos, determinar la puntuacion de presentacion de
epitopos de unién para los casetes candidatos e identificar una secuencia de casete
Optima asociada a una puntuacién de epitopos de unién por debajo del umbral. En una
modalidad en particular a la que se hace referencia a lo largo del resto de la memoria
descriptiva, la medicién de distancia d(-) para una union determinada se puede
proporcionar mediante la suma de las probabilidades de presentacion o la cantidad
esperada de epitopos de union presentados tal como se determina mediante modelos
de presentacion descritos en las secciones VIl y VIII de la memoria descriptiva. Sin
embargo, se aprecia que en otras modalidades, la medicién de distancia puede derivar
de otros factores, solos 0 combinados con los modelos, como el que se ejemplificd
anteriormente, donde estos otros factores pueden incluir la derivacion de la medicion de
distancia de cualquiera de uno o mas de los siguientes (solos o combinados): las
mediciones de afinidad o estabilidad de unién de HLA o las predicciones para HLA clase
| o HLA clase Il y un modelo de presentacion o inmunogenicidad preparado con datos
de espectrometria de masa de HLA o de epitopos de linfocitos T, para HLA clase | o
HLA clase Il. En una modalidad, la medicién de distancia puede combinar informacion
sobre la presentacion de HLA clase | y HLA clase Il. Por ejemplo, la medicion de
distancia puede ser el numero de epitopos de unién que se predice que se van a unir a
cualquiera de los alelos de HLA clase | o HLA clase |l del paciente con una afinidad de
unioén por debajo de un umbral. En otro ejemplo, la medicion de distancia puede ser la
cantidad esperada de epitopos que se predice que se van a presentar mediante
cualquiera de los alelos de HLA clase | o HLA clase Il del paciente.

El moédulo de disefio de casete 324 puede verificar adicionalmente una o
mas secuencias de casetes candidatos para identificar si alguno de los epitopos de
union en las secuencias de casetes candidatos son epitopos propios para un paciente
determinado para el cual se esta disefiando la vacuna. Para lograr esto, el médulo de
disefo de casete 324 verifica los epitopos de unién contra una base de datos conocida,
tal como BLAST. En una modalidad, el médulo de diseno de casete se puede configurar
para disefiar casetes que eviten los epitopos de unidn propios al configurar la medicion
de distancia d;5 en un valor muy grande (por ejemplo, 100) para pares de epitopos t;{;
donde la concatenacion del epitopo f; al extremo N del epitopo f; produce la formacion de

un epitopo de unién propio.
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Nuevamente con referencia al ejemplo en la Figura 13, el médulo de
disefio de casete 324 determina (por ejemplo) una medicion de distancia d) = di1,2 =
0,39 para la union individual (t;,t;) en el casete C4 proporcionada por la suma de las
probabilidades de presentacién de todos los epitopos de unidn posibles e, " = e, (12
con longitudes, por ejemplo, de 8 a 15 aminoacidos para MHC clase | 0 9-30
aminoacidos para MHC clase Il. Dado que no se encuentran presentes otras uniones
en el casete C4, la puntuacion de presentacion de epitopos de unién, que es una suma
de las mediciones de distancia para el casete C,, también se proporciona con 0,39. El
modulo de disefio de casete 324 también determina una medicion de distancia d ) =
di2,1) = 0,068 para la union individual en el casete C, que se proporciona mediante la
suma de las probabilidades de presentacion de todos los epitopos de unién posibles
e, "2 = e,(27) con longitudes de 8 a 15 para MHC clase | 0 9-30 aminoacidos para MHC
clase Il. En el presente ejemplo, la puntuacion de epitopos de unién para el casete C,
también se proporciona mediante la medicion de distancia de la unién individual 0,068.
El médulo de disefio de casete 324 produce la secuencia de casete de C, como casete
optimo ya que la puntuacién de presentacion de epitopos de unién es menor que la de
la secuencia de casete de C,.

En algunos casos, el médulo de disefio de casete 324 puede llevar a
cabo un enfoque de fuerza bruta y repetirse a lo largo de todas o la mayoria de las
secuencias de casetes candidatos posibles para seleccionar la secuencia con la menor
puntuacion de presentacion de epitopos de union. Sin embargo, la cantidad de tales
casetes candidatos puede ser prohibitivamente grande a medida que aumenta la
capacidad de la vacuna v. Por ejemplo, para una capacidad de vacuna de v=20
epitopos, el médulo de disefio de casete 324 tiene que repetir ~10'® casetes candidatos
posibles para determinar el casete con la menor puntuacién de presentacion de
epitopos de unién. Esta determinacion puede resultar pesada desde el punto de vista
informatico (en términos de recursos de procesamiento informatico necesarios) y a
veces inabordable, para que el médulo de disefio de casete 324 se complete dentro de
una cantidad de tiempo razonable para generar la vacuna para el paciente. Ademas,
contabilizar los posibles epitopos de union para cada casete candidato puede ser aun
mas engorroso. Por tanto, el médulo de disefio de casete 324 puede seleccionar una
secuencia de casete segun formas de repeticion mediante una cantidad de secuencias
de casetes candidatos que sea significativamente menor que la cantidad de secuencias

de casetes candidatos para el enfoque por fuerza bruta.
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En una modalidad, el médulo de disefio de casete 324 genera un
subconjunto de casetes candidatos generados aleatoriamente, o al menos en forma
pseudoaleatoria, y selecciona el casete candidato asociado a una puntuacion de
presentacion de epitopos de unién menor que un umbral predeterminado como
secuencia de casete. Adicionalmente, el modulo de disefio de casete 324 puede
seleccionar el casete candidato del subconjunto con la menor puntuacion de
presentacion de epitopos de unién como secuencia de casete. Por ejemplo, el médulo
de diseno de casete 324 puede generar un subconjunto de ~1 millén de casetes
candidatos para un conjunto de v=20 epitopos seleccionados y seleccionar el casete
candidato con una puntuaciéon minima de presentacion de epitopos de union. Si bien la
generacion de un subconjunto de secuencias aleatorias de casetes y la seleccién de
una secuencia de casete con una puntuacién escasa de presentacion de epitopos de
unién del subconjunto puede ser menos que 6ptima con respecto al enfoque por fuerza
bruta, requiere significativamente menos recursos informaticos, lo que hace que su
implementacién sea posible desde el punto de vista técnico. Ademas, llevar a cabo el
método por fuerza bruta en oposicion a esta técnica mas eficiente solo puede producir
una mejora menor o incluso insignificante en la puntuacién de presentacion de epitopos
de union, lo que hace que no valga la pena desde una perspectiva de adjudicacién de
recursos.

En otra modalidad, el médulo de disefio de casete 324 determina una
configuracion de casete mejorada mediante la formulacién de la secuencia de epitopos
para el casete como un problema del viajante asimétrico (TSP, por su sigla en inglés).
Dada una lista de nodos y distancias entre cada par de nodos, el TSP determina una
secuencia de nodos asociada a la distancia total menor para visitar cada nodo
exactamente una vez y regresar al nodo original. Por ejemplo, dadas las ciudades A, B
y C con distancias conocidas entre cada una, la solucién del TSP genera una secuencia
cerrada de ciudades, para la cual la distancia total recorrida para visitar cada ciudad
exactamente una vez es la menor entre las rutas posibles. La version asimétrica del
TSP determina la secuencia 6ptima de nodos cuando la distancia entre un par de nodos
es asimétrica. Por ejemplo, la «distancia» para desplazarse del nodo A al nodo B puede
ser diferente de la «distancia» para desplazarse del nodo B al nodo A.

El mdédulo de disefio de casete 324 determina una secuencia de casete
mejorada al resolver un TSP asimétrico, en el cual cada nodo corresponde a un epitopo

terapéutico p’*. La distancia desde un nodo correspondiente al epitopo p’ a otro nodo
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correspondiente al epitopo p’™ se proporciona mediante la medicion de distancia de
epitopos de union dy ), mientras que la distancia desde el nodo correspondiente al
epitopo p’™ al nodo correspondiente al epitopo p’** se proporciona mediante la medicién
de distancia d,« que puede ser diferente a la medicion de distancia dy . Al resolver
un casete 6ptimo mejorado con el uso de un TSP asimétrico, el médulo de disefio de
casete 324 puede encontrar una secuencia de casete que genere una puntuacion de
presentacion menor en las uniones entre los epitopos del casete. La solucién del TSP
asimétrico indica una secuencia de epitopos terapéuticos que corresponden al orden en
el cual deberia concatenarse los epitopos en un casete para minimizar la puntuacion de
presentacion de epitopos de unién en las uniones del casete. Especificamente, dado un
conjunto de epitopos terapéuticos k=1, 2, ..., v, el médulo de disefio de casete 324
determina las mediciones de distancia dym), km =1, 2, ..., v para cada par ordenado
posible de epitopos terapéuticos en el casete. En otras palabras, para un par
determinado k, m de epitopos, se determina tanto la medicion de distancia d . para la
concatenacioén del epitopo terapéutico p’™ luego del epitopo p’* como la medicion de
distancia d, para la concatenacion del epitopo terapéutico p’* luego del epitopo p™™,
ya que estas mediciones de distancia pueden ser diferentes entre si.

En una modalidad, el médulo de disefio de casete 324 resuelve el TSP
asimétrico mediante un problema de programacion lineal con enteros. Especificamente,
el moédulo de disefio de casete 324 genera una matrizdevia (v+1) X (v+1) P
determinada por lo siguiente:

1xv
0,0 ] (26).

P= [Ov x 1

La matriz v x v D es una matriz de distancia asimétrica, donde cada elemento D(k,
m), k=1, 2, ..., v, m=1, 2, ..., v corresponde a la medicién de distancia para una unién del
epitopo p’** al epitopo p’™. Las filas k = 2, ..., v de P corresponden a nodos de los
epitopos originales, mientras que la fila 1 y la columna 1 corresponden a un «nodo
fantasma» que se encuentra en la distancia cero de todos los otros nodos. La adicion del
«nodo fantasmay a la matriz codifica la nocion de que el casete para la vacuna es lineal
en lugar de circular, de modo que no hay unién entre el primer y el ultimo epitopo. En
otras palabras, la secuencia no es circular y el primer epitopo no se supone concatenado

luego del ultimo epitopo en la secuencia. Sea x,,, una variable binaria cuyo valor es 1 si

hay una via dirigida (es decir, una unién de un epitopo con otro en el casete) donde el

epitopo p’* se concatena con el extremo N del epitopo p’™ y 0 de otro modo. Ademas,
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sea E el conjunto de todos los epitopos terapéuticos para vacuna vy sea S € E un
subconjunto de epitopos. Para cualquiera de tal subconjunto S, sea out(S) la cantidad de

uniones de un epitopo con otro x,,. = 1 donde k es un epitopo en S’y m es un epitopo en

E\S. Dada una matriz de via P conocida, el médulo de disefio de casete 324 encuentra

una matriz de via X que resuelve el siguiente problema de programacion lineal de enteros:
v+1 v+1
Y Y b
¥ k=1kzmm=1

km® ka (2 7)

en el cual Py, denota el elemento P(k,m) de la matriz de via P, sujeto a las

siguientes limitaciones:

out(S)>1, ScE2<ISI<|V|/2
Las primeras dos limitaciones garantizan que cada epitopo aparezca exactamente
una vez en el casete. La ultima limitacion asegura que el casete se encuentre conectado.
En otras palabras, el casete codificado por x es una secuencia de proteina lineal
conectada.

Las soluciones para x,»,, k,m =1, 2, ..., v+1 en el problema de
programacion lineal de enteros de la ecuacién (27) indica la secuencia cerrada de nodos
y nodos fantasma que se pueden usar para inferir una 0 mas secuencias de epitopos
terapéuticos para el casete que disminuyen la puntuacién de presentacion de los
epitopos de unién. Especificamente, un valor de x,,, = 1 indica que una «via» existe del
nodo k al nodo m o, en otras palabras, que el epitopo terapéutico p’™ deberia
concatenarse luego del epitopo terapéutico p’* en la secuencia de casete mejorada.

Una solucion de x,, = 0 indica que no existe tal via o, en otras palabras, que el epitopo
terapéutico p’™ no deberia concatenarse luego del epitopo terapéutico p’* en la
secuencia de casete mejorada. En conjunto, los valores de X, en el problema de
programacion de enteros de la ecuacién (27) representa una secuencia de nodos y el

nodo fantasma, en la cual la via entra y sale de cada nodo exactamente una vez. Por
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ejemplo, los valores de Xuntasma, 1=1, X13=1, X32=1 ¥ X2 fantasma=1 (0 de otro modo) pueden
indicar una secuencia fantasma— 1—3—2—fantasma de nodos y nodos fantasma.

Una vez que se resolvio la secuencia, se eliminan los nodos fantasma de
la secuencia para generar una secuencia refinada solamente con los nodos originales
correspondientes a los epitopos terapéuticos en el casete. La secuencia refinada indica
el orden en el cual deberian concatenarse los epitopos seleccionados en el casete para
mejorar la puntuacién de presentacién. Por ejemplo, siguiendo el ejemplo del parrafo
anterior, es posible eliminar el nodo fantasma para generar una secuencia refinada
1—-3—2. La secuencia refinada indica un modo posible de concatenar epitopos en el
casete, a saber p'—p3—p2.

En una modalidad, cuando los epitopos terapéuticos p’ son epitopos de
longitud variable, el médulo de disefio de casete 324 determina las mediciones de
distancia candidatas correspondientes a las diferentes longitudes de los epitopos
terapéuticos p’* y p’™ e identifica la medicion de distancia d, como la menor medicién
de distancia candidata. Por ejemplo, cada uno de los epitopos p’*=[nk pk ck] y p’™=[n™
pP™ ¢™ puede incluir una secuencia flanqueante de extremo N y C correspondiente que
puede variar (en una modalidad) de 2-5 aminoacidos. Por lo tanto, la unién entre los
epitopos p’* y p’™ se asocia a 16 conjuntos diferentes de epitopos de unién segun 4
valores de longitud posibles de n*y los 4 valores de longitud posibles de ¢™ que se
ubican en la unién. El médulo de disefio de casete 324 puede determinar las
mediciones de distancia candidatas para cada conjunto de epitopos de unién y
determinar la medicion de distancia d,» como el valor menor. El médulo de disefio de
casete 324 puede construir luego la matriz de via P y resolver el problema de
programacion lineal de enteros en la ecuacién (27) para determinar la secuencia del
casete.

En comparacién con el enfoque de muestreo aleatorio, la resolucion de la
secuencia del casete con el problema de programacién de enteros requiere la
determinacion de las mediciones de distancia v x (v-1), que cada una corresponde a un
par de epitopos terapéuticos en la vacuna. Una secuencia de casete determinada
mediante este enfoque puede producir una secuencia con una presentacién de epitopos
de unidn significativamente menor mientras que posiblemente requiera
significativamente menos recursos informaticos que el enfoque de muestreo aleatorio,
particularmente cuando la cantidad de secuencias del casete candidatas generadas es

grande.
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X1.B.2. Comparacion de la presentacion de epitopos de unién
para secuencias de casete generadas mediante muestreo aleatorio en
oposicion a TSP asimétrico
Se generaron dos secuencias de casete que incluian v=20 de epitopos

terapéuticos mediante muestreo aleatorio de 1.000.000 permutaciones (secuencia de
casete C4) y mediante resolucion del problema de programacion lineal de enteros en la
ecuacion (27) (secuencia de casete C,). Las mediciones de distancia, y por tanto la
puntuacion de presentacién, se determind segun el modelo de presentacién descrito en
la ecuacion (14), en el cual f es la funcidon sigmoide, x,’ es la secuencia de péptidos p’,
dn(') es la funcion de red neuronal, w incluye la secuencia flanqueante, las
transcripciones logaritmicas por millén de kilobases (TPM, por su sigla en inglés) del
péptido p’, la antigenicidad de la proteina del péptido p’ y la muestra de identificaciéon de
origen del péptido p’y gu(*) de la secuencia flanqueante y TPM logaritmicas son
respectivamente funciones de redes neuronales. Cada una de las funciones de redes
neuronales para gn(-) incluyé un nodo de salida de un perceptron de multiples capas
(MLP, por su sigla en inglés) con una capa escondida con dimensiones de entrada de
datos 231 (11 residuos x 21 caracteres por residuo, inclusive caracteres del panel),
ancho 256, activaciones de unidad lineal rectificada (ReLU, por su sigla en inglés) en la
capa escondida, activaciones lineales en la capa de salida y un nodo de salida por alelo
de HLA en el conjunto de datos de entrenamiento. La funcién de red neuronal para la
secuencia flanqueante fue un MLP con una capa escondida con una dimension de
entrada de datos de 210 (5 residuos de la secuencia flanqueante de extremo N + 5
residuos de la secuencia flanqueante de extremo C x 21 caracteres por residuo,
inclusive los caracteres del panel), ancho 32, activaciones de ReLU en la capa
escondida y activacion lineal en la capa de salida. La funcién de red neuronal para la
TPM de logaritmo de ARN fue un MLP con una capa escondida con una dimension de
entrada de datos de 1, ancho 16, activaciones ReLU en la capa escondida y activacion
lineal en la capa de salida. Los modelos de presentacion se construyeron para alelos de
HLA HLA-A*02:04, HLA-A*02:07, HLA-B*40:01, HLA-B*40:02, HLA-C*16:02 y HLA-
C*16:04. Se comparo la puntuacion de presentacion que indica la cantidad esperada de
epitopos de union presentados de las dos secuencias de casetes. Los resultados
demostraron que la puntuacion de presentacion para la secuencia del casete generada
por la resolucion de la ecuacion de (27) se asocié a una mejora de ~4 veces respecto a

la puntuacion de presentacion para la secuencia del casete generada por el muestreo
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aleatorio.
Especificamente, los v=20 epitopos se proporcionaron mediante:
P’ = YNYSYWISIFAHTMWYNIWHVQWNK (SEQ ID NO: 86)
p’2=EALPYVFLQDQFELRLLKGEQGNN (SEQ ID NO: 87)
p2 = DSEETNTNYLHYCHFHWTWAQQTTV (SEQ ID NO: 88)
p* = GMLSQYELKDCSLGFSWNDPAKYLR (SEQ ID NO: 89)
p’”® = VRIDKFLMYVWYSAPFSAYPLYQDA (SEQ ID NO: 90)
p’¢ = CVHIYNNYPRMLGIPFSVMVSGFAM (SEQ ID NO: 91)
p’7 = FTFKGNIWIEMAGQFERTWNYPLSL (SEQ ID NO: 92)
p’® = ANDDTPDFRKCYIEDHSFRFSQTMN (SEQ ID NO: 93)
p* = AAQYIACMVNRQMTIVYHLTRWGMK (SEQ ID NO: 94)
p’1? = KYLKEFTQLLTFVDCYMWITFCGPD (SEQ ID NO: 95)
p’"" = AMHYRTDIHGYWIEYRQVDNQMWNT (SEQ ID NO: 96)
p’’? = THYNEHQLEAVYRFHQVHCRFPYEN (SEQ ID NO: 97)
p’"3 = QTFSECLFFHCLKVWNNVKYAKSLK (SEQ ID NO: 98)
p’"* = SFSSWHYKESHIALLMSPKKNHNNT (SEQ ID NO: 99)p’15 =
ILDGIMSRWEKVCTRQTRYSYCQCA (SEQ ID NO: 100)
p’1* = YRAAQMSKWPNKYFDFPEFMAYMPI (SEQ ID NO: 101)
p’"7” = PRPGMPCQHHNTHGLNDRQAFDDFV (SEQ ID NO: 102)
p’’® = HNIISDETEVWEQAPHITWVYMWCR (SEQ ID NO: 103)
p’"® = AYSWPVVPMKWIPYRALCANHPPGT (SEQ ID NO: 104)
p’?° = HYMPHVAMNICNWYEFLYRISHIGR (SEQ ID NO: 105).

En el primer ejemplo, se generaron en forma aleatoria 1.000.000 secuencias de
casete candidatas diferentes con los 20 epitopos terapéuticos. La puntuacién de
presentacion se generé para cada una de las secuencias de casete candidatas. La
secuencia de casete candidata identificada como aquella con la puntuacién de
presentacion menor fue:

Ci=
THVNEHQLEAVYRFHQVHCRFPYENAMHYQMWNTYRAAQMSKWPNKYFDFPEFMAYM
PICVHIYNNYPRMLGIPFSVMVSGFAMAYSWPVVPMKWIPYRALCANHPPGTANDDTPD
FRKCYIEDHSFRFSQTMNIEALPYVFLQDQFELRLLKGEQGNNDSEETNTNYLHYCHFHW
TWAQQTTVILDGIMSRWEKVCTRQTRYSYCQCAFTFKGNIWIEMAGQFERTWNYPLSLS
FSSWHYKESHIALLMSPKKNHNNTQTFSECLFFHCLKVWNNVKYAKSLKHVMPHVAMNI
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CNWYEFLYRISHIGRHNIISDETEVWEQAPHITWVYMWCRVRIDKFLMYVWYSAPFSAYP

LYQDAKYLKEFTQLLTFVDCYMWITFCGPDAAQYIACMVNRQMTIVYHLTRWGMKYNYS

YWISIFAHTMWYNIWHVQWNKGMLSQYELKDCSLGFSWNDPAKYLRPRPGMPCQHHNT
HGLNDRQAFDDFV (SEQ ID NO: 106)

con una puntuacion de presentacion de 6,1 de la cantidad esperada de epitopos
de unién presentados. La puntuacion de presentacién de mediana de las 1.000.000
secuencias aleatorias fue 18,3. El experimento muestra que la cantidad esperada de
epitopos de union presentados se puede reducir significativamente mediante la
identificacion de una secuencia de casete entre los casetes muestreados en forma
aleatoria.

En el segundo ejemplo, se identificd una secuencia de casete C,
mediante la resolucion del problema de programacion lineal de enteros en la ecuacion
(27). Especificamente, se determind la medicion de distancia de cada union posible
entre un par de epitopos terapéuticos. Se usaron las mediciones de distancia para
resolver la solucion del problema de programacion de enteros. La secuencia de casete
identificada mediante este enfoque fue:

C,=
IEALPYVFLQDQFELRLLKGEQGNNILDGIMSRWEKVCTRQTRYSYCQCAHVMPHVAMNI
CNWYEFLYRISHIGRTHVNEHQLEAVYRFHQVHCRFPYENFTFKGNIWIEMAGQFERTW
NYPLSLAMHYQMWNTSFSSWHYKESHIALLMSPKKNHNNTVRIDKFLMYVWYSAPFSAY
PLYQDAQTFSECLFFHCLKVWNNVKYAKSLKYRAAQMSKWPNKYFDFPEFMAYMPIAYS
WPVVPMKWIPYRALCANHPPGTCVHIYNNYPRMLGIPFSVMVSGFAMHNIISDETEVWE
QAPHITWVYMWCRAAQYIACMVNRQMTIVYHLTRWGMKYNYSYWISIFAHTMWYNIWH
VQWNKGMLSQYELKDCSLGFSWNDPAKYLRKYLKEFTQLLTFVDCYMWITFCGPDAND
DTPDFRKCYIEDHSFRFSQTMNDSEETNTNYLHYCHFHWTWAQQTTVPRPGMPCQHHN
THGLNDRQAFDDFV (SEQ ID NO: 107)

con una puntuacion de presentacion de 1,7. La puntuacién de presentacion de la
secuencia de casete C, mostré una mejora de ~4 veces respecto a la puntuacion de
presentacion de la secuencia de casete C; y una mejora de ~11 veces respecto a la
puntuacion de presentacién de mediana de los 1.000.000 casetes candidatos generados
en forma aleatoria. El tiempo de ejecucion para el casete generado C4 fue de 20 segundos

en un unico hilo de una CPU Intel Xeon E5-2650 de 2,30 GHz. EIl tiempo de ejecucion
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para el casete generado C, fue de 1 segundo en un Unico hilo de la misma CPU. Por
tanto, en el presente ejemplo, la secuencia de casete identificada mediante la resolucion
del problema de programacion de enteros de la ecuacion (27) produce una solucion ~4
veces mejor con un costo informatico 20 veces menor.

Los resultados muestran que el problema de programacion de enteros
posiblemente puede proporcionar una secuencia de casete con una cantidad menor de
epitopos de union presentados que una identificada a partir de muestreo aleatorio,

posiblemente con menos recursos informaticos.

XI.B.3. Comparacion de la presentacion de epitopos de union
para la seleccion de secuencias de casete generadas mediante
MHCflurry y el modelo de presentacion

En el presente ejemplo, se generaron secuencias de casete que incluyen v=20
epitopos terapéuticos se seleccionaron segun la secuenciacién de exoma
tumoral/normal, la secuenciacion de transcriptomas tumorales v tipificacion de HLA de
una muestra de cancer de pulmén mediante el muestreo aleatorio de 1.000.000
permutaciones y mediante la resolucién del problema de programacion lineal de enteros
en la ecuacion (27). Se determinaron las mediciones de distancia, y por tanto la
puntuacién de presentacion, segun la cantidad de epitopos de unién predicha por
MHCHlurry, un predictor de afinidad de unién de HLA y péptidos, para unir los HLA del
paciente con una afinidad menor que una diversidad de umbrales (por ejemplo, 50-
1000nM, o mayor, o menor). En este ejemplo, se seleccionaron las 20 mutaciones
somaticas no sindnimas seleccionadas como epitopos terapéuticos de entre 98
mutaciones somaticas identificadas en la muestra tumoral mediante clasificacion de las
mutaciones de acuerdo con el modelo de presentacion en la Seccidén X1.B que antecede.
Sin embargo, se aprecia que en otras modalidades, los epitopos terapéuticos se pueden
seleccionar segun otros criterios; tal como aquellos basados en la estabilidad, o
combinaciones de criterios tales como puntuacion de presentacién, afinidad y otros.
Ademas, se aprecia que los criterios usados para priorizar epitopos terapéuticos para su
inclusion en la vacuna no tienen por qué ser los mismos criterios usados para la
determinacion de la medicién de distancia D(k, m) usada en el médulo de disefio de
casete 324.

Los alelos de HLA clase | del paciente fueron HLA-A*01:01, HLA-A*03:01,
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HLA-B*07:02, HLA-B*35:03, HLA-C*07:02, HLA-C*14:02.

Especificamente en este ejemplo, los v=20 epitopos terapéuticos fueron

SSTPYLYYGTSSVSYQFPMVPGGDR (SEQ ID NO: 108)
EMAGKIDLLRDSYIFQLFWREAAEP (SEQ ID NO: 109)
ALKQRTWQALAHKYNSQPSVSLRDF (SEQ ID NO: 110)
VSSHSSQATKDSAVGLKYSASTPVR (SEQ ID NO: 111
KEAIDAWAPYLPEYIDHVISPGVTS (SEQ ID NO: 112)
SPVITAPPSSPVFDTSDIRKEPMNI (SEQ ID NO: 113)
PAEVAEQYSEKLVYMPHTFFIGDHA (SEQ ID NO: 114)
MADLDKLNIHSIIQRLLEVRGS (SEQ ID NO: 115)
AAAYNEKSGRITLLSLLFQKVFAQI (SEQ ID NO: 116)
KIEEVRDAMENEIRTQLRRQAAAHT (SEQ ID NO: 117)
DRGHYVLCDFGSTTNKFQNPQTEGV (SEQ ID NO: 118)
QVDNRKAEAEEAIKRLSYISQKVSD (SEQ ID NO: 119)
CLSDAGVRKMTAAVRVMKRGLENLT (SEQ ID NO: 120)
LPPRSLPSDPFSQVPASPQSQSSSQ (SEQ ID NO: 121)
ELVLEDLQDGDVKMGGSFRGAFSNS (SEQ ID NO: 122)
VTMDGVREEDLASFSLRKRWESEPH (SEQ ID NO: 123)
IVGVMFFERAFDEGADAIYDHINEG (SEQ ID NO: 124)
TVTPTPTPTGTQSPTPTPITTTTTV (SEQ ID NO: 125)
QEEMPPRPCGGHTSSSLPKSHLEPS (SEQ ID NO: 126)
PNIQAVLLPKKTDSHHKAKGK (SEQ ID NO: 127)

Los resultados de este ejemplo en la tabla a continuacion comparan la
cantidad de epitopos de unidn predicha por MHCflurry para unir los HLA del paciente
con una afinidad menor que el valor en la columna de umbral (donde nM significa
nanoMolar) tal como se hallé6 mediante tres métodos ilustrativos. Para el primer método,
el casete 6ptimo hallado mediante la formulacion del problema del viajante (ATSP)
descrita anteriormente fue con 1s de tiempo de ejecucion. Para el segundo método, el
casete optimo tal como se determind mediante la adopcion del mejor casete se hallé
luego de1 millon de muestras aleatorias. Para el tercer método, la cantidad mediana de

epitopos de union se hallé en 1 millén de muestras aleatorias.

Umbral (nM) ATSP # Union Muestreo aleatorio Mediana
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Epitopos de union # Epitopos de union con | # Epitopos de unién con
union union
50 0 0 3
100 0 0 7
150 0 1 12
500 15 26 55
1000 68 91 131

Los resultados de este ejemplo ilustran que se puede utilizar cualquiera
de una cantidad de criterios para identificar si un disefio de casete determinado cumple
0 no los requisitos de diseno. Especificamente, tal como se demostrd con ejemplos
previos, la secuencia de casete seleccionada de muchas candidatas puede
especificarse mediante la secuencia de casete que tiene una puntuacién minima de
presentacion de epitopos de unién o al menos tal puntuacién es menor que un umbral
identificado. Este ejemplo representa que se pueden utilizar otros criterios, tal como la
afinidad de unién, para especificar si un disefio de casete determinado cumple o no los
requisitos de diseno. Para este criterio, se puede establecer un umbral de afinidad de
unién (por ejemplo, 50-1000, o mayor o menor) que especifique que la secuencia de
disefio del casete deberia tener menos que alguna cantidad umbral de epitopos de
unién que supere el umbral (por ejemplo, 0) y se puede utilizar cualesquiera de una
cantidad de métodos (por ejemplo, los métodos uno a tres ilustrados en la tabla) para
identificar si una secuencia de casete candidata determinada cumple estos requisitos.
Estos métodos ilustrativos ilustran ademas que, segun el método utilizado, es posible
que los umbrales deban establecerse en forma diferente. Es posible contemplar otros
criterios, tal como aquellos que se basan en la estabilidad, o combinaciones de criterios,
tal como la puntuacién de presentacion, la afinidad y otros.

En otro ejemplo, se generaron los mismos casetes con el mismo tipo de
HLA y 20 epitopos terapéuticos de etapas anteriores en esta seccién (XI.C), pero en
lugar de usar mediciones de distancias basadas en la prediccion de afinidad de union, la
medicion de distancia para los epitopos m, k fue la cantidad de péptidos que abarcan la
unién de m a k que se predice que se van a presentar mediante los alelos de HLA clase
| del paciente con probabilidad de presentacién superior a una serie de umbrales (entre
una probabilidad de 0,005 y 0,5, o mas, o menos), donde las probabilidad de
presentacion se determinaron mediante el modelo de presentacion en la Seccién XI.B

que antecede. El presente ejemplo ilustra ademas la amplitud de criterios que se
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pueden considerar al identificar si una secuencia de casete candidata cumple con los

requisitos de disefio para su uso en la vacuna.

Umbral ATSP # Muestreo aleatorio Mediana

(probabilidad) Epitopos de unién # Epitopos de unién # Epitopos de unién
0,005 58 79 118

0,01 39 59 93

0,05 7 33 47

0,1 5 14 35

0,2 1 8 25

0,5 0 2 14

Los ejemplos que anteceden identificaron que los criterios para la
determinacion de si una secuencia de casete candidata puede variar segun la
implementacién. Cada uno de estos ejemplos ilustré que el conteo de la cantidad de
epitopos de unién que supera o es insuficiente respecto al criterio puede ser un conteo
utilizado en la determinacion de si la secuencia de casete candidata cumple ese criterio.
Por ejempilo, si el criterio es una cantidad de epitopos que cumple o supera un umbral
de afinidad de unién por HLA, que la secuencia de casete candidata tenga mas o menos
que esa cantidad puede determinar si la secuencia de casete candidata cumple con los
criterios para su uso como el casete seleccionado para la vacuna. De manera similar si
el criterio es la cantidad de epitopos de unién que supera un umbral de probabilidad de
presentacion.

Sin embargo, en otras modalidades, los calculos que no sean de conteos
se pueden llevar a cabo para determinar si una secuencia de casete candidata cumple
con los criterios de diseno. Por ejemplo, en lugar del conteo de epitopos que supera/es
escaso respecto a algun umbral, se puede determinar en su lugar qué proporcion de
epitopos de unién supera o es escasa respecto al umbral, por ejemplo si el X % superior
de epitopos de union tiene una probabilidad de presentacién que supera cierto umbral
Y, o si X % de epitopos de union tiene una afinidad de unién a HLA menor o mayor que
Z nM. Estos son meramente ejemplos, en general los criterios pueden estar basados en
cualquier atributo de epitopos de union individuales o estadistica derivada de las
acumulaciones de algunos o todos los epitopos de union. Aqui, X puede ser en general
cualquier numero entre 0 y 100 % (por ejemplo, 75 % o menos) e Y puede ser cualquier
valor entre 0y 1, y Z puede ser cualquier numero adecuado para el criterio en cuestion.

Estos valores se pueden determinar en forma empirica y depende de los modelos y
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criterios usados, asi como de la calidad de los datos de entrenamiento usados.

Como tal, en determinados aspectos, los epitopos de uniéon con mayores
probabilidades de presentacién se pueden eliminar; los epitopos de unién con pocas
probabilidades de presentacion pueden conservarse; los epitopos de uniéon que se unen
potentemente, es decir, los epitopos de unién con una afinidad de unién menor que
1000nM o 500nM o algun otro umbral, pueden eliminarse; y/o los epitopos con unién
fragil, es decir, epitopos de unién con una afinidad de union que supera los 1000nM o
500nM o algun otro umbral, pueden conservarse.

Si bien los ejemplos que anteceden identificaron secuencias candidatas
con el uso de una implementacion de un modelo de presentacion descrito
anteriormente, estos principios aplican igualmente a una implementacién en la cual los
epitopos para la disposicion en las secuencias de casete se identifiquen también segun
otros tipos de modelos, tal como aquellos basados en la afinidad, la estabilidad y otros.

XIl. Ejemplo 7: Resultados de experimentacion que muestran el

rendimiento del modelo de presentacién ilustrativo

La validez de los diversos modelos de presentacion descritos anteriormente fue
evaluada segun los datos de prueba T que fueron subconjuntos de datos de
entrenamiento 170 que no se usaron para el entrenamiento de los modelos de
presentacion o un conjunto de datos aparte de los datos de entrenamiento 170 que tiene
variables y estructuras de datos similares a los datos de entrenamiento 170.

Una medicion pertinente que indica el rendimiento de los modelos de presentacion

es!:

Z]l(yi =1 u = t)

ieT

Valor predictivo positivo (PPV) = P(yl. cr=1lucp2 t) =
Z ﬂ(ui = t)
ieT

que indica la relacién de la cantidad de ejemplos de péptidos que se predijo
correctamente que se presentarian en los alelos de HLA asociados respecto a la cantidad
de ejemplos de péptidos que se predijo que se presentarian en los alelos de HLA. En
una implementacion, se predijo que un péptido p’ en los datos de prueba T se presentaria
en uno o mas alelos de HLA asociados si la estimacion de probabilidad correspondiente u;
es mayor o igual que un valor de umbral determinado t. Otra medicién pertinente que

indica el rendimiento de los modelos de presentacion es:
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D=1 =1

ieT

Yy, =1)

i€eT

Memoria = P(ul.ETz ty,cr= 1) =

que indica la relacién de la cantidad de ejemplos de péptidos que se predijo
correctamente que se presentarian en los alelos de HLA asociados respecto a la cantidad
conocida de ejemplos de péptidos que se presentarian en los alelos de HLA. Otra
medicion pertinente que indica el rendimiento de los modelos de presentacién es el area
bajo la curva (AUC, por su sigla en inglés) de la caracteristica operativa del receptor
(ROC, por su sigla en inglés). La ROC grafica la memoria en funcion de la tasa de falsos

positivos (FPR, por su sigla en inglés), que se proporciona mediante:

Z]l(yl. =0,y = t)

ieT

Yip,=0)

ieT

FPR=P(u, > t|y,.,=0)=

XIl.A. Comparacién del rendimiento del modelo de
presentacion en datos de espectrometria de masas en oposicion al
modelo de vanguardia

La Figura 13A compara los resultados de rendimiento de un modelo de
presentacion ilustrativo, tal como se presenta en la presente, y los modelos de vanguardia
para la prediccidon de la presentacién de péptidos en datos de espectrometria de masa
para multiples alelos. Los resultados demuestran que el modelo de presentacién
ilustrativo tuvo un rendimiento significativamente mejor en la prediccion de presentacion
de péptidos que los modelos de vanguardia basados en predicciones de afinidad y la
estabilidad.

Especificamente, el modelo de presentacion ilustrativo que se muestra en la FIG.
13A como «MS» fue el maximo del modelo de presentacion por alelos que se muestra en
la ecuacioén (12), con el uso de la funcidon de dependencia afin gx(+) y la funcion expit f(-).
Se entrend el modelo de presentacion ilustrativo basandose en un subconjunto de los
datos de espectrometria de masas del alelo individual HLA-A*02:01 del conjunto de datos
IEDB (conjunto de datos «D1») (pueden encontrarse los datos en

http://www.iedb.org/doc/mhc_ligand_full.zip) y un subconjunto de espectrometria de
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masas del alelo individual HLA-B*07:02 del conjunto de datos IEDB (conjunto de datos
«D2») (pueden encontrarse los datos en http://www.iedb.org/doc/mhc_ligand_full.zip).
Todos los péptidos de la proteina fuente que contienen los péptidos presentados en el
conjunto de prueba fueron eliminados de los datos de entrenamiento de modo que el
modelo de presentacion ilustrativo no pudiera simplemente memorizar las secuencias de
los antigenos presentados.

El modelo que se muestra en la Figura 13A como «Afinidad» fue un modelo similar
al modelo actual de vanguardia que predice la presentacién de péptidos segun las
predicciones de afinidad NETMHCpan. Se proporciona la implementacién de
NETMHCpan con mayor detalle en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCpan/. El
modelo que se muestra en la Figura 13A como «Estabilidad» fue un modelo similar al
modelo actual de vanguardia que predice la presentacion de péptidos segun las
predicciones de estabilidad NETMHCstab. La implementacion de NETMHCstab se
proporciona con mayor detalle en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCstab-1.0/. Los
datos de prueba que son un subconjunto de los datos de espectrometria de masas de la
linea celular JY de multiples alelos HLA-A*02:01 y HLA-B*07:02 del conjunto de datos de
Bassani-Sternberg (conjunto de datos «D3») (datos que se pueden encontrar en
www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/PXD000394). Las barras de error (tal como se
indican en lineas continuas) muestran 95 % de intervalos de confianza.

Tal como se muestra en los resultados de la Figura 13A, el modelo de
presentacion ilustrativo entrenado con los datos de la espectrometria de masas tuvo un
valor PPV significativamente elevado a 10 % de tasa de memoria con respecto a los
modelos de vanguardia que predijeron una presentacion de péptidos basada en
predicciones de afinidad de union al MHC o predicciones de estabilidad de unién al MHC.
Especificamente, el modelo de presentacion ilustrativo tuvo aproximadamente un PPV 14
% mayor que el modelo basado en las predicciones de afinidad y tuvo aproximadamente
un PPV 12 % mayor que el modelo basado en las predicciones de estabilidad.

Estos resultados demuestran que el modelo de presentacion ilustrativo tuvo un
rendimiento significativamente mejor que los modelos de vanguardia que predicen la
presentacion de péptidos basandose en las predicciones de afinidad de unién al MHC o
de estabilidad de unién al MHC, aunque el modelo de presentacion ilustrativo no estaba
entrenado basandose en las secuencias de proteinas que contenian los péptidos
presentados.

XII.B. Comparacion del rendimiento del modelo de
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presentacion en datos de epitopos de linfocitos T en oposicion a los
modelos de vanguardia

La Figura 13B compara los resultados de rendimiento de otro modelo de
presentacion ilustrativo, tal como se presenta en la presente, y modelos de vanguardia
para la prediccion de presentacion de péptidos en los datos de epitopos de linfocitos T.
Los datos de epitopos de linfocitos T contienen secuencias de péptidos que se
presentaron mediante alelos de MHC en la superficie celular y fueron reconocidos por los
linfocitos T. Los resultados demostraron que si bien el modelo de presentacion ilustrativo
se entrena basandose en los datos de espectrometria de masas, el modelo de
presentacion ilustrativo tuvo un rendimiento significativamente mejor en la prediccién de
epitopos de linfocitos T que los modelos de vanguardia basados en predicciones de
afinidad y estabilidad. En otras palabras, los resultados de la Figura 13B indicaron no
solamente que el modelo de presentacién ilustrativo tuvo mejor rendimiento que los
modelos de vanguardia en la prediccion de presentacién de péptidos en los datos de
prueba de espectrometria de masas, sino que el modelo de presentacién ilustrativo
también tuvo un rendimiento significativamente mejor que los modelos de vanguardia en
la prediccion de epitopos que realmente fueron reconocidos por los linfocitos T. Esto
indica que la diversidad de modelos de presentacion tal como se presentan en la presente
puede mejorar la identificaciéon de antigenos que posiblemente induzcan respuestas
inmunogénica en el sistema inmunitario.

Especificamente, el modelo de presentacion ilustrativo que se muestra en la FIG.
13B como «MS» fue el modelo de presentacion por alelo que se muestra en la ecuacion
(2), con el uso de la funcién de transformacién afin g,(-) y la funcién expit f(-) que se
entrend segun un subconjunto del conjunto de datos D1. Todos los péptidos de la
proteina fuente que contienen los péptidos presentados en el conjunto de prueba se
eliminaron de los datos de entrenamiento de modo que el modelo de presentacion no
pudiera simplemente memorizar las secuencias de antigenos presentados.

Cada uno de los modelos se aplicé a los datos de prueba que son un subconjunto
de datos de espectrometria de masas en los datos de epitopos de linfocitos T HLA-
A*02:01 (conjunto de datos «D4») (pueden encontrarse los datos en
www.iedb.org/doc/tcell full v3.zip). El modelo que se muestra en la Figura 13B como
«Afinidad» fue un modelo similar al modelo actual de vanguardia que predice la
presentacion de péptidos basandose en las predicciones de afinidad NETMHCpan y el

modelo que se muestra en la Figura 13B como «Estabilidad» fue un modelo similar al
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modelo actual de vanguardia que predice la presentacion de péptidos segun las
predicciones de estabilidad NETMHCstab. Las barras de error (tal como se indican en
lineas continuas) muestran 95 % de intervalos de confianza.

Tal como se muestra en los resultados de la Figura 13A, el modelo de
presentacion por alelos entrenado con los datos de la espectrometria de masas tuvo un
valor PPV significativamente mas elevado a una tasa de 10 % de memoria que los
modelos de vanguardia que predicen la presentacién de péptidos basandose en las
predicciones de afinidad de unién al MHC o de estabilidad de unién al MHC, aunque el
modelo de presentacion no se entrend basandose en las secuencias de proteinas que
contenian péptidos presentados. Especificamente, el modelo de presentacion por alelos
tuvo aproximadamente un PPV 9% mayor que el modelo basado en las predicciones de
afinidad y tuvo aproximadamente un PPV 8% mayor que el modelo basado en las
predicciones de estabilidad.

Estos resultados demostraron que el modelo de presentacion ilustrativo entrenado
con los datos de la espectrometria de masas tuvo un rendimiento significativamente mejor
que los modelos de vanguardia en la prediccion de epitopos que fueron reconocidos por
los linfocitos T.

XII.C. Comparacion de diferentes rendimientos del modelo de
presentacion en los datos de espectrometria de masas

La Figura 13C compara los resultados de rendimiento para un modelo ilustrativo
de funcién de sumas (ecuacion (13)), un modelo ilustrativo de suma de funciones
(ecuacion (19)) y un modelo ilustrativo de segundo orden (ecuacioén (23)) para la
prediccion de la presentacion de péptidos en datos de espectrometria de masas de
multiples alelos. Los resultados demostraron que el modelo de suma de funciones y el
modelo de segundo orden tuvieron un mejor rendimiento que el modelo de funcién de
sumas. Esto se debe a que el modelo de funciéon de sumas implica que los alelos en una
configuracién de multiples alelos pueden interferir unos con otros para la presentacion de
péptidos, cuando en realidad, la presentacion de péptidos es independiente en forma
eficaz.

Especificamente, el modelo de presentacion ilustrativo marcado como «sigmoide
de sumas» en la Figura 13C fue el modelo de funcién de sumas con una funcién de
dependencia de red gy(*), la funcion de identidad f() y la funcién expit r(-). El modelo
ilustrativo marcado como «suma de sigmoides» fue el modelo de suma de funciones en la

ecuacion (19) con una funcién de dependencia de red gx(-), la funcién expit f(*) y la funcion
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de identidad r(-). El modelo ilustrativo marcado como «tangente hiperbdlica» fue el
modelo de suma de funciones en la ecuacién (19) con una funcion de dependencia de red
gn(*), la funcion expit f(*) y la funcion de tangente hiperbdlica r(-). El modelo ilustrativo
marcado como «segundo orden» fue el modelo de segundo orden en la ecuacion (23) con
una forma de probabilidad de presentacion implicita por alelo que se muestra en la
ecuacion (18) con una funcién de dependencia de red gx(-) y la funcién expit f(-). Cada
modelo se entrend basandose en un subconjunto del conjunto de datos D1, D2y D3. Se
aplicaron los modelos de presentacion ilustrativos a datos de prueba que son un
subconjunto aleatorio del conjunto de datos D3 que no se superpuso con los datos de
entrenamiento.

Como se muestra en la Figura 13C, la primera columna hace referencia al AUC de
la ROC cuando se aplicé cada modelo de presentacion al conjunto de prueba, la segunda
columna hacer referencia al valor de pérdida de probabilidad logaritmica negativa y la
tercera columna hace referencia al PPV a una tasa de 10 % de memoria. Como se
muestra en la Figura 13C, el rendimiento de los modelos de presentacion «suma de
sigmoidesy, «tangente hiperbdlica» y «segundo orden» empataron aproximadamente en
aproximadamente 15-16 % de PPV a una tasa de 10 % de memoria, mientras que el
rendimiento del modelo de «sigmoides de sumas» fue ligeramente menor a 11 %.

Tal como se tratd anteriormente en la secciéon X.C.4., los resultados muestran que
los modelos de presentacion «suma de sigmoides», «tangente hiperbdlica» y «segundo
ordeny tienen valores elevados de PPV en comparacién con el modelo de «sigmoides de
suma» ya que los modelos justificaron correctamente como se presentaron
independientemente los péptidos con cada alelo de MHC en una configuracién de
multiples alelos.

XIl.D. Comparacién del rendimiento del modelo de
presentacion con y sin entrenamiento de los datos de espectrometria
de masas de alelos individuales

La Figura 13D compara los resultados de rendimiento para dos modelos de
presentacion ilustrativos que se entrenaron con y sin datos de espectrometria de masas
de alelos individuales en la prediccidn de presentacion de péptidos para datos de
espectrometria de masas de multiples alelos. Los resultados indicaron que los modelos
de presentacion ilustrativos que se entrenan sin los datos de alelos individuales logran un
rendimiento semejante al de los modelos de presentacion ilustrativos entrenados con

datos de alelos individuales.
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El modelo ilustrativo «con datos de alelos individuales A2/B7» fue el modelo de
presentacion de «suma de sigmoides» en la ecuacion (19) con una funcién de
dependencia de red g;(-), la funcidn expit f(-) y la funcién de identidad (). El modelo se
entrend basandose en un subconjunto del conjunto de datos D3 y datos de
espectrometria de masas de alelos individuales para una diversidad de alelos de MHC de
la base de datos IEDB (se pueden encontrar datos en:
http://www.iedb.org/doc/mhc_ligand_full.zip). El modelo ilustrativo «sin datos de alelos
individuales A2/B7» fue el mismo modelo, pero entrenado basandose en un subconjunto
del conjunto de datos D3 de multiples alelos sin los datos de espectrometria de masas de
alelos individuales para los alelos HLA-A*02:01 y HLA-B*07:02, pero con los datos de
espectrometria de masas de alelos individuales para otros alelos. Dentro de los datos de
entrenamiento de multiples alelos, la linea celular HCC1937 expresé HLA-B*07:02 pero
no HLA-A*02:01 y la linea celular HCT116 expresé HLA-A*02:01 pero no HLA-B*07:02.
Los modelos de presentacion ilustrativos se aplicaron a datos de prueba que fueron un
subconjunto aleatorio del conjunto de datos D3 y no se superpusieron con los datos de
entrenamiento.

La columna «Correlacion» hace referencia a la correlacion entre las etiquetas
reales que indican si el péptido se presentd en el alelo correspondiente en los datos de
prueba y la etiqueta para prediccién. Como se muestra en la Figura 13D, las predicciones
basadas en las probabilidades de presentacién implicita por alelo para el alelo de MHC
HLA-A*02:01 tuvieron un rendimiento significativamente mejor en los datos de prueba de
alelos individuales para el alelo de MHC HLA-A*02:01 que para el alelo de MHC HLA-
B*07:02. Se muestran resultados similares para el alelo de MHC HLA-B*07:02.

Estos resultados indican que las probabilidades de presentacion implicita por alelo
del modelo de presentacion pueden predecir y distinguir correctamente los motivos de
unién a los alelos individuales de MHC, aunque la asociacién directa entre los péptidos y
cada uno de los alelos individuales de MHC no se conociera en los datos de
entrenamiento.

XILLE. Comparacién del rendimiento de prediccién por alelos
sin entrenamiento con los datos de espectrometria de masas de alelos
individuales

La Figura 13E muestra el rendimiento para los modelos ilustrativos «sin datos de
alelos individuales A2/B7» y «con datos de alelos individuales A2/B7» que se muestran en

la Figura 13D en los datos de espectrometria de masas de alelos individuales HLA-
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A*02:01 y HLA-B*07:02 que se ofrecen en el analisis que se muestra en la Figura 13D.
Los resultados indican que si bien el modelo de presentacion ilustrativo se entrena sin los
datos de espectrometria de masas de alelos individuales para estos dos alelos, el modelo
puede aprender los motivos de union para cada alelo de MHC.

Como se muestra en la Figura 13E, «modelo A2 que predice B7» indica el
rendimiento del modelo cuando la presentacion del péptido se predice para los datos de
HLA-B*07:02 de alelo unico en funcién del estimado de probabilidad de presentacion por
alelo para el alelo de MHC HLA-A*02:01. De manera similar, «<modelo A2 que predice A2»
indica el rendimiento del modelo cuando la presentacion del péptido se predice para HLA-
A*02:01 de alelo unico en funcioén del estimado de probabilidad de presentacion por alelo
para el alelo de MHC HLA-A*02:01. ElI xmodelo B7que predice B7» indica el rendimiento
del modelo cuando la presentacion del péptido se predice para los datos de HLA-B*07:02
de alelo unico en funcion del estimado de probabilidad de presentacion por alelo para el
alelo de MHC HLA-B*07:02. ElI «modelo B7 que predice A2» indica el rendimiento del
modelo cuando la presentacion del péptido se predice para HLA-A*02:01 de alelo unico en
funcion del estimado de probabilidad de presentacion por alelo para el alelo de MHC HLA-
B*07:02.

Como se muestra en la Figura 13E, la capacidad predictiva de probabilidades
implicitas por alelo para un alelo de HLA es significativamente superior para el alelo previsto
y significativamente inferior para el otro alelo de HLA. De forma similar, los resultados
mostrados en la Figura 13D, los modelos de presentacion de ejemplo aprendidos
correctamente para diferenciar la presentacion de péptidos de alelos individuales HLA-
A*02:01 y HLA-B*07:02, incluso a pesar de que no se encontré la asociacion directa entre
la presentacion del péptido y estos alelos en multiples datos de entrenamiento de multiples
alelos.

XIL.LF. Residuos de anclaje de apariciéon frecuente en motivos de anclaje
canonicos conocidos de coincidencias de predicciéon por alelo

La Figura 13F muestra los residuos de anclaje comunes en las posiciones 2y 9
entre los nonameros previstos por el modelo de ejemplo de «datos de alelo unico sin A2/B7»
mostrado en la Figura 13D. Se previé que los péptidos se presentaron si la posibilidad
estimada fue sobre 5 %. Los resultados mostraron que los residuos de anclaje mas
comunes en los péptidos identificados para la presentacién en los alelos de MHC HLA-
A*02:01 y HLA-B*07:02, coincidieron previamente con motivos de anclaje conocidos para

estos alelos de MHC. Esto indica que los modelos de presentacion de ejemplo aprendieron
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correctamente la union de péptidos en funcién de aminoacidos de las secuencias de
péptidos, como se espero.

Como se muestra en la Figura 13F, los aminoacidos L/M en la posiciéon 2 y los
aminoacidos V/L en la posicion 9 son conocidos por ser motivos de residuos de anclaje
candnicos (como se muestra en la Tabla 4 de https://link.springer.com/article/10.1186/1745-
7580-4-2) para HLA-A*02:01, y el aminoacido P en la posicién 2 y los aminoacidos L/V en
la posicién 9 son conocidos por ser motivos de residuos de anclaje candnicos para HLA-
B*07:02. Los motivos de residuos de anclaje mas comunes en las posicion 2 y 9 para los
péptidos identificados el modelo coincidié con los motivos de residuo de anclaje candnicos
conocidos para ambos alelos de HLA.

XIIl.G. Comparacién de los rendimientos del modelo de presentaciéon cony sin
variables de no interaccion con alelos

La Figura 13G compara los resultados del rendimiento entre el modelo de
presentacion de ejemplo que incorporo las secuencias flanqueantes de extremo C y N como
variables de interaccion con alelos y un modelo de presentacién de ejemplo que incorpord
secuencias flanqueantes de extremo C y N como variables de no interaccion con alelos.
Los resultados mostraron que incorporar las secuencias flanqueantes de extremo C y N
como variables de no interaccion de alelos mejord significativamente el rendimiento del
modelo. Mas especificamente, es ventajoso identificar caracteristicas adecuadas para la
presentacion de péptidos que son comunes a través de diferentes alelos de MHC, y
modelarlas de forma tal que la potencia estadistica para estas variables de no interaccion
de alelos se compartan a través de los alelos de MHC para mejorar el rendimiento del
modelo de presentacion.

El ejemplo del modelo «de interaccion con alelos» fue el modelo de suma de
funciones que utiliza la forma de probabilidades de presentacién por alelo implicitas en la
ecuacion (22) que incorporo las secuencias flanqueantes de extremo C y N como variables
de interaccion con alelos, con una funcion de dependencia de la red gx(-) y la funcion expit
f(-). El ejemplo del modelo «de no interaccion con alelos» fue el modelo de suma de
funciones mostrado en la ecuacion (21) que incorpord las secuencias flanqueantes de
extremo C y N como variables de no interaccién con alelos, con una funcion de dependencia
de la red gx(*) y la funcién expit f(*). Las variables de no interaccion con alelos fueron
modeladas a través de una funcion de dependencia de la red g,(-) diferente. Ambos
modelos fueron entrenados en un subconjunto de datos D3 y los datos de espectrometria

de masas de alelo uUnico para una variedad de alelos de MHC a partir de la base de datos
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de IEDB (los datos pueden encontrarse en http://www.iedb.org/doc/mhc_ligand_full.zip).
Cada uno de los modelos de presentacion fue aplicado a un conjunto de datos de prueba
que es un subconjunto aleatorio del conjunto de datos D3 que no se superpuso con los
datos de entrenamiento.

Como se muestra en la Figura 13G, que incorpora las secuencias flanqueantes de
extremo C y N en el modelo de presentacién de ejemplo como variables de no interaccién
con alelos logré una mejora de aproximadamente 3 % en el valor de PPV con respecto a
su moldeado como variables de interaccion con alelos. Esto se debe a que, en general, el
modelo de presentacion de ejemplo «de no interaccién con alelos» fue capaz de compartir
la potencia estadistica de las variables de no interaccion con alelos a través de los alelos
de MHC mediante el moldeo del efecto con una funcion de dependencia de la red diferente
con una adicion muy pequena en la potencia computacional.

XIl.H. Dependencia entre los péptidos presentados y la cuantificacion de
ARNmM

La Figura 13H ilustra la dependencia entre la fraccion de péptidos presentados para
genes en funcion de la cuantificacion de ARNm para los datos de espectrometria de masas
en células tumorales. Los resultados mostraron que existe una dependencia fuerte entre la
expresion de ARNm y la presentacién de péptidos.

Especificamente, el eje horizontal en la Figura 13G indica la expresion de ARNm en
funcién de cuartiles de transcripcion por millén (TPM, por sus siglas en inglés). El eje vertical
en la figura 13G indica la fraccion de epitopos presentados a partir de genes en cuartiles
de expresion de ARNm correspondientes. Cada linea sélida es una grafica relacionada con
las dos mediciones a partir de una muestra tumoral que se relaciona con los datos de
espectrometria de masa correspondientes y con las mediciones de expresion de ARNm.
Como se muestra en la Figura 13G, existe una correlacion positiva fuerte entre la expresion
de ARNm vy la fraccion de péptidos en el gen correspondiente. Especificamente, los
péptidos de genes en el cuartil superior de la expresion de ARN tienen una probabilidad de
presentarse 20 veces mayor que el cuartil inferior. Ademas, se presentaron esencialmente
0 péptidos de genes que no se detectaron a través de ARN.

Los resultados indican que el rendimiento del modelo de presentacion puede
mejorar ampliamente mediante la incorporacién de las mediciones de cuantificacién de
ARNm, ya que estas mediciones son fuertemente predictivas de la presentacién de
péptidos.

XIl.Il. Comparaciéon del rendimiento del modelo de presentacién con la
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incorporacion de los datos de cuantificacion de ARN

La Figura 13l muestra el rendimiento de dos modelos de presentacién de ejemplo,
uno de los cuales se entrena en funcién de los datos de células tumorales de la
espectrometria de masas, otro de los cuales incorpora datos de cuantificacion de ARNm y
datos de células tumorales de la espectrometria de masas. Como se espera a partir de la
Figura 13H, los resultados indican que existe una mejora significativa en el rendimiento
mediante la incorporacién de las mediciones de cuantificacion de ARNm en el modelo de
presentacion de ejemplo, ya que la expresion del ARNm es un fuerte indicador de la
presentacion de péptidos.

«MHCHlurry + filtro de ARN» fue un modelo similar al modelo del estado técnica
actual que predice la presentacion de péptidos en funcién de las predicciones de afinidad.
Se implementé mediante el uso de MHCflurry junto con un filtro de expresion génica
estandar que eliminé todos los péptidos de las proteinas con mediciones de cuantificacion
de ARNm que fueron menos de 3,2 FPKM. La implementacion de MHCflurry se proporciona
en detalle en https://github.com/hammerlab/mhcflurry/ y en
http://biorxiv.org/content/early/2016/05/22/054775. El modelo «Modelo de ejemplo, sin
ARN» fue el modelo de presentacion de ejemplo «suma de sigmoides» mostrado en la
ecuacion (21) con la funciéon de dependencia de la red gx(-), la funcion de dependencia de
la red g.(°), y la funcién expit f(-). EIl modelo «Modelo de ejemplo, sin ARN» incorporo las
secuencias flanqueantes del extremo C como variables de no interaccién con alelos a través
de la funcién de dependencia de la red g,(-).

El modelo «Modelo de ejemplo, con ARN» fue el modelo de presentacion «suma de
sigmoides» mostrado en la ecuacion (19) con la funcion de dependencia de la red gy (-), la
funcion de dependencia de la red g,(-) en la ecuacién (10) que incorpora los datos de
cuantificacion de ARNm a través de una funcion log y la funcion expit f(-). EI modelo
«Modelo de ejemplo, con ARN» incorporé las secuencias flanqueantes de extremo C como
variables de no interaccién con alelos a través de las funciones de dependencia de la red
gu(*) € incorporé las mediciones de cuantificacion de ARNm a través de la funcién log.

Cada modelo fue entrenado en una combinaciéon de datos de espectrometria de
masas con alelos unicos del conjunto de datos de IEDB, 7 lineas celulares de los datos de
espectrometria de masas con multiples alelos del conjunto de datos Bassani-Sternberg y
20 muestras tumorales de espectrometria de masas. Cada modelo se aplicd a un conjunto
de prueba que incluye 5000 proteinas retenidas de las 7 muestras tumorales que

constituyeron 9830 péptidos presentados de un total de 52.156.840 péptidos.
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Como se muestra en las primeras dos graficas de barras de la Figura 13I, el modelo
«Ejemplo de modelo, sin ARN» tiene un valor de PPV a 20 % de memoria de 21 % mientras
que el modelo del estado de la técnica es aproximadamente 3 %. Esto indica una mejora
del rendimiento inicial de 18 % en el valor de PPV, incluso cuando la incorporacion de las
mediciones de cuantificacion de ARNm. Como se muestra en la tercera grafica de barras
de la Figura 13, el modelo «Modelo de ejemplo, con ARN» que incorpora los datos de
cuantificacion de ARNm en el modelo de presentacién muestra un valor de PPV de
aproximadamente 30 % que es casi un aumento del 10 % en el rendimiento en comparacion
con el modelo de presentacion de ejemplo sin mediciones de cuantificacién de ARNm.

Por lo tanto, los resultados indican que como se espera los hallazgos en la Figura
13H, la expresién de ARNm es de hecho un predictor fuerte de la prediccion de péptidos
que permite una mejora significativa en el rendimiento de un modelo de presentacién con
muy poca adicion de complejidad computacional.

XIl.J. Ejemplo de parametros determinados para el alelo de MHC HLA-C*16:04

La Figura 13J compara la probabilidad de la presentacion de péptidos para
diferentes longitudes de péptidos entre los resultados generados por el modelo de
presentacion «Modelo de ejemplo, con ARN» descrito en referencia a la Figura 13l y
resultados predichos mediante modelos de la técnica previa que no representan la longitud
del péptido cuando se predice la presentacion del péptido. Los resultados indican que el
modelo de presentacion de ejemplo «Modelo de ejemplo, con ARN» de la Figura 13l capturé
una variacion en las probabilidades a través de los péptidos de diferentes longitudes.

El eje horizontal denoté muestras de péptidos con longitudes 8, 9, 10 y 11. El eje
vertical denoté la probabilidad de la presentacion de péptidos condicionada por las
longitudes del péptido. La grafica «Probabilidad de datos de prueba reales» mostraron la
proporcion de péptidos presentados de acuerdo con la longitud del péptido en una muestra
del conjunto de prueba de muestra. La probabilidad de presentacion varié con la longitud
del péptido. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 13J, un péptido 10mer con motivos
de anclaje HLA-A2 L/V canédnicos fue aproximadamente 3 veces menos probable de
presentarse que un 9mer con los mismos residuos de anclaje. La grafica «Modelos que
ignoran longitud» indicé mediciones previstas si los modelos del estado de la técnica que
ignoran la longitud del péptido se aplicaran al mismo conjunto de datos de prueba para la
prediccion de la presentacion. Estos modelos pueden ser versiones NetMHC antes de la
version 4.0, versiones NetMHCpan antes de la version 3.0 y MHCflurry, que no toman en

cuenta variaciones en la presentacion de péptidos de acuerdo con la longitud del péptido.
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Como se muestra en la Figura 13J, la proporcion de los péptidos presentados sera
constante a través de diferentes valores de la longitud de péptidos, que indica que estos
modelos no podrian capturar la variacion en la presentacion de péptidos de acuerdo con la
longitud. La grafica «Gritstone, con ARN» indica mediciones generadas a partir del modelo
de presentacion «Gritstones, con ARN». Como se muestra en la Figura 13J, las mediciones
generadas por el modelo «Gritstone, con ARN» sigue estrechamente aquellas mostradas
en la «Probabilidad de datos de prueba real» y representaron correctamente diferentes
grados de presentacion de péptidos para las longitudes 8, 9, 10 y 11.

Por lo tanto, los resultados muestran que los modelos de presentacion de ejemplo
como se presentan en la presente generaron predicciones mejoradas no solamente para
péptidos 9mer, sino también para péptidos de otras longitudes entre 8-15, mientras que
representa hasta 40 % de los péptidos presentados en alelos de clase | de HLA.

XIl.LK. Ejemplo de parametros determinados para el alelo de MHC HLA-C*16:04

Lo que sigue a continuacion muestra un conjunto de parametros determinados para
una variacion del modelo de presentacion por alelo (ecuacion 2)) para el alelo de MHC HLA-
C*16:04 observados por h:

w, = expit(relu(x’,i . W,ll + b,ll) . W,Zl + bi)

donde relu(-) es la funcién de unidad lineal rectificada (RELU) y W,7, by, W2, y by?
son el conjunto de parametros 8 determinado para el modelo. Las variables de interaccién
con alelos x,* consiste en secuencias de péptidos. Las dimensiones de W,,” son (231 x 256),
las dimensiones de b’ (1 x 256), las dimensiones de W;2 son (256 x 1), y b,? es un escalar.
Para fines demostrativos, los valores para by’, bp?, W,', y W,,2 se describen en detalle en la
publicacion de PCT W02017106638, incorporada en la presente mediante referencia para
todas las instrucciones en esta.

XIll. Computadora de ejemplo

La Figura 14 ilustra una computadora de ejemplo 1400 para la implementacion de
las entidades mostradas en las Figuras 1 y 3. La computadora 1400 incluye al menos un
procesador 1402 acoplado a un conjunto de chips 1404. El conjunto de chips 1404 incluye
un nucleo controlador de memoria 1420 y un nucleo controlador de entrada/salida (1/O)
1422. Una memoria 1406 y un adaptador de graficos 1412 se acopla al nacleo controlador
de memoria 1420 y una pantalla 1418 se acopla al adaptador de graficos 1412. Un
dispositivo de almacenamiento 1408, un dispositivo de entrada 1414 y un adaptador de red

1416 se acoplan al nucleo controlador I/0 1422. Otras modalidades de la computadora 1400
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tienen diferentes arquitecturas.

El dispositivo de almacenamiento 1408 es un medio de almacenamiento legible por
computadora no transitorio tal como un disco duro, un disco compacto memoria de solo
lectura (CD-ROM), DVD o un dispositivo de memoria en estado sdlido. La memoria 1406
mantiene las instrucciones y datos utilizados por el procesador 1402. La interfaz de entrada
1414 es una interfaz de pantalla tactil, un ratén, una bola de seguimiento u otro tipo de
dispositivo de sefialamiento, un teclado o alguna combinacién de estos y se utiliza para
ingresar datos en la computadora 1400. En algunas modalidades, la computadora 1400
puede configurarse para recibir la entrada (por ejemplo, comandos) desde la interfaz de
entrada 1414 mediante gestos del usuario. El adaptador de graficos 1412 muestra
imagenes y otra informacion en la pantalla 1418. El adaptador de red 1416 acopla la
computadora 1400 a una o mas redes informaticas.

La computadora 1400 adaptada para ejecutar médulos de programas informaticos
para proporcionar la funcionalidad descrita en la presente. Tal como se usa en la presente,
el término «moédulo» se refiere a la logica del programa informatico utilizada para
proporcionar la funcionalidad especificada. Por lo tanto, un moédulo se puede implementar
en hardware, firmware y/o software. En una modalidad, los médulos de programa se
almacenan en el dispositivo de almacenamiento 1408, se cargan en la memoria 1406 y se
ejecutan con el procesador 1402.

Los tipos de computadoras 1400 utilizados por las entidades de la Figura 1 pueden
variar dependiendo de la modalidad y el poder de procesamiento exigido por la entidad. Por
ejemplo, el sistema de identificacion de la presentacién 160 puede ejecutarse en una
computadora unica 1400 o computadoras multiples 1400 comunicarse entre si a través de
la red tales como torres de servidores. Las computadoras 1400 pueden no tener algunos
de los componentes descritos anteriormente, tales como los adaptadores graficos 1412 y
pantallas 1418.

XIV. Ejemplo de vector de administraciéon del neoantigeno

A continuacién figuran ejemplos de modalidades especificas para llevar a cabo
la presente invencion. Los ejemplos se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no
pretenden limitar el alcance de la presente invencion de ninguna forma. Se han llevado a
cabo esfuerzos para asegurar la exactitud de los numeros usados (por ejemplo, cantidades,
temperaturas, etc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones
experimentales.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario,
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métodos convencionales de quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN
recombinante y farmacologia, dentro de técnica. Tales técnicas se explican en su totalidad
en la bibliografia. Véase, por ejemplo, T.E. Creighton, Proteins: Structures and Molecular
Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth
Publishers, Inc., current addition); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2.2 edicion, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press,
Inc.); Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Edition (Easton, Pensilvania: Mack
Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg Advanced Organic Chemistry 3 Ed.
(Plenum Press) Vol. Ay B(1992).

XIV.A. Diseno del casete del neoantigeno

A través de la vacunacion, pueden administrarse neoantigenos especificos al tumor
(TSNA) restringidos a multiples MHC de clase | que estimulan la o las respuestas
inmunitarias celulares correspondientes. En un ejemplo, se disefia un casete de vacuna
para codificar multiples epitopos como un producto génico Unico donde los epitopos se
integraron dentro de su secuencia de péptidos circundantes naturales o separadas por
secuencias de enlace no naturales. Se identificaron varios parametros de disefio que
podrian impactar potencialmente el procesamiento y presentacion del antigeno vy, por lo
tanto, la magnitud y amplitud de las respuestas de linfocitos T CD8 especificos de TSNA.
En el presente ejemplo, se disefiaron diversos casetes modelo y se construyeron para
evaluar: (1) si las respuestas de linfocitos T potentes podrian generarse para multiples
epitopos incorporados en un casete de expresion unico; (2) qué hace un enlazador 6ptimo
colocado entre los TSNA dentro del casete de expresién que conduce a un procesamiento
y presentacion 6ptima de todos los epitopos; (3) si la posicion relativa de los epitopos dentro
del casete tienen un efecto en las respuestas de linfocitos T; (4) si la cantidad de epitopos
dentro de un casete influencia la magnitud o calidad de las respuestas del linfocito T a
epitopos individuales; (5) si la adicidon de las secuencias de direccionamiento celular mejora
las respuestas de linfocitos T.

Se desarrollaron dos lecturas para evaluar la presentacion de antigenos y
respuestas de linfocitos T especificas para los epitopos marcadores dentro de los casetes
modelo: (1) un analisis basado en células in vitro que permite la evaluacién de la
presentacion del antigeno como determinada por la activacién de linfocitos T indicadores
especialmente disefiados (Aarnoudse et al., 2002; Nagai et al., 2012); y (2) un ensayo in
vivo que utilizd ratones transgénicos HLA-A2 (Vitiello et al., 1991) para evaluar la

inmunogenicidad luego de la vacunacién de epitopos derivados del casete de origen
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humano por sus respuestas de linfocitos T especificos del epitopo correspondientes (Cornet
et al., 2006; Depla et al., 2008; Ishioka et al., 1999).

XIV.B. Evaluacion del disefio del casete del neoantigeno

XIV.B.1. Métodos y materiales

Disefio y clonaciéon del TCR y el casete

Los TCR seleccionados reconocen péptidos NLVPMVATV (SEQ ID NO: 128) (PDB#
5D2N), CLGGLLTMV (SEQ ID NO: 129) (PDB#3REV), GILGFVFTL (SEQ ID NO: 130)
(PDB#10GA), LLFGYPVYV (SEQ ID NO: 131) (PDB#1AO7) cuando se presentan
mediante A*0201. Se construyeron vectores de transferencia que contienen subunidades
de TCR unidas al péptido 2A (beta seguido de alfa), los IRES de EMCV y subunidades CD8
unidas a 2A (beta seguida por alfa y por el gen de resistencia de puromicina). Las
secuencias de marco abierto se optimizaron por codones y se sintetizaron mediante
GeneAtrt.

Generacion de lineas celulares para estudios de procesamiento y
presentacion del epitopo in vitro

Se adquirieron péptidos de Prolmmune o Genscript diluidos hasta 10 mg/mL con
tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) con 10 mM en agua/DMSO (2:8, v/v). El medio de cultivo
celular y complementos, a menos que se establezca lo contrario, se obtuvieron de Gibco.
El suero bovino fetal inactivado con calor (GBShi) se obtuvo de Seradigm. QUANTI-Luc
Substrate, Zeocin, y Puromycin se obtuvieron de InvivoGen. Las células NFAT Jurkat-Lucia
(InvivoGen) se mantuvieron en RPMI 1640 complementado con FBShi al 10 %, piruvato de
sodio y Zeocina 100 pg/mL. Una vez que se transducen, estas células recibieron
adicionalmente puromicina 3 pg/mL. Las células T2 (ATCC CRL-1992) se cultivaron en
medio Iscove (IMDM) mas FBShi al 20 %. Las células U-87 MG (ATCC HTB-14) se
mantuvieron en un medio MEM Eagles complementado con FBShi al 10 %.

Las células NFAT Jurkat-Lucia contienen una construccion indicadora Lucia que
puede inducirse mediante NFAT. El gen Lucia, cuando se activa mediante el acoplamiento
del receptor de linfocitos T (TCR) provoca la segregacion de una luciferasa que utiliza
coelenterazina en el medio de cultivo. Esta luciferasa puede medirse mediante el uso del
reactivo de deteccion de luciferasa QUANTI-Luc. Las células Jurkat-Lucia se transdujeron
con lentivirus para expresar TCR especificas de antigenos. Se obtuvo el vector de
transferencia de lentivirus derivado de VIH de GeneCopoeia y los plasmidos de soporte de
lentivirus que expresan VSV-G (pCMV-VsvG), Rev (pRSV-Rev) y Gag-pol (pCgpV) se

obtuvieron de Cell Design Labs.
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Se prepararon lentivirus mediante transfeccion de matraces T75 con confluencia de
50-80 % de células HEK293 con Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher), con el uso de 40 pl
de lipofectamina y 20 pg de la mezcla de ADN (4:2:1:1 en peso del plasmido de
transferencia:pCgpV:pRSV-Rev:pCMV-VsvG). 8-10 mL del medio con virus se
concentraron mediante el uso del sistema Lenti-X (Clontech), y el virus se resuspendio en
100-200 pl de medio fresco. Se utilizd este volumen para superponer un volumen igual de
células Jurkat-Lucia (se utilizaron células 5x10E4-1x10E6 en diferentes experimentos).
Luego del cultivo en 0,3 pg/ml de medio con puromicina, las células se clasificaron para
obtener capacidad de clonacién. Estos clones de TCR de Jurkat-Lucia se evaluaron para
determinar la actividad y selectividad mediante el uso de células T2 cargadas con péptidos.

Ensayo de procesamiento y presentacion de epitopos in vitro

Los linfocitos T2 se utilizan normalmente para examinar el reconocimiento del
antigeno mediante TCR. Los linfocitos T2 no tienen un transportador de péptidos para el
procesamiento de antigenos (con deficiencia de TAP) y no pueden cargar péptidos
endogenos en el reticulo endoplasmatico para la presentacion en el MHC. Sin embargo, los
linfocitos T2 pueden cargarse facilmente con péptidos exdégenos. Los cinco péptidos
marcadores (NLVPMVATV (SEQ ID NO: 128), CLGGLLTMV (SEQ ID NO: 129),
GLCTLVAML (SEQ ID NO: 132), LLFGYPVYV (SEQ ID NO: 131), GILGFVFTL (SEQ ID
NO: 130) y dos péptidos irrelevantes (WLSLLVPFV (SEQ ID NO: 133), FLLTRICT (SEQ ID
NO: 134) se cargaron en linfocitos T2. Brevemente, los linfocitos T2 se contaron y diluyeron
hasta 1x106 células/mL con IMDM mas FBShi al 1 %. Se agregaron péptidos hasta obtener
10 pg de péptido/1x106 células. Las células se incubaron luego a 37 °C durante 90 minutos.
Se lavaron las células dos veces con IMDM mas FBShi al 20 % diluidas hasta 5x10E5
células/mL y se colocaron 100 pL en placas de 96 pocillos Costar para cultivo de tejidos.
Se contaron y se diluyeron clones de TCR Jurkat-Lucia hasta 5x10E5 células/mL en RPMI
1640 mas FBShi al 10 % y se agregaron 100 yL a las células T2. Se incubaron placas
durante la noche 37 °C, CO2 al 5 %. Las placas se centrifugaron a 400 g durante 3 minutos
y se retiraron 20 pL del sobrenadante a una placa Greiner de fondo plano blanca. Se
prepard sustrato QUANTI-Luc de acuerdo con las instrucciones y se agregaron 50
ML/pocillo. Se leyé la expresidn de luciferasa en un dispositivo molecular SpectraMax iE3x.

Para evaluar la presentacion del epitopo del marcador mediante los casetes
adenovirales, se utilizaron células U-87 MG como células que presentan antigenos
sustitutos (APC) y se transdujeron con los vectores adenovirales. Se cosecharon células U-

87 MG y se colocaron en placas en medio de cultivo como 5x10E5 células/100 pl en una
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placa para cultivo de tejido Costar de 96 pocillos. Las placas se incubaron durante
aproximadamente 2 horas a 37 °C. Se diluyeron casetes adenovirales con MEM mas FBShi
al 10 % hasta una MOI de 100, 50, 10, 5, 1 y 0 y se agregaron las células U-87 MG como
5 ul/pocillo. Las placas se incubaron nuevamente durante aproximadamente 2 horas a 37
°C. Se contaron y se diluyeron clones de TCR Jurkat-Lucia hasta 5x10E5 células/mL en
RPMI mas FBShi al 10 % y se agregaron a las células U-87 MG como 100 uL/pocillo. Las
placas se incubaron nuevamente durante aproximadamente 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 %.
Las placas se centrifugaron a 400 g durante 3 minutos y se retiraron 20 pL del sobrenadante
a una placa Greiner de fondo plano blanca. Se preparé sustrato QUANTI-Luc de acuerdo
con las instrucciones y se agregaron 50 pL/pocillo. Se leyo la expresion de luciferasa en un
dispositivo molecular SpectraMax iE3x.

Cepas de ratén para estudios de inmunogenicidad

Se obtuvieron ratones HLA-A2.1 (HLA-A2 Tg) transgénico de Taconic Labs, Inc.
Estos ratones portan un transgen que consiste en una molécula de clase | quimérica que
consiste en el lider HLA-A2.1, dominios a1 y a2 y los dominios H2-Kb a3 murino,
transmembrana y citoplasmatico (Vitiello et al., 1991). Los ratones utilizados para estos
estudios fueron progenie de la primera generacién (F1) de hembras BALB/cAnNTac de tipo
salvaje y machos HLA-A2.1 Tg homocigotos en la referencia C57BI/6).

Inmunizaciones del vector de adenovirus (Ad5v)

Los ratones HLA-A2 Tg se inmunizaron con particulas 1x10'0 a 1x108 virales de
vectores adenovirales mediante inyeccién intramuscular bilateral en el tibial anterior. Las
respuestas inmunitarias se midieron 12 dias después de la inmunizacion.

Aislamiento de linfocitos

Se aislaron linfocitos de bazos y nodos linfaticos recientemente recolectados de
ratones inmunizados. Los tejidos se disociaron en RPMI con suero bovino fetal al 10 % con
penicilina y estreptomicina (RPMI completo) mediante el uso del disociador de tejido
GentleMACS de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis immunospot ligado a enzimas (ELISPOT) ex vivo

El andlisis ELISPOT se llevé a cabo de acuerdo con los lineamientos generales de
armonizacién ELISPOT (Janetzki et al., 2015) con el kit ELISpotPLUS de IFNg de ratén
(MABTECH). Se incubaron 1x10° esplenocitos con 10 uM de los péptidos indicados durante
16 horas en placas recubiertas con anticuerpo de IFNg de 96 pocillos. Se desarrollaron
manchas mediante el uso de fosfatasa alcalina. Se marca una duracion de 10 minutos para

la reaccion y se inactiva la reaccion al colocar la placa bajo agua del grifo. Se contaron las
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manchas mediante el uso de un AID vSpot Reader Spectrum. Para el analisis ELISPOT,
los pocillos con una saturacion > 50 % se registraron como «cantidad excesiva para
contar». Las muestras con una desviacion de los pocillos replicados > 10 % se excluyeron
del andlisis. Luego, se corrigieron los conteos de manchas con respecto a la confluencia de
pocillos mediante el uso de la formula: conteo de manchas + 2 x (conteo de manchas x %
de confluencia /[100 % - % de confluencia]). Se corrigié el fondo negativo mediante la
eliminacion de los conteos de manchas en los pocillos de estimulacion peptidica de caracter
negativo de los pocillos estimulados con antigenos. Finalmente, los pocillos etiquetados
como «cantidad excesiva para contar» se ajustaron al valor corregido observado mas alto,
con redondeo hasta el multiplo de cien mas cercano.

Tincion de citosina intracelular (ICS) ex vivo y andlisis de citometria de flujo

Los linfocitos aislados recientemente a una densidad de 2-5x108 células/mL se
incubaron con 10 yM de los péptidos indicados durante 2 horas. Luego de dos horas, se
agrego brefeldin A a una concentracién de 5 ug/ml y las células se incubaron con un
estimulante durante 4 horas adicionales. Luego de la estimulacion, se etiquetaron células
viables con un tinte de viabilidad ajustable eFluor780 de acuerdo con el protocolo del
fabricante y se tifieron con APC anti-CD8 (clon 53-6.7, BioLegend) a una dilucién 1:400. Se
utilizé anti-IFNg PE (clon XMG1.2, BioLegend) a 1:100 para la tincién intracelular. Las
muestras se recolectaron en un citdémetro de flujo Attune NxT (Thermo Scientific). Los datos
de la citometria de flujo se graficaron y se analizaron mediante el uso de FlowJo. Para
analizar el grado de respuesta especifica al antigeno, se calculé tanto el porcentaje de
IFNg+ de las células CD8+ como la cantidad de células IFNg+ total/1x10° de células vivas
en respuesta a cada estimulante de péptidos.

XIV.B.2. Evaluacioén in vitro de disefos del casete de neoantigenos

Como ejemplo de la evaluacion del disefio del casete de neoantigenos, se desarrolld
un ensayo basado en células in vitro para evaluar si los epitopos humanos seleccionados
dentro de los casetes de vacunas modelo fueron expresados, procesados y presentados
por células que presentan antigenos (Figura 15). Luego del reconocimiento, los linfocitos T
indicadores que fueron disenados para expresar uno de cinco TCR especificos para
combinaciones de péptido-HLA ampliamente caracterizadas se activan y traslocan el factor
nuclear de linfocitos T activados (NFAT, por sus siglas en inglés) en el nucleo lo que
conduce a la activacion transcripcional de un gen indicador de luciferasa. La estimulacion
antigénica de las lineas de linfocitos T CD8 se cuantific6 mediante bioluminiscencia.

Se modificaron las lineas indicadoras Jurkat-Lucia individuales mediante
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transduccion lentiviral con una construccion de expresion que incluye una cadena de TCR
beta y de TCR alfa especifica para el antigeno separada por una secuencia de omision
ribosdmica P2A para asegurar las cantidades equimolares del producto traducido (Banu et
al., 2014) La adicion de un segundo elemento CD8 beta-P2A-CDS8 alfa a la construccién
lentiviral proporcioné la expresion del correceptor de CD8, que no se encuentra en la linea
celular indicadora original, ya que el CD8 en la superficie celular es crucial para que la
afinidad de union se dirija a moléculas pMHC y potencie la sefalizacion a través del
acoplamiento de su cola citoplasmatica (Lyons et al., 2006; Yachi et al., 2006).

Luego de la transduccion lentiviral, los indicadores Jurkat-Lucia se expandieron en
una seleccion de puromicina, sometida a clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés) y se evaluaron las poblaciones monoclonales
para determinar la expresion de luciferasa. Esto proporcioné lineas celulares indicadoras
transducidas de forma estable para los antigenos de péptidos especificos 1, 2, 4 y 5 con

respuestas celulares funcionales. (Tabla 2).

Tabla 2: Desarrollo de un ensayo de activacion de linfocitos T in vitro. El
reconocimiento de linfocitos T especificos de péptidos mediante induccién de luciferasa

indica el procesamiento y presentacion eficaz de los antigenos del casete de vacuna.

Disefio del casete corto
Epitopo AAY
1 245+0,5
2 11,3+ 0,4
3* n/a
4 26,1 + 3,1
5 46,3+ 1,9

* Linfocito T indicador para el epitopo 3 no generado aun

En otro ejemplo, una serie de casetes cortos, todos los epitopos se incorporaron en
la misma posicion (Figura 16A) y solamente los enlazadores que separan los epitopos

restringidos HLA-A*0201 (Figura 16B) fueron variados. Los linfocitos T indicadores se
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mezclaron individualmente con células que presentan antigenos (APC) U-87 que se
infectaron con construcciones adenovirales que expresan casetes cortos, y la expresién de
luciferasa se midid con respecto a controles no infectados. Los cuatro antigenos en los
casetes modelo fueron reconocidos por linfocitos T indicadores correspondientes, lo que
demuestra un procesamiento y una presentacion eficaz de multiples antigenos. La magnitud
de las respuestas de linfocitos T siguié tendencias ampliamente similares para los
enlazadores naturales y AAY. Los antigenos liberados del casete a base del enlazador RR
muestra inducciones de luciferasa inferiores (Tabla 3). El enlazador de DPP, disefiado para
interrumpir el procesamiento del antigeno, produjo un casete de vacuna que condujo a una

presentacion del epitopo pobre (Tabla 3).

Tabla 3: Evaluacion de las secuencias de enlace en casetes cortos. La induccion
de luciferasa en el ensayo de activacion de linfocitos T in vitro indicé que, aparte del casete
basado en DPP, todos los enlazadores facilitaron una liberacion eficaz de los antigenos del
casete. El epitopo de linfocitos T solamente (sin enlazador) = 9AA, enlazador natural un
solo lado = 17AA, enlazador natural ambos lados = 25AA, enlazadores no naturales = AAY,
RR, DPP.

Disefios del casete corto
Epitopo 9AA 17AA 25AA AAY RR DPP
1 33,6 +0,9 42,8+ 2,1 42,3+23 245+0,5 21,7+0,9 0,9+0,1
2 12,0+ 0,9 10,3+ 0,6 14,6 £ 04 11,3+ 0,4 85%0,3 1,1+0,2
3* n/a n/a n/a n/a n/a n/a
4 26,6 +2,5 16,1+ 0,6 16,6 £ 0,8 26,1+ 3,1 12,5+0,8 1,3+0,2
5 29,7+0,6 21,2+0,7 243+14 46,3+1,9 19,7+ 0,4 1,3+0,1

* Linfocito T indicador para el epitopo 3 no generado aun
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En otro ejemplo, se construyd una serie de casetes cortos que, aparte de epitopos
humanos y de raton, contuvieron secuencias de direccionamiento tales como ubiquitina
(Ub), péptidos de sefial de MHC e Ig-kappa (SP) y/o motivos transmembrana (TM) de MHC
posicionados ya sea en el extremo N o C del casete. (Figura 17). Cuando se administran
APC U-87 mediante un vector adenoviral, los linfocitos T indicadores demostraron
nuevamente un procesamiento y presentacion eficaces de multiples antigenos derivados
del casete. Sin embargo, la magnitud de respuestas de linfocitos T no se vio

significativamente afectada por las diversas caracteristicas de direccionamiento (Tabla 4).

Tabla 4: Evaluacion de secuencias de direccionamiento celular agregadas a
casetes de vacuna modelo. El empleo del ensayo de activacion de linfocitos T in vitro
demostré que los cuatro epitopos marcadores restringidos HLA-A*0201 se liberan de forma
eficaz de los casetes modelo y las secuencias de direccionamiento no mejoraron

significativamente el reconocimiento y activacion de linfocitos T.

Disefios del casete corto
Epitopo | A B Cc D E F G H | J
1 325 +|318 £[291 +|291 +|284 +|204 +|350 +|303 +|225 +|38,1 ¢
1,5 0,8 1,2 1,1 0,7 0,5 1,3 2,0 0,9 1,6
2 6,1+02 (63 |76 |70 +|59 |37 |76 +|54 +|62 |64 ¢
0,2 0,4 0,5 0,2 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3
3* n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
4 123 + | 141 (122 +£ | 137 | 11,7 +|[106 +£| 110 |76 | 161 +|87 =
1,1 0,7 0.8 1,0 0.8 0.4 0,6 0,6 0,5 0,5
5 444 +|536 +|499 +|505 +|417 +|36,1 +|465 +|314 +|754 +|357
2,8 1,6 3,3 2,8 2,8 1,1 2,1 0,6 1,6 2,2

* Linfocito T indicador para el epitopo 3 no generado aun
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XIV.B.3. Evaluacion in vivo de diseifios del casete de neoantigenos

A modo de ejemplo adicional de la evaluaciéon del diseio del casete de
neoantigenos, los casetes de vacuna se disefiaron para contener 5 epitopos de MHC clase
I humanos ampliamente caracterizados conocidos por estimular los linfocitos T CD8 de una
forma restringida a HLA-A*02:01 (Figura 16A, 17, 19A). Para la evaluacion de su
inmunogenicidad in vivo, los casetes vacuna que contienen estos epitopos marcadores se
incorporaron en vectores adenovirales y se utilizaron para infectar ratones transgénicos
HLA-A2 (Figura 18). Este modelo de ratdon porta un transgen que consiste en parte en HLA-
A*0201 y H2-Kb de ratén, por lo que codifica una molécula de MHC clase | quimérica que
consiste en los dominios HLA-A2.1 lider, a1 y a2 ligados al dominio a3, transmembrana y
citoplasmatico de H2-Kb (Vitiello et al., 1991). La molécula quimérica permite una
presentacion del antigeno restringida a HLA-A*02:01 mientras se mantiene la interaccion
emparejada con las especies del correceptor CD8 con el dominio a3 en el MHC.

Para los casetes cortos, todos los epitopos marcadores generaron una respuesta
de linfocitos T potente, como se determina mediante ELISPOT de IFN-gamma, que fue
aproximadamente 10-50 veces mas potente de lo que se describe comunmente (Cornet et
al., 2006; Depla et al., 2008; Ishioka et al., 1999). De todos los enlazadores evaluados, el
concatémero de secuencias 25mer, cada uno con un epitopo minimo flanqueado por sus
secuencias de aminoacidos naturales, generaron la respuesta de linfocitos T mas grande y
amplia (Tabla 5). La tinciéon de citosinas intracelular (ICS) y el analisis de citometria de flujo
reveld que las respuestas de linfocitos T especificos del antigeno se derivan de linfocitos T
CD8.

Tabla 5: Evaluacion in vivo de las secuencias de enlace en casetes cortos. Los datos de
ELISPOT indicaron que los ratones transgénicos HLA-A2, 17 dias luego de la infeccion con
particulas virales de adenovirus 1e11, generaron una respuesta de linfocitos T a todos los

epitopos restringidos de MHC clase | en el casete.

Disenos del casete corto
Epitopo 9AA 17AA 25AA AAY RR DPP
1 2020+/-583 2505+/-1281 6844+/-956 1489+/-762 1675+/-690 1781+/-774
2 4472+/-755 3792+/-1319 7629+/-996 3851+/-1748 4726+/-1715 5868+/-1427
3 5830+/-315 3629+/-862 7253+/-491 4813+/-1761 6779+/-1033 7328+/-1700
4 5536+/-375 2446+/-955 2961+/-1487 4230+/-1759 6518+/-909 7222+/-1824
5 8800+/-0 7943+/-821 8423+/-442 8312+/-696 8800+/-0 1836+/-328
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En otro ejemplo, se construydé una serie de casetes de vacuna y se incorporo en
vectores adenovirales que, junto con los 5 epitopos marcadores originales, contuvieron 16
epitopos HLA-A*02:01, A*03:01 y B*44:05 adicionales con reactividad a linfocitos T CD8
conocida (Figura 19A, B). El tamafio de estos casetes largos imitd estrechamente el disefio
del casete clinico final y solamente vari6 la posicion de los epitopos con respecto uno del
otro. Las respuestas de linfocitos T CD8 fue comparable en magnitud y amplitud para tanto
casetes de vacuna largos como cortos, lo que demuestra que (a) la adicién de mas epitopos
no tuvo un impacto en la magnitud de la respuesta inmunitaria al conjunto original de

epitopos y (b) la posicién de un epitopo en un casete no influencio la respuesta consiguiente

de linfocitos T a este (Tabla 6).

Tabla 6: Evaluacion in vivo del impacto de la posicidn del epitopo en casetes largos.
Los datos de ELISPOT indicaron que los ratones transgénicos HLA-A2, 17 dias luego de la
infeccidon con particulas virales de adenovirus 5e10, generaron una respuesta de linfocitos

T comparable en magnitud para tanto casetes de vacuna largos como cortos.

167

Disefios del casete largo
Epitopo Estandar Desalineado Corto
1 863+/-1080 804+/-1113 1871+/-2859
2 6425+/-1594 28+/-62 5390+/-1357
3* 23+/-30 36+/-18 0+/-48
4 2224+/-1074 2727+/-644 2637+/-1673
5 7952+/- 8100+/-0 8100+/-0

* Se sospecha que un error técnico caus6 una ausencia de respuesta de linfocitos
T

XIV.B.4. Diseiio del casete de neoantigenos para estudios de

inmunogenicidad y toxicologicos

En resumen, los hallazgos de las evaluaciones del casete modelo (Figura 16-19,

Tablas 2-6) demostré que, para los casetes de vacuna modelo, se logré una
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inmunogenicidad 6ptima cuando se empled un enfoque de «tira de cuentas» que codifica
alrededor de 20 epitopos en el contexto de un vector a base de adenovirus. Los epitopos
se ensamblaron mejor mediante la concatenacién de secuencias 25mer, cada una integra
un epitopo de linfocito T CD8 minimo (por ejemplo, 9 residuos de aminoacidos) que fueron
flanqueados en ambos lados por su secuencia de péptidos natural circundante (por ejemplo,
8 residuos de aminoacidos en cada lado). Como se utiliza en la presente, una secuencia
flanqueante «natural» o «nativa» hace referencia a la secuencia flanqueante en el extremo
N y/o C de un epitopo dado en el contexto natural de ese epitopo dentro de su proteina de
fuente. Por ejemplo, el epitopo de MHC | HCMV pp65 NLVPMVATYV (SEQ ID NO: 128) esta
flanqueado en su extremo 5' por la secuencia 5' WQAGILAR (SEQ ID NO: 135 en su 3' por
la secuencia 3' natural QGQNLKYQ (SEQ ID NO: 136), por lo que genera el péptido 25mer
WQAGILARNLVPMVATVQGQNLKYQ (SEQ ID NO: 137) encontrado dentro de la proteina
fuente HCMV pp65. La secuencia natural también puede hacer referencia a una secuencia
de nucledtidos que codifica un epitopo flanqueado por una o mas secuencias flanqueantes
naturales. Cada secuencia 25mer se conecta directamente a la siguiente secuencia 25mer.
En los casos donde el epitopo de linfocito T CD8 minimo es mayor que o menor que 9
aminoacidos, la longitud del péptido flanqueante puede ajustarse de forma tal que la
longitud total sea aun una secuencia de péptidos 25mer. Por ejemplo, un epitopo de linfocito
T CD8 de 10 aminoacidos puede estar flanqueada por una secuencia de 8 aminoacidos y
una de 7 aminoacidos. El concatémero fue seguido por dos epitopos de MHC clase Il
universales que fueron incluidos para estimular los linfocitos T CD4 auxiliares y mejorar la
inmunogenicidad in vivo general de los antigenos del casete de vacuna. (Alexander et al.,
1994; Panina-Bordignon et al., 1989). Los epitopos de clase Il se enlazaron al final del
epitopos de clase | mediante un enlazador de aminoacidos GPGPG (SEQ ID NO:56). Los
dos epitopos de clase Il también se enlazaron entre si mediante un enlazador de
aminoacidos GPGPG (SEQ ID NO: 56), asi como también flanqueados en el extremo C por
un enlazador de aminoacido GPGPG (SEQ ID NO: 56). Ni la posicién ni la cantidad de
epitopos demostraron tener un impacto sustancial en el reconocimiento o la respuesta de
linfocitos T. Las secuencias de direccionamiento tampoco parecieron afectar
sustancialmente la inmunogenicidad de los antigenos derivados del casete.

A modo de ejemplo adicional, en funcién de datos in vitro e in vivo obtenidos con
casetes modelo (Figura 16-19, Tabla 2-6), se generd un disefio de casete que alterna
epitopos caracterizados ampliamente de linfocitos T conocidos por ser inmunogénicos en

primates no humanos (NHP), ratones y seres humanos. Los 20 epitopos, todos integrados
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en sus secuencias 25mer naturales, son seguidos de dos epitopos de MHC clase I
universales que estuvieron presentes en todos los casetes modelo evaluados (Figura 20).
Este disefio de casete se utilizdé para estudiar la inmunogenicidad, asi como también los
estudios de farmacologia y toxicologia en multiples especies.

XV. Vector de administracion del casete de neoantigenos de ChAd

XV.A. Construccioén del vector de administracion del casete de neoantigenos
de ChAd

En un ejemplo, se disefié adenovirus de chimpanceé (ChAd) para constituir un vector
de administracion para casetes de neoantigenos. En un ejemplo adicional, se sintetizé un
vector ChAdV68 de longitud completa en funcion de AC_000011.1 (secuencia 2 de la
patente US 6083716) con las secuencias E1 (nt 457 a 3014) y E3 (nt 27.816- 31.332)
eliminadas. Los genes indicadores bajo control del promotor/potenciador de CMV se
insertaron en lugar de las secuencias E1 eliminadas. La transfeccion de este clon en células
HEK293 no proporciond un virus infeccioso. Para confirmar la secuencia del virus C68 de
tipo salvaje, se obtuvo un aislado VR-594 del ATCC, se sometio a pasaje y luego se sometiod
a secuenciacion independiente (SEQ ID NO:10). Cuando se compara la secuencia
AC_000011.1 con la secuencia de ATCC VR-594 (SEQ ID NO:10) del virus ChAdV68 de
tipo salvaje, se identificaron 6 diferencias de nucleétidos. En un ejemplo, se generd un
vector ChAdV68 modificado en funciéon de AC_000011.1, con los nucleotidos de ATCC VR-
594 correspondientes sustituidos en cinco posiciones (ChAdV68.5WTnt SEQ ID NO:1).

En otro ejemplo, se generé un vector ChAdV68 modificado en funcion de
AC_000011.1 con las secuencias E1 (nt 577 a 3403) y E3 eliminadas y los nucleétidos
ATCC VR-594 correspondientes sustituidos en cuatro posiciones. Una GFP indicadora
(ChAdV68.4WTnt.GFP; SEQ ID NO:11) o casete de neoantigeno modelo
(ChAdV68.4WTnt.MAG25mer; SEQ ID NO:12) bajo control del promotor/potenciador de
CMV se insertd en lugar de las secuencias E1 eliminadas.

En otro ejemplo, se generé un vector ChAdV68 modificado en funcion de
AC_000011.1 con las secuencias E1 (nt 577 a 3403) y E3 (nt 27.125- 31.825) eliminadas y
los nucledtidos ATCC VR-594 correspondientes sustituidos en cinco posiciones. Una GFP
indicadora (ChAdV68.5WTnt.GFP; SEQ ID NO:13) o casete de neoantigeno modelo
(ChAdV68.5WTnt.MAG25mer; SEQ ID NO:2) bajo control del promotor/potenciador de

CMV se insert6 en lugar de las secuencias E1 eliminadas.
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Secuencia de ChAdVC68 de cadena complete “ChAdV68.5WTnt” (SEQ ID NO:1);
secuencia AC _000011.1 con nucledétidos de ATCC VR-594 correspondientes
sustituidos en cinco posiciones.

CCATCTTCAATAATATACCTCAAACTTTTTGTGCGCGTTAATATGCAAATGAGGCGTTTGAATTTGGGGAG
GAAGGGCGGTGATTGGTCGAGGGATGAGCGACCGTTAGGGGCGGGGCGAGTGACGTTTTGATGACGTGGTT
GCGAGGAGGAGCCAGTTTGCAAGTTCTCGTGGGAAAAGTGACGTCAAACGAGGTGTGGTTTGAACACGGAA
ATACTCAATTTTCCCGCGCTCTCTGACAGGAAATGAGGTGTTTCTGGGCGGATGCAAGTGAAAACGGGCCA
TTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGAAAATCTGAGTAATTTCGCGTTTATGGCAGGGAGGAGTATTT
GCCGAGGGCCGAGTAGACTTTGACCGATTACGTGGGGGTTTCGATTACCGTGTTTTTCACCTAAATTTCCG
CGTACGGTGTCAAAGTCCGGTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCTGATCGCCAGGGTATTTAAACCTGCGCTCT
CCAGTCAAGAGGCCACTCTTGAGTGCCAGCGAGAAGAGTTTTCTCCTCCGCGCCGCGAGTCAGATCTACAC
TTTGAAAGATGAGGCACCTGAGAGACCTGCCCGATGAGAAAATCATCATCGCTTCCGGGAACGAGATTCTG
GAACTGGTGGTAAATGCCATGATGGGCGACGACCCTCCGGAGCCCCCCACCCCATTTGAGACACCTTCGCT
GCACGATTTGTATGATCTGGAGGTGGATGTGCCCGAGGACGATCCCAATGAGGAGGCGGTAAATGATTTTT
TTAGCGATGCCGCGCTGCTAGCTGCCGAGGAGGCTTCGAGCTCTAGCTCAGACAGCGACTCTTCACTGCAT
ACCCCTAGACCCGGCAGAGGTGAGAAAAAGATCCCCGAGCTTAAAGGGGAAGAGATGGACTTGCGCTGCTA
TGAGGAATGCTTGCCCCCGAGCGATGATGAGGACGAGCAGGCGATCCAGAACGCAGCGAGCCAGGGAGTGC
AAGCCGCCAGCGAGAGCTTTGCGCTGGACTGCCCGCCTCTGCCCGGACACGGCTGTAAGTCTTGTGAATTT
CATCGCATGAATACTGGAGATAAAGCTGTGTTGTGTGCACTTTGCTATATGAGAGCTTACAACCATTGTGT
TTACAGTAAGTGTGATTAAGTTGAACTTTAGAGGGAGGCAGAGAGCAGGGTGACTGGGCGATGACTGGTTT
ATTTATGTATATATGTTCTTTATATAGGTCCCGTCTCTGACGCAGATGATGAGACCCCCACTACAAAGTCC
ACTTCGTCACCCCCAGAAATTGGCACATCTCCACCTGAGAATATTGTTAGACCAGTTCCTGTTAGAGCCAC
TGGGAGGAGAGCAGCTGTGGAATGTTTGGATGACTTGCTACAGGGTGGGGTTGAACCTTTGGACTTGTGTA
CCCGGAAACGCCCCAGGCACTAAGTGCCACACATGTGTGTTTACTTGAGGTGATGTCAGTATTTATAGGGT
GTGGAGTGCAATAAAAAATGTGTTGACTTTAAGTGCGTGGTTTATGACTCAGGGGTGGGGACTGTGAGTAT
ATAAGCAGGTGCAGACCTGTGTGGTTAGCTCAGAGCGGCATGGAGATTTGGACGGTCTTGGAAGACTTTCA
CAAGACTAGACAGCTGCTAGAGAACGCCTCGAACGGAGTCTCTTACCTGTGGAGATTCTGCTTCGGTGGCG
ACCTAGCTAGGCTAGTCTACAGGGCCAAACAGGATTATAGTGAACAATTTGAGGTTATTTTGAGAGAGTGT
TCTGGTCTTTTTGACGCTCTTAACTTGGGCCATCAGTCTCACTTTAACCAGAGGATTTCGAGAGCCCTTGA
TTTTACTACTCCTGGCAGAACCACTGCAGCAGTAGCCTTTTTTGCTTTTATTCTTGACAAATGGAGTCAAG
AAACCCATTTCAGCAGGGATTACCAGCTGGATTTCTTAGCAGTAGCTTTGTGGAGAACATGGAAGTGCCAG
CGCCTGAATGCAATCTCCGGCTACTTGCCGGTACAGCCGCTAGACACTCTGAGGATCCTGAATCTCCAGGA
GAGTCCCAGGGCACGCCAACGTCGCCAGCAGCAGCAGCAGGAGGAGGATCAAGAAGAGAACCCGAGAGCCG
GCCTGGACCCTCCGGCGGAGGAGGAGGAGTAGCTGACCTGTTTCCTGAACTGCGCCGGGTGCTGACTAGGT
CTTCGAGTGGTCGGGAGAGGGGGATTAAGCGGGAGAGGCATGATGAGACTAATCACAGAACTGAACTGACT
GTGGGTCTGATGAGTCGCAAGCGCCCAGAAACAGTGTGGTGGCATGAGGTGCAGTCGACTGGCACAGATGA
GGTGTCGGTGATGCATGAGAGGTTTTCTCTAGAACAAGTCAAGACTTGTTGGTTAGAGCCTGAGGATGATT
GGGAGGTAGCCATCAGGAATTATGCCAAGCTGGCTCTGAGGCCAGACAAGAAGTACAAGATTACTAAGCTG
ATAAATATCAGAAATGCCTGCTACATCTCAGGGAATGGGGCTGAAGTGGAGATCTGTCTCCAGGAAAGGGT
GGCTTTCAGATGCTGCATGATGAATATGTACCCGGGAGTGGTGGGCATGGATGGGGTTACCTTTATGAACA
TGAGGTTCAGGGGAGATGGGTATAATGGCACGGTCTTTATGGCCAATACCAAGCTGACAGTCCATGGCTGC
TCCTTCTTTGGGTTTAATAACACCTGCATCGAGGCCTGGGGTCAGGTCGGTGTGAGGGGCTGCAGTTTTTC
AGCCAACTGGATGGGGGTCGTGGGCAGGACCAAGAGTATGCTGTCCGTGAAGAAATGCTTGTTTGAGAGGT
GCCACCTGGGGGTGATGAGCGAGGGCGAAGCCAGAATCCGCCACTGCGCCTCTACCGAGACGGGCTGCTTT
GTGCTGTGCAAGGGCAATGCTAAGATCAAGCATAATATGATCTGTGGAGCCTCGGACGAGCGCGGCTACCA
GATGCTGACCTGCGCCGGCGGGAACAGCCATATGCTGGCCACCGTACATGTGGCTTCCCATGCTCGCAAGC
CCTGGCCCGAGTTCGAGCACAATGTCATGACCAGGTGCAATATGCATCTGGGGTCCCGCCGAGGCATGTTC
ATGCCCTACCAGTGCAACCTGAATTATGTGAAGGTGCTGCTGGAGCCCGATGCCATGTCCAGAGTGAGCCT
GACGGGGGTGTTTGACATGAATGTGGAGGTGTGGAAGATTCTGAGATATGATGAATCCAAGACCAGGTGCC
GAGCCTGCGAGTGCGGAGGGAAGCATGCCAGGTTCCAGCCCGTGTGTGTGGATGTGACGGAGGACCTGCGA
CCCGATCATTTGGTGTTGCCCTGCACCGGGACGGAGTTCGGTTCCAGCGGGGAAGAATCTGACTAGAGTGA
GTAGTGTTCTGGGGCGGGGGAGGACCTGCATGAGGGCCAGAATAACTGAAATCTGTGCTTTTCTGTGTGTT
GCAGCAGCATGAGCGGAAGCGGCTCCTTTGAGGGAGGGGTATTCAGCCCTTATCTGACGGGGCGTCTCCCC
TCCTGGGCGGGAGTGCGTCAGAATGTGATGGGATCCACGGTGGACGGCCGGCCCGTGCAGCCCGCGAACTC
TTCAACCCTGACCTATGCAACCCTGAGCTCTTCGTCGTTGGACGCAGCTGCCGCCGCAGCTGCTGCATCTG
CCGCCAGCGCCGTGCGCGGAATGGCCATGGGCGCCGGCTACTACGGCACTCTGGTGGCCAACTCGAGTTCC
ACCAATAATCCCGCCAGCCTGAACGAGGAGAAGCTGTTGCTGCTGATGGCCCAGCTCGAGGCCTTGACCCA
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GCGCCTGGGCGAGCTGACCCAGCAGGTGGCTCAGCTGCAGGAGCAGACGCGGGCCGCGGTTGCCACGGTGA
AATCCAAATAAAAAATGAATCAATAAATAAACGGAGACGGTTGTTGATTTTAACACAGAGTCTGAATCTTT
ATTTGATTTTTCGCGCGCGGTAGGCCCTGGACCACCGGTCTCGATCATTGAGCACCCGGTGGATCTTTTCC
AGGACCCGGTAGAGGTGGGCTTGGATGTTGAGGTACATGGGCATGAGCCCGTCCCGGGGGTGGAGGTAGCT
CCATTGCAGGGCCTCGTGCTCGGGGGTGGTGTTGTAAATCACCCAGTCATAGCAGGGGCGCAGGGCATGGT
GTTGCACAATATCTTTGAGGAGGAGACTGATGGCCACGGGCAGCCCTTTGGTGTAGGTGTTTACAAATCTG
TTGAGCTGGGAGGGATGCATGCGGGGGGAGATGAGGTGCATCTTGGCCTGGATCTTGAGATTGGCGATGTT
ACCGCCCAGATCCCGCCTGGGGTTCATGTTGTGCAGGACCACCAGCACGGTGTATCCGGTGCACTTGGGGA
ATTTATCATGCAACTTGGAAGGGAAGGCGTGAAAGAATTTGGCGACGCCTTTGTGCCCGCCCAGGTTTTCC
ATGCACTCATCCATGATGATGGCGATGGGCCCGTGGGCGGCGGCCTGGGCAAAGACGTTTCGGGGGTCGGA
CACATCATAGTTGTGGTCCTGGGTGAGGTCATCATAGGCCATTTTAATGAATTTGGGGCGGAGGGTGCCGG
ACTGGGGGACAAAGGTACCCTCGATCCCGGGGGCGTAGTTCCCCTCACAGATCTGCATCTCCCAGGCTTTG
AGCTCGGAGGGGGGGATCATGTCCACCTGCGGGGCGATAAAGAACACGGTTTCCGGGGCGGGGGAGATGAG
CTGGGCCGAAAGCAAGTTCCGGAGCAGCTGGGACTTGCCGCAGCCGGTGGGGCCGTAGATGACCCCGATGA
CCGGCTGCAGGTGGTAGTTGAGGGAGAGACAGCTGCCGTCCTCCCGGAGGAGGGGGGCCACCTCGTTCATC
ATCTCGCGCACGTGCATGTTCTCGCGCACCAGTTCCGCCAGGAGGCGCTCTCCCCCCAGGGATAGGAGCTC
CTGGAGCGAGGCGAAGTTTTTCAGCGGCTTGAGTCCGTCGGCCATGGGCATTTTGGAGAGGGTTTGTTGCA
AGAGTTCCAGGCGGTCCCAGAGCTCGGTGATGTGCTCTACGGCATCTCGATCCAGCAGACCTCCTCGTTTC
GCGGGTTGGGACGGCTGCGGGAGTAGGGCACCAGACGATGGGCGTCCAGCGCAGCCAGGGTCCGGTCCTTC
CAGGGTCGCAGCGTCCGCGTCAGGGTGGTCTCCGTCACGGTGAAGGGGTGCGCGCCGGGCTGGGCGCTTGC
GAGGGTGCGCTTCAGGCTCATCCGGCTGGTCGAAAACCGCTCCCGATCGGCGCCCTGCGCGTCGGCCAGGT
AGCAATTGACCATGAGTTCGTAGTTGAGCGCCTCGGCCGCGTGGCCTTTGGCGCGGAGCTTACCTTTGGAA
GTCTGCCCGCAGGCGGGACAGAGGAGGGACTTGAGGGCGTAGAGCTTGGGGGCGAGGAAGACGGACTCGGEG
GGCGTAGGCGTCCGCGCCGCAGTGGGCGCAGACGGTCTCGCACTCCACGAGCCAGGTGAGGTCGGGCTGGT
CGGGGTCAAAAACCAGTTTCCCGCCGTTCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTTTGGTCTCCATGAGCTCGTGT
CCCCGCTGGGTGACAAAGAGGCTGTCCGTGTCCCCGTAGACCGACTTTATGGGCCGGTCCTCGAGCGGTGT
GCCGCGGTCCTCCTCGTAGAGGAACCCCGCCCACTCCGAGACGAAAGCCCGGGTCCAGGCCAGCACGAAGG
AGGCCACGTGGGACGGGTAGCGGTCGTTGTCCACCAGCGGGTCCACCTTTTCCAGGGTATGCAAACACATG
TCCCCCTCGTCCACATCCAGGAAGGTGATTGGCTTGTAAGTGTAGGCCACGTGACCGGGGGTCCCGGCCGG
GGGGGTATAAAAGGGTGCGGGTCCCTGCTCGTCCTCACTGTCTTCCGGATCGCTGTCCAGGAGCGCCAGCT
GTTGGGGTAGGTATTCCCTCTCGAAGGCGGGCATGACCTCGGCACTCAGGTTGTCAGTTTCTAGAAACGAG
GAGGATTTGATATTGACGGTGCCGGCGGAGATGCCTTTCAAGAGCCCCTCGTCCATCTGGTCAGAAAAGAC
GATCTTTTTGTTGTCGAGCTTGGTGGCGAAGGAGCCGTAGAGGGCGTTGGAGAGGAGCTTGGCGATGGAGC
GCATGGTCTGGTTTTTTTCCTTGTCGGCGCGCTCCTTGGCGGCGATGTTGAGCTGCACGTACTCGCGCGCC
ACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGGTGGTCAGCTCGTCGGGCACGATTCTGACCTGCCAGCCCCGATTATG
CAGGGTGATGAGGTCCACACTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCATTAGTCCAGCAGAGGCGTCCGC
CCTTGCGCGAGCAGAAGGGGGGCAGGGGGTCCAGCATGACCTCGTCGGGGGGGTCGGCATCGATGGTGAAG
ATGCCGGGCAGGAGGTCGGGGTCAAAGTAGCTGATGGAAGTGGCCAGATCGTCCAGGGCAGCTTGCCATTC
GCGCACGGCCAGCGCGCGCTCGTAGGGACTGAGGGGCGTGCCCCAGGGCATGGGATGGGTAAGCGCGGAGG
CGTACATGCCGCAGATGTCGTAGACGTAGAGGGGCTCCTCGAGGATGCCGATGTAGGTGGGGTAGCAGCGC
CCCCCGCGGATGCTGGCGCGCACGTAGTCATACAGCTCGTGCGAGGGGGCGAGGAGCCCCGGGCCCAGGTT
GGTGCGACTGGGCTTTTCGGCGCGGTAGACGATCTGGCGGAAAATGGCATGCGAGTTGGAGGAGATGGTGG
GCCTTTGGAAGATGTTGAAGTGGGCGTGGGGCAGTCCGACCGAGTCGCGGATGAAGTGGGCGTAGGAGTCT
TGCAGCTTGGCGACGAGCTCGGCGGTGACTAGGACGTCCAGAGCGCAGTAGTCGAGGGTCTCCTGGATGAT
GTCATACTTGAGCTGTCCCTTTTGTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGAAGGAACTCTTCGCGGTCCTTCCAGT
ACTCTTCGAGGGGGAACCCGTCCTGATCTGCACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACGGCCTTG
TAGGCGCAGCAGCCCTTCTCCACGGGGAGGGCGTAGGCCTGGGCGGCCTTGCGCAGGGAGGTGTGCGTGAG
GGCGAAAGTGTCCCTGACCATGACCTTGAGGAACTGGTGCTTGAAGTCGATATCGTCGCAGCCCCCCTGCT
CCCAGAGCTGGAAGTCCGTGCGCTTCTTGTAGGCGGGGTTGGGCAAAGCGAAAGTAACATCGTTGAAGAGG
ATCTTGCCCGCGCGGGGCATAAAGTTGCGAGTGATGCGGAAAGGTTGGGGCACCTCGGCCCGGTTGTTGAT
GACCTGGGCGGCGAGCACGATCTCGTCGAAGCCGTTGATGTTGTGGCCCACGATGTAGAGTTCCACGAATC
GCGGACGGCCCTTGACGTGGGGCAGTTTCTTGAGCTCCTCGTAGGTGAGCTCGTCGGGGTCGCTGAGCCCG
TGCTGCTCGAGCGCCCAGTCGGCGAGATGGGGGTTGGCGCGGAGGAAGGAAGTCCAGAGATCCACGGCCAG
GGCGGTTTGCAGACGGTCCCGGTACTGACGGAACTGCTGCCCGACGGCCATTTTTTCGGGGGTGACGCAGT
AGAAGGTGCGGGGGTCCCCGTGCCAGCGATCCCATTTGAGCTGGAGGGCGAGATCGAGGGCGAGCTCGACG
AGCCGGTCGTCCCCGGAGAGTTTCATGACCAGCATGAAGGGGACGAGCTGCTTGCCGAAGGACCCCATCCA
GGTGTAGGTTTCCACATCGTAGGTGAGGAAGAGCCTTTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATGGGGAAGAACT
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GGATCTCCTGCCACCAATTGGAGGAATGGCTGTTGATGTGATGGAAGTAGAAATGCCGACGGCGCGCCGAA
CACTCGTGCTTGTGTTTATACAAGCGGCCACAGTGCTCGCAACGCTGCACGGGATGCACGTGCTGCACGAG
CTGTACCTGAGTTCCTTTGACGAGGAATTTCAGTGGGAAGTGGAGTCGTGGCGCCTGCATCTCGTGCTGTA
CTACGTCGTGGTGGTCGGCCTGGCCCTCTTCTGCCTCGATGGTGGTCATGCTGACGAGCCCGCGCGGGAGG
CAGGTCCAGACCTCGGCGCGAGCGGGTCGGAGAGCGAGGACGAGGGCGCGCAGGCCGGAGCTGTCCAGGGT
CCTGAGACGCTGCGGAGTCAGGTCAGTGGGCAGCGGCGGCGCGCGGTTGACTTGCAGGAGTTTTTCCAGGG
CGCGCGGGAGGTCCAGATGGTACTTGATCTCCACCGCGCCATTGGTGGCGACGTCGATGGCTTGCAGGGTC
CCGTGCCCCTGGGGTGTGACCACCGTCCCCCGTTTCTTCTTGGGCGGCTGGGGCGACGGGGGCGGTGCCTC
TTCCATGGTTAGAAGCGGCGGCGAGGACGCGCGCCGGGCGEGCAGGGGCGGLCTCGGGGCCCGGAGGCAGGGG
CGGCAGGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCGGGETAGGTTCTGGTACTGCGCCCGGAGAAGACTGGCGTGAGCGA
CGACGCGACGGTTGACGTCCTGGATCTGACGCCTCTGGGTGAAGGCCACGGGACCCGTGAGTTTGAACCTG
AAAGAGAGTTCGACAGAATCAATCTCGGTATCGTTGACGGCGGCCTGCCGCAGGATCTCTTGCACGTCGCC
CGAGTTGTCCTGGTAGGCGATCTCGGTCATGAACTGCTCGATCTCCTCCTCTTGAAGGTCTCCGCGGCCGG
CGCGCTCCACGGTGGCCGCGAGGTCGTTGGAGATGCGGCCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTCATGCCCGCC
TCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGACGCCCTCGGGATCGCgGGCGCGCATGACCACCTGGGCGAGGTT
GAGCTCCACGTGGCGCGTGAAGACCGCGTAGTTGCAGAGGCGCTGGTAGAGGTAGTTGAGCGTGGTGGCGA
TGTGCTCGGTGACGAAGAAATACATGATCCAGCGGCGGAGCGGCATCTCGCTGACGTCGCCCAGCGCCTCC
AAACGTTCCATGGCCTCGTAAAAGTCCACGGCGAAGTTGAAAAACTGGGAGTTGCGCGCCGAGACGGTCAA
CTCCTCCTCCAGAAGACGGATGAGCTCGGCGATGGTGGCGCGCACCTCGCGCTCGAAGGCCCCCGGGAGTT
CCTCCACTTCCTCTTCTTCCTCCTCCACTAACATCTCTTCTACTTCCTCCTCAGGCGGCAGTGGTGGCGGEG
GGAGGGGGCCTGCGTCGCCGGCGGCGCACGGGCAGACGGTCGATGAAGCGCTCGATGGTCTCGCCGCGLCG
GCGTCGCATGGTCTCGGTGACGGCGCGCCCGTCCTCGCGGGGCCGCAGCGTGAAGACGCCGCCGCGCATCT
CCAGGTGGCCGGGGGGGETCCCCGTTGGGCAGGGAGAGGGCGCTGACGATGCATCTTATCAATTGCCCCGTA
GGGACTCCGCGCAAGGACCTGAGCGTCTCGAGATCCACGGGATCTGAAAACCGCTGAACGAAGGCTTCGAG
CCAGTCGCAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACGGTTTCTTCTGGCGGGTCATGTTGGTTGGGAGCGGGGCGGG
CGATGCTGCTGGTGATGAAGTTGAAATAGGCGGTTCTGAGACGGCGGATGGTGGCGAGGAGCACCAGGTCT
TTGGGCCCGGCTTGCTGGATGCGCAGACGGTCGGCCATGCCCCAGGCGTGGTCCTGACACCTGGCCAGGTC
CTTGTAGTAGTCCTGCATGAGCCGCTCCACGGGCACCTCCTCCTCGCCCGCGCGGCCGTGCATGCGCGTGA
GCCCGAAGCCGCGCTGGGGCTGGACGAGCGCCAGGTCGGCGACGACGCGCTCGGCGAGGATGGCTTGCTGG
ATCTGGGTGAGGGTGGTCTGGAAGTCATCAAAGTCGACGAAGCGGTGGTAGGCTCCGGTGTTGATGGTGTA
GGAGCAGTTGGCCATGACGGACCAGTTGACGGTCTGGTGGCCCGGACGCACGAGCTCGTGGTACTTGAGGC
GCGAGTAGGCGCGCGTGTCGAAGATGTAGTCGTTGCAGGTGCGCACCAGGTACTGGTAGCCGATGAGGAAG
TGCGGCGGCGGCTGGCGGTAGAGCGGCCATCGCTCGGTGGCGGEGEGCGECCGGGECGCGAGGTCCTCGAGCAT
GGTGCGGTGGTAGCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCGGCGGCGGTGGTGGAGGCGCGCGGGA
ACTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAGGAAGTAGTTCATGGTGGGCACGGTCTGGCCCGTG
AGGCGCGCGCAGTCGTGGATGCTCTATACGGGCAAAAACGAAAGCGGTCAGCGGCTCGACTCCGTGGCCTG
GAGGCTAAGCGAACGGGTTGGGCTGCGCGTGTACCCCGGTTCGAATCTCGAATCAGGCTGGAGCCGCAGCT
AACGTGGTATTGGCACTCCCGTCTCGACCCAAGCCTGCACCAACCCTCCAGGATACGGAGGCGGGTCGTTT
TGCAACTTTTTTTTGGAGGCCGGATGAGACTAGTAAGCGCGGAAAGCGGCCGACCGCGATGGCTCGCTGCC
GTAGTCTGGAGAAGAATCGCCAGGGTTGCGTTGCGGTGTGCCCCGGTTCGAGGCCGGCCGGATTCCGCGGL
TAACGAGGGCGTGGCTGCCCCGTCGTTTCCAAGACCCCATAGCCAGCCGACTTCTCCAGTTACGGAGCGAG
CCCCTCTTTTGTTTTGTTTGTTTTTGCCAGATGCATCCCGTACTGCGGCAGATGCGCCCCCACCACCCTCC
ACCGCAACAACAGCCCCCTCCACAGCCGGCGCTTCTGCCCCCGCCCCAGCAGCAACTTCCAGCCACGACCG
CCGCGGCCGCCGTGAGCGGGGCTGGACAGAGTTATGATCACCAGCTGGCCTTGGAAGAGGGCGAGGGGLTG
GCGCGCCTGGGGGCGTCGTCGCCGGAGCGGCACCCGCGCGTGCAGATGAAAAGGGACGCTCGCGAGGCCTA
CGTGCCCAAGCAGAACCTGTTCAGAGACAGGAGCGGCGAGGAGCCCGAGGAGATGCGCGCGGCCCGGTTCC
ACGCGGGGCGGGAGCTGCGGCGCGGCCTGGACCGAAAGAGGGTGCTGAGGGACGAGGATTTCGAGGCGGAC
GAGCTGACGGGGATCAGCCCCGCGCGCGCGCACGTGGCCGCGGCCAACCTGGTCACGGCGTACGAGCAGAL
CGTGAAGGAGGAGAGCAACTTCCAAAAATCCTTCAACAACCACGTGCGCACCCTGATCGCGCGCGAGGAGG
TGACCCTGGGCCTGATGCACCTGTGGGACCTGCTGGAGGCCATCGTGCAGAACCCCACCAGCAAGCCGCTG
ACGGCGCAGCTGTTCCTGGTGGTGCAGCATAGTCGGGACAACGAAGCGTTCAGGGAGGCGCTGCTGAATAT
CACCGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTCCTGGACCTGGTGAACATTCTGCAGAGCATCGTGGTGCAGGAGCGCG
GGCTGCCGCTGTCCGAGAAGCTGGCGGCCATCAACTTCTCGGTGCTGAGTTTGGGCAAGTACTACGCTAGG
AAGATCTACAAGACCCCGTACGTGCCCATAGACAAGGAGGTGAAGATCGACGGGTTTTACATGCGCATGAC
CCTGAAAGTGCTGACCCTGAGCGACGATCTGGGGGTGTACCGCAACGACAGGATGCACCGTGCGGTGAGCG
CCAGCAGGCGGCGCGAGCTGAGCGACCAGGAGCTGATGCATAGTCTGCAGCGGGCCCTGACCGGGGLCCGGE
ACCGAGGGGGAGAGCTACTTTGACATGGGCGCGGACCTGCACTGGCAGCCCAGCCGCCGGGCCTTGGAGGL
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GGCGGCAGGACCCTACGTAGAAGAGGTGGACGATGAGGTGGACGAGGAGGGCGAGTACCTGGAAGACTGAT
GGCGCGACCGTATTTTTGCTAGATGCAACAACAACAGCCACCTCCTGATCCCGCGATGCGGGCGGCGCTGL
AGAGCCAGCCGTCCGGCATTAACTCCTCGGACGATTGGACCCAGGCCATGCAACGCATCATGGCGCTGACG
ACCCGCAACCCCGAAGCCTTTAGACAGCAGCCCCAGGCCAACCGGCTCTCGGCCATCCTGGAGGCCGTGGT
GCCCTCGCGCTCCAACCCCACGCACGAGAAGGTCCTGGCCATCGTGAACGCGCTGGTGGAGAACAAGGCCA
TCCGCGGCGACGAGGCCGGCCTGGTGTACAACGCGCTGCTGGAGCGCGTGGCCCGCTACAACAGCACCAAC
GTGCAGACCAACCTGGACCGCATGGTGACCGACGTGCGCGAGGCCGTGGCCCAGCGCGAGCGGTTCCACCG
CGAGTCCAACCTGGGATCCATGGTGGCGCTGAACGCCTTCCTCAGCACCCAGCCCGCCAACGTGCCCCGGG
GCCAGGAGGACTACACCAACTTCATCAGCGCCCTGCGCCTGATGGTGACCGAGGTGCCCCAGAGCGAGGTG
TACCAGTCCGGGCCGGACTACTTCTTCCAGACCAGTCGCCAGGGCTTGCAGACCGTGAACCTGAGCCAGGC
TTTCAAGAACTTGCAGGGCCTGTGGGGCGTGCAGGCCCCGGTCGGGGACCGCGCGACGGTGTCGAGCCTGC
TGACGCCGAACTCGCGCCTGCTGCTGCTGCTGGTGGCCCCCTTCACGGACAGCGGCAGCATCAACCGCAAC
TCGTACCTGGGCTACCTGATTAACCTGTACCGCGAGGCCATCGGCCAGGCGCACGTGGACGAGCAGACCTA
CCAGGAGATCACCCACGTGAGCCGCGCCCTGGGCCAGGACGACCCGGGCAACCTGGAAGCCACCCTGAACT
TTTTGCTGACCAACCGGTCGCAGAAGATCCCGCCCCAGTACGCGCTCAGCACCGAGGAGGAGCGCATCCTG
CGTTACGTGCAGCAGAGCGTGGGCCTGTTCCTGATGCAGGAGGGGGCCACCCCCAGCGCCGCGCTCGACAT
GACCGCGCGCAACATGGAGCCCAGCATGTACGCCAGCAACCGCCCGTTCATCAATAAACTGATGGACTACT
TGCATCGGGCGGCCGCCATGAACTCTGACTATTTCACCAACGCCATCCTGAATCCCCACTGGCTCCCGCCG
CCGGGGTTCTACACGGGCGAGTACGACATGCCCGACCCCAATGACGGGTTCCTGTGGGACGATGTGGACAG
CAGCGTGTTCTCCCCCCGACCGGGTGCTAACGAGCGCCCCTTGTGGAAGAAGGAAGGCAGCGACCGACGLCC
CGTCCTCGGCGCTGTCCGGCCGCGAGGGTGCTGCCGCGGCGGTGCCCGAGGCCGCCAGTCCTTTCCCGAGC
TTGCCCTTCTCGCTGAACAGTATCCGCAGCAGCGAGCTGGGCAGGATCACGCGCCCGCGCTTGCTGGGCGA
AGAGGAGTACTTGAATGACTCGCTGTTGAGACCCGAGCGGGAGAAGAACTTCCCCAATAACGGGATAGAAA
GCCTGGTGGACAAGATGAGCCGCTGGAAGACGTATGCGCAGGAGCACAGGGACGATCCCCGGGCGTCGCAG
GGGGCCACGAGCCGGGGCAGCGCCGCCCGTAAACGCCGGTGGCACGACAGGCAGCGGGGACAGATGTGGGA
CGATGAGGACTCCGCCGACGACAGCAGCGTGTTGGACTTGGGTGGGAGTGGTAACCCGTTCGCTCACCTGC
GCCCCCGTATCGGGCGCATGATGTAAGAGAAACCGAAAATAAATGATACTCACCAAGGCCATGGCGACCAG
CGTGCGTTCGTTTCTTCTCTGTTGTTGTTGTATCTAGTATGATGAGGCGTGCGTACCCGGAGGGTCCTCCT
CCCTCGTACGAGAGCGTGATGCAGCAGGCGATGGCGGCGGCGGCGATGCAGCCCCCGCTGGAGGCTCCTTA
CGTGCCCCCGCGGTACCTGGCGCCTACGGAGGGGCGGAACAGCATTCGTTACTCGGAGCTGGCACCCTTGT
ACGATACCACCCGGTTGTACCTGGTGGACAACAAGTCGGCGGACATCGCCTCGCTGAACTACCAGAACGAC
CACAGCAACTTCCTGACCACCGTGGTGCAGAACAATGACTTCACCCCCACGGAGGCCAGCACCCAGACCAT
CAACTTTGACGAGCGCTCGCGGTGGGGCGGCCAGCTGAAAACCATCATGCACACCAACATGCCCAACGTGA
ACGAGTTCATGTACAGCAACAAGTTCAAGGCGCGGGTGATGGTCTCCCGCAAGACCCCCAATGGGGTGACA
GTGACAGAGGATTATGATGGTAGTCAGGATGAGCTGAAGTATGAATGGGTGGAATTTGAGCTGCCCGAAGG
CAACTTCTCGGTGACCATGACCATCGACCTGATGAACAACGCCATCATCGACAATTACTTGGCGGTGGGGC
GGCAGAACGGGGTGCTGGAGAGCGACATCGGCGTGAAGTTCGACACTAGGAACTTCAGGCTGGGCTGGGAC
CCCGTGACCGAGCTGGTCATGCCCGGGGTGTACACCAACGAGGCTTTCCATCCCGATATTGTCTTGCTGCC
CGGCTGCGGGGTGGACTTCACCGAGAGCCGCCTCAGCAACCTGCTGGGCATTCGCAAGAGGCAGCCCTTCC
AGGAAGGCTTCCAGATCATGTACGAGGATCTGGAGGGGGGCAACATCCCCGCGCTCCTGGATGTCGACGCC
TATGAGAAAAGCAAGGAGGATGCAGCAGCTGAAGCAACTGCAGCCGTAGCTACCGCCTCTACCGAGGTCAG
GGGCGATAATTTTGCAAGCGCCGCAGCAGTGGCAGCGGCCGAGGCGGCTGAAACCGAAAGTAAGATAGTCA
TTCAGCCGGTGGAGAAGGATAGCAAGAACAGGAGCTACAACGTACTACCGGACAAGATAAACACCGCCTAC
CGCAGCTGGTACCTAGCCTACAACTATGGCGACCCCGAGAAGGGCGTGCGCTCCTGGACGCTGCTCACCAL
CTCGGACGTCACCTGCGGCGTGGAGCAAGTCTACTGGTCGCTGCCCGACATGATGCAAGACCCGGTCACCT
TCCGCTCCACGCGTCAAGTTAGCAACTACCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTCCTGCCCGTCTACTCCAAGAGC
TTCTTCAACGAGCAGGCCGTCTACTCGCAGCAGCTGCGCGCCTTCACCTCGCTTACGCACGTCTTCAACCG
CTTCCCCGAGAACCAGATCCTCGTCCGCCCGCCCGCGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTG
CTCTCACAGATCACGGGACCCTGCCGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCGTTACTGAC
GCCAGACGCCGCACCTGCCCCTACGTCTACAAGGCCCTGGGCATAGTCGCGCCGCGCGTCCTCTCGAGCCG
CACCTTCTAAATGTCCATTCTCATCTCGCCCAGTAATAACACCGGTTGGGGCCTGCGCGCGCCCAGCAAGA
TGTACGGAGGCGCTCGCCAACGCTCCACGCAACACCCCGTGCGCGTGCGCGGGCACTTCCGCGCTCCCTGG
GGCGCCCTCAAGGGCCGCGTGCGGTCGCGCACCACCGTCGACGACGTGATCGACCAGGTGGTGGCCGACGC
GCGCAACTACACCCCCGCCGCCGCGCCCGTCTCCACCGTGGACGCCGTCATCGACAGCGTGGTGGCCGALG
CGCGCCGGTACGCCCGCGCCAAGAGCCGGCGGCGGCGCATCGCCCGGCGGCACCGGAGCACCCCCGCCATG
CGCGCGGCGCGAGCCTTGCTGCGCAGGGCCAGGCGCACGGGACGCAGGGCCATGCTCAGGGCGGCCAGALG
CGCGGCTTCAGGCGCCAGCGCCGGCAGGACCCGGAGACGCGCGGCCACGGCGGCGGCAGCGGCCATCGLCCA
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GCATGTCCCGCCCGCGGCGAGGGAACGTGTACTGGGTGCGCGACGCCGCCACCGGTGTGCGCGTGCCCGTG
CGCACCCGCCCCCCTCGCACTTGAAGATGTTCACTTCGCGATGTTGATGTGTCCCAGCGGCGAGGAGGATG
TCCAAGCGCAAATTCAAGGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCTGAGATCTACGGCCCTGCGGTGGTGAA
GGAGGAAAGAAAGCCCCGCAAAATCAAGCGGGTCAAAAAGGACAAAAAGGAAGAAGAAAGTGATGTGGACG
GATTGGTGGAGTTTGTGCGCGAGTTCGCCCCCCGGCGGCGCGTGCAGTGGCGCGGGCGGAAGGTGCAACCG
GTGCTGAGACCCGGCACCACCGTGGTCTTCACGCCCGGCGAGCGCTCCGGCACCGCTTCCAAGCGCTCCTA
CGACGAGGTGTACGGGGATGATGATATTCTGGAGCAGGCGGCCGAGCGCCTGGGCGAGTTTGCTTACGGCA
AGCGCAGCCGTTCCGCACCGAAGGAAGAGGCGGTGTCCATCCCGCTGGACCACGGCAACCCCACGCCGAGC
CTCAAGCCCGTGACCTTGCAGCAGGTGCTGCCGACCGCGGCGCCGCGCCGGGEGGTTCAAGCGCGAGGGCGA
GGATCTGTACCCCACCATGCAGCTGATGGTGCCCAAGCGCCAGAAGCTGGAAGACGTGCTGGAGACCATGA
AGGTGGACCCGGACGTGCAGCCCGAGGTCAAGGTGCGGCCCATCAAGCAGGTGGCCCCGGGCCTGGGCGTG
CAGACCGTGGACATCAAGATTCCCACGGAGCCCATGGAAACGCAGACCGAGCCCATGATCAAGCCCAGCAC
CAGCACCATGGAGGTGCAGACGGATCCCTGGATGCCATCGGCTCCTAGTCGAAGACCCCGGCGCAAGTACG
GCGCGGCCAGCCTGCTGATGCCCAACTACGCGCTGCATCCTTCCATCATCCCCACGCCGGGCTACCGCGGL
ACGCGCTTCTACCGCGGTCATACCAGCAGCCGCCGCCGCAAGACCACCACTCGCCGCCGCCGTCGCCGCAL
CGCCGCTGCAACCACCCCTGCCGCCCTGGTGCGGAGAGTGTACCGCCGCGGCCGCGCACCTCTGACCCTGC
CGCGCGCGCGCTACCACCCGAGCATCGCCATTTAAACTTTCGCCEGCTTTGCAGATCAATGGCCCTCACAT
GCCGCCTTCGCGTTCCCATTACGGGCTACCGAGGAAGAAAACCGCGCCGTAGAAGGCTGGCGGGGAACGGG
ATGCGTCGCCACCACCACCGGCGGCGGCGCGCCATCAGCAAGCGGTTGGGGGGAGGCTTCCTGCCCGCGLT
GATCCCCATCATCGCCGCGGCGATCGGGGCGATCCCCGGCATTGCTTCCGTGGCGGTGCAGGCCTCTCAGC
GCCACTGAGACACACTTGGAAACATCTTGTAATAAACCAATGGACTCTGACGCTCCTGGTCCTGTGATGTG
TTTTCGTAGACAGATGGAAGACATCAATTTTTCGTCCCTGGCTCCGCGACACGGCACGCGGCCGTTCATGG
GCACCTGGAGCGACATCGGCACCAGCCAACTGAACGGGGGCGCCTTCAATTGGAGCAGTCTCTGGAGCGGG
CTTAAGAATTTCGGGTCCACGCTTAAAACCTATGGCAGCAAGGCGTGGAACAGCACCACAGGGCAGGCGCLT
GAGGGATAAGCTGAAAGAGCAGAACTTCCAGCAGAAGGTGGTCGATGGGCTCGCCTCGGGCATCAACGGGG
TGGTGGACCTGGCCAACCAGGCCGTGCAGCGGCAGATCAACAGCCGCCTGGACCCGGTGCCGLCCCGLCGGEL
TCCGTGGAGATGCCGCAGGTGGAGGAGGAGCTGCCTCCCCTGGACAAGCGGGGCGAGAAGCGALCLCLCLCGLCL
CGATGCGGAGGAGACGCTGCTGACGCACACGGACGAGCCGCCCCCGTACGAGGAGGCGGTGAAACTGGGTC
TGCCCACCACGCGGCCCATCGCGCCCCTGGCCACCGGGGTGCTGAAACCCGAAAAGCCCGCGACCCTGGAC
TTGCCTCCTCCCCAGCCTTCCCGCCCCTCTACAGTGGCTAAGCCCCTGCCGCCGGTGGCCGTGGCCCGLGL
GCGACCCGGGGGCACCGCCCGCCCTCATGCGAACTGGCAGAGCACTCTGAACAGCATCGTGGGTCTGGGAG
TGCAGAGTGTGAAGCGCCGCCGCTGCTATTAAACCTACCGTAGCGCTTAACTTGCTTGTCTGTGTGTGTAT
GTATTATGTCGCCGCCGCCGCTGTCCACCAGAAGGAGGAGTGAAGAGGCGCGTCGCCGAGTTGCAAGATGG
CCACCCCATCGATGCTGCCCCAGTGGGCGTACATGCACATCGCCGGACAGGACGCTTCGGAGTACCTGAGT
CCGGGTCTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACAGACACCTACTTCAGTCTGGGGAACAAGTTTAGGAACCCCAC
GGTGGCGCCCACGCACGATGTGACCACCGACCGCAGCCAGCGGCTGACGCTGCGCTTCGTGCCCGTGGALCC
GCGAGGACAACACCTACTCGTACAAAGTGCGCTACACGCTGGCCGTGGGCGACAACCGCGTGCTGGACATG
GCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTGGATCGGGGCCCTAGCTTCAAACCCTACTCCGGCACCGC
CTACAACAGTCTGGCCCCCAAGGGAGCACCCAACACTTGTCAGTGGACATATAAAGCCGATGGTGAAACTG
CCACAGAAAAAACCTATACATATGGAAATGCACCCGTGCAGGGCATTAACATCACAAAAGATGGTATTCAA
CTTGGAACTGACACCGATGATCAGCCAATCTACGCAGATAAAACCTATCAGCCTGAACCTCAAGTGGGTGA
TGCTGAATGGCATGACATCACTGGTACTGATGAAAAGTATGGAGGCAGAGCTCTTAAGCCTGATACCAAAA
TGAAGCCTTGTTATGGTTCTTTTGCCAAGCCTACTAATAAAGAAGGAGGTCAGGCAAATGTGAAAACAGGA
ACAGGCACTACTAAAGAATATGACATAGACATGGCTTTCTTTGACAACAGAAGTGCGGCTGCTGCTGGCCT
AGCTCCAGAAATTGTTTTGTATACTGAAAATGTGGATTTGGAAACTCCAGATACCCATATTGTATACAAAG
CAGGCACAGATGACAGCAGCTCTTCTATTAATTTGGGTCAGCAAGCCATGCCCAACAGACCTAACTACATT
GGTTTCAGAGACAACTTTATCGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAATATGGGGGTGCTGGCCGGTCA
GGCTTCTCAGCTGAATGCTGTGGTTGACTTGCAAGACAGAAACACCGAGCTGTCCTACCAGCTCTTGCTTG
ACTCTCTGGGTGACAGAACCCGGTATTTCAGTATGTGGAATCAGGCGGTGGACAGCTATGATCCTGATGTG
CGCATTATTGAAAATCATGGTGTGGAGGATGAACTTCCCAACTATTGTTTCCCTCTGGATGCTGTTGGCAG
AACAGATACTTATCAGGGAATTAAGGCTAATGGAACTGATCAAACCACATGGACCAAAGATGACAGTGTCA
ATGATGCTAATGAGATAGGCAAGGGTAATCCATTCGCCATGGAAATCAACATCCAAGCCAACCTGTGGAGG
AACTTCCTCTACGCCAACGTGGCCCTGTACCTGCCCGACTCTTACAAGTACACGCCGGCCAATGTTACCCT
GCCCACCAACACCAACACCTACGATTACATGAACGGCCGGGTGGTGGCGCCCTCGCTGGTGGACTCCTACA
TCAACATCGGGGCGCGCTGGTCGCTGGATCCCATGGACAACGTGAACCCCTTCAACCACCACCGCAATGCG
GGGCTGCGCTACCGCTCCATGCTCCTGGGCAACGGGCGCTACGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCCCCAGAA
ATTTTTCGCCATCAAGAGCCTCCTGCTCCTGCCCGGGTCCTACACCTACGAGTGGAACTTCCGCAAGGACG
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TCAACATGATCCTGCAGAGCTCCCTCGGCAACGACCTGCGCACGGACGGGGCCTCCATCTCCTTCACCAGC
ATCAACCTCTACGCCACCTTCTTCCCCATGGCGCACAACACGGCCTCCACGCTCGAGGCCATGCTGCGCAA
CGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCGGCCAACATGCTCTACCCCATCCCGGCCAALCG
CCACCAACGTGCCCATCTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGTCCTTCACGCGTCTC
AAGACCAAGGAGACGCCCTCGCTGGGCTCCGGGTTCGACCCCTACTTCGTCTACTCGGGCTCCATCCCCTA
CCTCGACGGCACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTCTCCATCACCTTCGACTCCTCCGTCAGCT
GGCCCGGCAACGACCGGCTCCTGACGCCCAACGAGTTCGAAATCAAGCGCACCGTCGACGGCGAGGGCTAC
AACGTGGCCCAGTGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTGGTCCAGATGCTGGCCCACTACAACATCGGCTA
CCAGGGCTTCTACGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTCTTCCGCAACTTCCAGCCCATGA
GCCGCCAGGTGGTGGACGAGGTCAACTACAAGGACTACCAGGCCGTCACCCTGGCCTACCAGCACAACAAC
TCGGGCTTCGTCGGCTACCTCGCGCCCACCATGCGCCAGGGCCAGCCCTACCCCGCCAACTACCCCTACCC
GCTCATCGGCAAGAGCGCCGTCACCAGCGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGGTCATGTGGCGCA
TCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCGCTCACCGACCTCGGCCAGAACATGCTCTATGCCAAC
TCCGCCCACGCGCTAGACATGAATTTCGAAGTCGACCCCATGGATGAGTCCACCCTTCTCTATGTTGTCTT
CGAAGTCTTCGACGTCGTCCGAGTGCACCAGCCCCACCGCGGCGTCATCGAGGCCGTCTACCTGCGCACCC
CCTTCTCGGCCGGTAACGCCACCACCTAAGCTCTTGCTTCTTGCAAGCCATGGCCGCGGGCTCCGGCGAGC
AGGAGCTCAGGGCCATCATCCGCGACCTGGGCTGCGGGCCCTACTTCCTGGGCACCTTCGATAAGCGCTTC
CCGGGATTCATGGCCCCGCACAAGCTGGCCTGCGCCATCGTCAACACGGCCGGCCGCGAGACCGGGGGLGA
GCACTGGCTGGCCTTCGCCTGGAACCCGCGCTCGAACACCTGCTACCTCTTCGACCCCTTCGGGTTCTCGG
ACGAGCGCCTCAAGCAGATCTACCAGTTCGAGTACGAGGGCCTGCTGCGCCGCAGCGCCCTGGCCACCGAG
GACCGCTGCGTCACCCTGGAAAAGTCCACCCAGACCGTGCAGGGTCCGCGCTCGGCCGCCTGCGGGCTCTT
CTGCTGCATGTTCCTGCACGCCTTCGTGCACTGGCCCGACCGCCCCATGGACAAGAACCCCACCATGAACT
TGCTGACGGGGGTGCCCAACGGCATGCTCCAGTCGCCCCAGGTGGAACCCACCCTGCGCCGCAACCAGGAG
GCGCTCTACCGCTTCCTCAACTCCCACTCCGCCTACTTTCGCTCCCACCGCGCGCGCATCGAGAAGGCCACL
CGCCTTCGACCGCATGAATCAAGACATGTAAACCGTGTGTGTATGTTAAATGTCTTTAATAAACAGCACTT
TCATGTTACACATGCATCTGAGATGATTTATTTAGAAATCGAAAGGGTTCTGCCGGGTCTCGGCATGGCCC
GCGGGCAGGGACACGTTGCGGAACTGGTACTTGGCCAGCCACTTGAACTCGGGGATCAGCAGTTTGGGCAG
CGGGGTGTCGGGGAAGGAGTCGGTCCACAGCTTCCGCGTCAGTTGCAGGGCGCCCAGCAGGTCGGGCGLGG
AGATCTTGAAATCGCAGTTGGGACCCGCGTTCTGCGCGCGGGAGTTGCGGTACACGGGGTTGCAGCACTGG
AACACCATCAGGGCCGGGTGCTTCACGCTCGCCAGCACCGTCGCGTCGGTGATGCTCTCCACGTCGAGGTC
CTCGGCGTTGGCCATCCCGAAGGGGGTCATCTTGCAGGTCTGCCTTCCCATGGTGGGCACGCACCCGGGLT
TGTGGTTGCAATCGCAGTGCAGGGGGATCAGCATCATCTGGGCCTGGTCGGCGTTCATCCCCGGGTACATG
GCCTTCATGAAAGCCTCCAATTGCCTGAACGCCTGCTGGGCCTTGGCTCCCTCGGTGAAGAAGACCCCGCA
GGACTTGCTAGAGAACTGGTTGGTGGCGCACCCGGCGTCGTGCACGCAGCAGCGCGCGTCGTTGTTGGCCA
GCTGCACCACGCTGCGCCCCCAGCGGTTCTGGGTGATCTTGGCCCGGTCGGGGTTCTCCTTCAGCGCGCGC
TGCCCGTTCTCGCTCGCCACATCCATCTCGATCATGTGCTCCTTCTGGATCATGGTGGTCCCGTGCAGGCA
CCGCAGCTTGCCCTCGGCCTCGGTGCACCCGTGCAGCCACAGCGCGCACCCGGTGCACTCCCAGTTCTTGT
GGGCGATCTGGGAATGCGCGTGCACGAAGCCCTGCAGGAAGCGGCCCATCATGGTGGTCAGGGTCTTGTTG
CTAGTGAAGGTCAGCGGAATGCCGCGGTGCTCCTCGTTGATGTACAGGTGGCAGATGCGGCGGTACACCTC
GCCCTGCTCGGGCATCAGCTGGAAGTTGGCTTTCAGGTCGGTCTCCACGCGGTAGCGGTCCATCAGCATAG
TCATGATTTCCATACCCTTCTCCCAGGCCGAGACGATGGGCAGGCTCATAGGGTTCTTCACCATCATCTTA
GCGCTAGCAGCCGCGGCCAGGGGGTCGCTCTCGTCCAGGGTCTCAAAGCTCCGCTTGCCGTCCTTCTCGGT
GATCCGCACCGGGGGGTAGCTGAAGCCCACGGCCGCCAGCTCCTCCTCGGCCTGTCTTTCGTCCTCGCTGT
CCTGGCTGACGTCCTGCAGGACCACATGCTTGGTCTTGCGGGGTTTCTTCTTGGGCGGCAGCGGCGGCGGA
GATGTTGGAGATGGCGAGGGGGAGCGCGAGTTCTCGCTCACCACTACTATCTCTTCCTCTTCTTGGTCCGA
GGCCACGCGGCGGTAGGTATGTCTCTTCGGGGGCAGAGGCGGAGGCGACGGGCTCTCGCCGCCGCGACTTG
GCGGATGGCTGGCAGAGCCCCTTCCGCGTTCGGGGGTGCGCTCCCGGCGGCGCTCTGACTGACTTCCTCCG
CGGCCGGCCATTGTGTTCTCCTAGGGAGGAACAACAAGCATGGAGACTCAGCCATCGCCAACCTCGCCATC
TGCCCCCACCGCCGACGAGAAGCAGCAGCAGCAGAATGAAAGCTTAACCGCCCCGCCGCCCAGLCCCCGLCA
CCTCCGACGCGGCCGTCCCAGACATGCAAGAGATGGAGGAATCCATCGAGATTGACCTGGGCTATGTGACG
CCCGCGGAGCACGAGGAGGAGCTGGCAGTGCGCTTTTCACAAGAAGAGATACACCAAGAACAGCCAGAGCA
GGAAGCAGAGAATGAGCAGAGTCAGGCTGGGCTCGAGCATGACGGCGACTACCTCCACCTGAGCGGGGGGG
AGGACGCGCTCATCAAGCATCTGGCCCGGCAGGCCACCATCGTCAAGGATGCGCTGCTCGACCGCACCGAG
GTGCCCCTCAGCGTGGAGGAGCTCAGCCGCGCCTACGAGTTGAACCTCTTCTCGCCGCGCGTGCCCCCCAA
GCGCCAGCCCAATGGCACCTGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCGGTCTTCGCGGTGCCCGAGG
CCCTGGCCACCTACCACATCTTTTTCAAGAACCAAAAGATCCCCGTCTCCTGCCGCGCCAACCGCACCLCGL
GCCGACGCCCTTTTCAACCTGGGTCCCGGCGCCCGCCTACCTGATATCGCCTCCTTGGAAGAGGTTCCCAA




176

GATCTTCGAGGGTCTGGGCAGCGACGAGACTCGGGCCGCGAACGCTCTGCAAGGAGAAGGAGGAGAGCATG
AGCACCACAGCGCCCTGGTCGAGTTGGAAGGCGACAACGCGCGGCTGGCGGTGCTCAAACGCACGGTCGAG
CTGACCCATTTCGCCTACCCGGCTCTGAACCTGCCCCCCAAAGTCATGAGCGCGGTCATGGACCAGGTGCT
CATCAAGCGCGCGTCGCCCATCTCCGAGGACGAGGGCATGCAAGACTCCGAGGAGGGCAAGCCCGTGGTCA
GCGACGAGCAGCTGGCCCGGTGGCTGGGTCCTAATGCTAGTCCCCAGAGTTTGGAAGAGCGGCGCAAACTC
ATGATGGCCGTGGTCCTGGTGACCGTGGAGCTGGAGTGCCTGCGCCGCTTCTTCGCCGACGCGGAGACCCT
GCGCAAGGTCGAGGAGAACCTGCACTACCTCTTCAGGCACGGGTTCGTGCGCCAGGCCTGCAAGATCTCCA
ACGTGGAGCTGACCAACCTGGTCTCCTACATGGGCATCTTGCACGAGAACCGCCTGGGGCAGAACGTGCTG
CACACCACCCTGCGCGGGGAGGCCCGGCGCGACTACATCCGCGACTGCGTCTACCTCTACCTCTGCCACALC
CTGGCAGACGGGCATGGGCGTGTGGCAGCAGTGTCTGGAGGAGCAGAACCTGAAAGAGCTCTGCAAGCTCC
TGCAGAAGAACCTCAAGGGTCTGTGGACCGGGTTCGACGAGCGCACCACCGCCTCGGACCTGGCCGACCTC
ATTTTCCCCGAGCGCCTCAGGCTGACGCTGCGCAACGGCCTGCCCGACTTTATGAGCCAAAGCATGTTGCA
AAACTTTCGCTCTTTCATCCTCGAACGCTCCGGAATCCTGCCCGCCACCTGCTCCGCGCTGCCCTCGGACT
TCGTGCCGCTGACCTTCCGCGAGTGCCCCCCGCCGCTGTGGAGCCACTGCTACCTGCTGCGCCTGGCCAAC
TACCTGGCCTACCACTCGGACGTGATCGAGGACGTCAGCGGCGAGGGCCTGCTCGAGTGCCACTGCCGCTG
CAACCTCTGCACGCCGCACCGCTCCCTGGCCTGCAACCCCCAGCTGCTGAGCGAGACCCAGATCATCGGCA
CCTTCGAGTTGCAAGGGCCCAGCGAAGGCGAGGGTTCAGCCGCCAAGGGGGGTCTGAAACTCACCCCGGGEG
CTGTGGACCTCGGCCTACTTGCGCAAGTTCGTGCCCGAGGACTACCATCCCTTCGAGATCAGGTTCTACGA
GGACCAATCCCATCCGCCCAAGGCCGAGCTGTCGGCCTGCGTCATCACCCAGGGGGCGATCCTGGCCCAAT
TGCAAGCCATCCAGAAATCCCGCCAAGAATTCTTGCTGAAAAAGGGCCGCGGGGTCTACCTCGACCCCCAG
ACCGGTGAGGAGCTCAACCCCGGCTTCCCCCAGGATGCCCCGAGGAAACAAGAAGCTGAAAGTGGAGCTGC
CGCCCGTGGAGGATTTGGAGGAAGACTGGGAGAACAGCAGTCAGGCAGAGGAGGAGGAGATGGAGGAAGAC
TGGGACAGCACTCAGGCAGAGGAGGACAGCCTGCAAGACAGTCTGGAGGAAGACGAGGAGGAGGCAGAGGA
GGAGGTGGAAGAAGCAGCCGCCGCCAGACCGTCGTCCTCGGCGGGGGAGAAAGCAAGCAGCACGGATACCA
TCTCCGCTCCGGGTCGGGGTCCCGCTCGACCACACAGTAGATGGGACGAGACCGGACGATTCCCGAACCCC
ACCACCCAGACCGGTAAGAAGGAGCGGCAGGGATACAAGTCCTGGCGGGGGCACAAAAACGCCATCGTCTC
CTGCTTGCAGGCCTGCGGGGGCAACATCTCCTTCACCCGGCGCTACCTGCTCTTCCACCGCGGGGTGAACT
TTCCCCGCAACATCTTGCATTACTACCGTCACCTCCACAGCCCCTACTACTTCCAAGAAGAGGCAGCAGCA
GCAGAAAAAGACCAGCAGAAAACCAGCAGCTAGAAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGGTGGACTGAGGATCG
CGGCGAACGAGCCGGCGCAAACCCGGGAGCTGAGGAACCGGATCTTTCCCACCCTCTATGCCATCTTCCAG
CAGAGTCGGGGGCAGGAGCAGGAACTGAAAGTCAAGAACCGTTCTCTGCGCTCGCTCACCCGCAGTTGTCT
GTATCACAAGAGCGAAGACCAACTTCAGCGCACTCTCGAGGACGCCGAGGCTCTCTTCAACAAGTACTGCG
CGCTCACTCTTAAAGAGTAGCCCGCGCCCGCCCAGTCGCAGAAAAAGGCGGGAATTACGTCACCTGTGCCC
TTCGCCCTAGCCGCCTCCACCCATCATCATGAGCAAAGAGATTCCCACGCCTTACATGTGGAGCTACCAGC
CCCAGATGGGCCTGGCCGCCGGTGCCGCCCAGGACTACTCCACCCGCATGAATTGGCTCAGCGCCGGGLLC
GCGATGATCTCACGGGTGAATGACATCCGCGCCCACCGAAACCAGATACTCCTAGAACAGTCAGCGCTCAC
CGCCACGCCCCGCAATCACCTCAATCCGCGTAATTGGCCCGCCGCCCTGGTGTACCAGGAAATTCCCCAGC
CCACGACCGTACTACTTCCGCGAGACGCCCAGGCCGAAGTCCAGCTGACTAACTCAGGTGTCCAGCTGGCG
GGCGGCGCCACCCTGTGTCGTCACCGCCCCGCTCAGGGTATAAAGCGGCTGGTGATCCGGGGCAGAGGCAL
ACAGCTCAACGACGAGGTGGTGAGCTCTTCGCTGGGTCTGCGACCTGACGGAGTCTTCCAACTCGCCGGAT
CGGGGAGATCTTCCTTCACGCCTCGTCAGGCCGTCCTGACTTTGGAGAGTTCGTCCTCGCAGCCCCGCTCG
GGTGGCATCGGCACTCTCCAGTTCGTGGAGGAGTTCACTCCCTCGGTCTACTTCAACCCCTTCTCCGGCTC
CCCCGGCCACTACCCGGACGAGTTCATCCCGAACTTCGACGCCATCAGCGAGTCGGTGGACGGCTACGATT
GAATGTCCCATGGTGGCGCAGCTGACCTAGCTCGGCTTCGACACCTGGACCACTGCCGCCGCTTCCGCTGC
TTCGCTCGGGATCTCGCCGAGTTTGCCTACTTTGAGCTGCCCGAGGAGCACCCTCAGGGCCCGGCCCACGG
AGTGCGGATCGTCGTCGAAGGGGGCCTCGACTCCCACCTGCTTCGGATCTTCAGCCAGCGTCCGATCCTGG
TCGAGCGCGAGCAAGGACAGACCCTTCTGACTCTGTACTGCATCTGCAACCACCCCGGCCTGCATGAAAGT
CTTTGTTGTCTGCTGTGTACTGAGTATAATAAAAGCTGAGATCAGCGACTACTCCGGACTTCCGTGTGTTC
CTGAATCCATCAACCAGTCTTTGTTCTTCACCGGGAACGAGACCGAGCTCCAGCTCCAGTGTAAGCCCCAC
AAGAAGTACCTCACCTGGCTGTTCCAGGGCTCCCCGATCGCCGTTGTCAACCACTGCGACAACGACGGAGT
CCTGCTGAGCGGCCCTGCCAACCTTACTTTTTCCACCCGCAGAAGCAAGCTCCAGCTCTTCCAACCCTTCC
TCCCCGGGACCTATCAGTGCGTCTCGGGACCCTGCCATCACACCTTCCACCTGATCCCGAATACCACAGCG
TCGCTCCCCGCTACTAACAACCAAACTAACCTCCACCAACGCCACCGTCGCGACCTTTCTGAATCTAATAC
TACCACCCACACCGGAGGTGAGCTCCGAGGTCAACCAACCTCTGGGATTTACTACGGCCCCTGGGAGGTGG
TTGGGTTAATAGCGCTAGGCCTAGTTGCGGGTGGGCTTTTGGTTCTCTGCTACCTATACCTCCCTTGCTGT
TCGTACTTAGTGGTGCTGTGTTGCTGGTTTAAGAAATGGGGAAGATCACCCTAGTGAGCTGCGGTGCGCTG
GTGGCGGTGTTGCTTTCGATTGTGGGACTGGGCGGTGCGGCTGTAGTGAAGGAGAAGGCCGATCCCTGCTT
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GCATTTCAATCCCAACAAATGCCAGCTGAGTTTTCAGCCCGATGGCAATCGGTGCGCGGTACTGATCAAGT
GCGGATGGGAATGCGAGAACGTGAGAATCGAGTACAATAACAAGACTCGGAACAATACTCTCGCGTCCGTG
TGGCAGCCCGGGGACCCCGAGTGGTACACCGTCTCTGTCCCCGGTGCTGACGGCTCCCCGCGCACCGTGAA
TAATACTTTCATTTTTGCGCACATGTGCGACACGGTCATGTGGATGAGCAAGCAGTACGATATGTGGCCCC
CCACGAAGGAGAACATCGTGGTCTTCTCCATCGCTTACAGCCTGTGCACGGCGCTAATCACCGCTATCGTG
TGCCTGAGCATTCACATGCTCATCGCTATTCGCCCCAGAAATAATGCCGAAAAAGAAAAACAGCCATAACG
TTTTTTTTCACACCTTTTTCAGACCATGGCCTCTGTTAAATTTTTGCTTTTATTTGCCAGTCTCATTGCCG
TCATTCATGGAATGAGTAATGAGAAAATTACTATTTACACTGGCACTAATCACACATTGAAAGGTCCAGAA
AAAGCCACAGAAGTTTCATGGTATTGTTATTTTAATGAATCAGATGTATCTACTGAACTCTGTGGAAACAA
TAACAAAAAAAATGAGAGCATTACTCTCATCAAGTTTCAATGTGGATCTGACTTAACCCTAATTAACATCA
CTAGAGACTATGTAGGTATGTATTATGGAACTACAGCAGGCATTTCGGACATGGAATTTTATCAAGTTTCT
GTGTCTGAACCCACCACGCCTAGAATGACCACAACCACAAAAACTACACCTGTTACCACTATGCAGCTCAC
TACCAATAACATTTTTGCCATGCGTCAAATGGTCAACAATAGCACTCAACCCACCCCACCCAGTGAGGAAA
TTCCCAAATCCATGATTGGCATTATTGTTGCTGTAGTGGTGTGCATGTTGATCATCGCCTTGTGCATGGTG
TACTATGCCTTCTGCTACAGAAAGCACAGACTGAACGACAAGCTGGAACACTTACTAAGTGTTGAATTTTA
ATTTTTTAGAACCATGAAGATCCTAGGCCTTTTAATTTTTTCTATCATTACCTCTGCTCTATGCAATTCTG
ACAATGAGGACGTTACTGTCGTTGTCGGATCAAATTATACACTGAAAGGTCCAGCGAAGGGTATGCTTTCG
TGGTATTGCTATTTTGGATCTGACACTACAGAAACTGAATTATGCAATCTTAAGAATGGCAAAATTCAAAA
TTCTAAAATTAACAATTATATATGCAATGGTACTGATCTGATACTCCTCAATATCACGAAATCATATGCTG
GCAGTTACACCTGCCCTGGAGATGATGCTGACAGTATGATTTTTTACAAAGTAACTGTTGTTGATCCCACT
ACTCCACCTCCACCCACCACAACTACTCACACCACACACACAGATCAAACCGCAGCAGAGGAGGCAGCAAA
GTTAGCCTTGCAGGTCCAAGACAGTTCATTTGTTGGCATTACCCCTACACCTGATCAGCGGTGTCCGGGGC
TGCTAGTCAGCGGCATTGTCGGTGTGCTTTCGGGATTAGCAGTCATAATCATCTGCATGTTCATTTTTGCT
TGCTGCTATAGAAGGCTTTACCGACAAAAATCAGACCCACTGCTGAACCTCTATGTTTAATTTTTTCCAGA
GTCATGAAGGCAGTTAGCGCTCTAGTTTTTTGTTCTTTGATTGGCATTGTTTTTTGCAATCCTATTCCTAA
AGTTAGCTTTATTAAAGATGTGAATGTTACTGAGGGGGGCAATGTGACACTGGTAGGTGTAGAGGGTGCTG
AAAACACCACCTGGACAAAATACCACCTCAATGGGTGGAAAGATATTTGCAATTGGAGTGTATTAGTTTAT
ACATGTGAGGGAGTTAATCTTACCATTGTCAATGCCACCTCAGCTCAAAATGGTAGAATTCAAGGACAAAG
TGTCAGTGTATCTAATGGGTATTTTACCCAACATACTTTTATCTATGACGTTAAAGTCATACCACTGCCTA
CGCCTAGCCCACCTAGCACTACCACACAGACAACCCACACTACACAGACAACCACATACAGTACATTAAAT
CAGCCTACCACCACTACAGCAGCAGAGGTTGCCAGCTCGTCTGGGGTCCGAGTGGCATTTTTGATGTGGGC
CCCATCTAGCAGTCCCACTGCTAGTACCAATGAGCAGACTACTGAATTTTTGTCCACTGTCGAGAGCCACA
CCACAGCTACCTCCAGTGCCTTCTCTAGCACCGCCAATCTCTCCTCGCTTTCCTCTACACCAATCAGTCCC
GCTACTACTCCTAGCCCCGCTCCTCTTCCCACTCCCCTGAAGCAAACAGACGGCGGCATGCAATGGCAGAT
CACCCTGCTCATTGTGATCGGGTTGGTCATCCTGGCCGTGTTGCTCTACTACATCTTCTGCCGCCGCATTC
CCAACGCGCACCGCAAGCCGGTCTACAAGCCCATCATTGTCGGGCAGCCGGAGCCGCTTCAGGTGGAAGGG
GGTCTAAGGAATCTTCTCTTCTCTTTTACAGTATGGTGATTGAACTATGATTCCTAGACAATTCTTGATCA
CTATTCTTATCTGCCTCCTCCAAGTCTGTGCCACCCTCGCTCTGGTGGCCAACGCCAGTCCAGACTGTATT
GGGCCCTTCGCCTCCTACGTGCTCTTTGCCTTCACCACCTGCATCTGCTGCTGTAGCATAGTCTGCCTGCT
TATCACCTTCTTCCAGTTCATTGACTGGATCTTTGTGCGCATCGCCTACCTGCGCCACCACCCCCAGTACC
GCGACCAGCGAGTGGCGCGGCTGCTCAGGCTCCTCTGATAAGCATGCGGGCTCTGCTACTTCTCGCGCTTC
TGCTGTTAGTGCTCCCCCGTCCCGTCGACCCCCGGTCCCCCACCCAGTCCCCCGAGGAGGTCCGCAAATGC
AAATTCCAAGAACCCTGGAAATTCCTCAAATGCTACCGCCAAAAATCAGACATGCATCCCAGCTGGATCAT
GATCATTGGGATCGTGAACATTCTGGCCTGCACCCTCATCTCCTTTGTGATTTACCCCTGCTTTGACTTTG
GTTGGAACTCGCCAGAGGCGCTCTATCTCCCGCCTGAACCTGACACACCACCACAGCAACCTCAGGCACAC
GCACTACCACCACTACAGCCTAGGCCACAATACATGCCCATATTAGACTATGAGGCCGAGCCACAGCGACC
CATGCTCCCCGCTATTAGTTACTTCAATCTAACCGGCGGAGATGACTGACCCACTGGCCAACAACAACGTC
AACGACCTTCTCCTGGACATGGACGGCCGCGCCTCGGAGCAGCGACTCGCCCAACTTCGCATTCGCCAGCA
GCAGGAGAGAGCCGTCAAGGAGCTGCAGGATGCGGTGGCCATCCACCAGTGCAAGAGAGGCATCTTCTGCC
TGGTGAAACAGGCCAAGATCTCCTACGAGGTCACTCCAAACGACCATCGCCTCTCCTACGAGCTCCTGCAG
CAGCGCCAGAAGTTCACCTGCCTGGTCGGAGTCAACCCCATCGTCATCACCCAGCAGTCTGGCGATACCAA
GGGGTGCATCCACTGCTCCTGCGACTCCCCCGACTGCGTCCACACTCTGATCAAGACCCTCTGCGGCCTCC
GCGACCTCCTCCCCATGAACTAATCACCCCCTTATCCAGTGAAATAAAGATCATATTGATGATGATTTTAC
AGAAATAAAAAATAATCATTTGATTTGAAATAAAGATACAATCATATTGATGATTTGAGTTTAACAAAAAA
ATAAAGAATCACTTACTTGAAATCTGATACCAGGTCTCTGTCCATGTTTTCTGCCAACACCACTTCACTCC
CCTCTTCCCAGCTCTGGTACTGCAGGCCCCGGCGGGCTGCAAACTTCCTCCACACGCTGAAGGGGATGTCA
AATTCCTCCTGTCCCTCAATCTTCATTTTATCTTCTATCAGATGTCCAAAAAGCGCGTCCGGGTGGATGAT
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GACTTCGACCCCGTCTACCCCTACGATGCAGACAACGCACCGACCGTGCCCTTCATCAACCCCCCCTTCGT
CTCTTCAGATGGATTCCAAGAGAAGCCCCTGGGGGTGTTGTCCCTGCGACTGGCCGACCCCGTCACCALCCA
AGAACGGGGAAATCACCCTCAAGCTGGGAGAGGGGGTGGACCTCGATTCCTCGGGAAAACTCATCTCCAAC
ACGGCCACCAAGGCCGCCGCCCCTCTCAGTTTTTCCAACAACACCATTTCCCTTAACATGGATCACCCCTT
TTACACTAAAGATGGAAAATTATCCTTACAAGTTTCTCCACCATTAAATATACTGAGAACAAGCATTCTAA
ACACACTAGCTTTAGGTTTTGGATCAGGTTTAGGACTCCGTGGCTCTGCCTTGGCAGTACAGTTAGTCTCT
CCACTTACATTTGATACTGATGGAAACATAAAGCTTACCTTAGACAGAGGTTTGCATGTTACAACAGGAGA
TGCAATTGAAAGCAACATAAGCTGGGCTAAAGGTTTAAAATTTGAAGATGGAGCCATAGCAACCAACATTG
GAAATGGGTTAGAGTTTGGAAGCAGTAGTACAGAAACAGGTGTTGATGATGCTTACCCAATCCAAGTTAAA
CTTGGATCTGGCCTTAGCTTTGACAGTACAGGAGCCATAATGGCTGGTAACAAAGAAGACGATAAACTCAC
TTTGTGGACAACACCTGATCCATCACCAAACTGTCAAATACTCGCAGAAAATGATGCAAAACTAACACTTT
GCTTGACTAAATGTGGTAGTCAAATACTGGCCACTGTGTCAGTCTTAGTTGTAGGAAGTGGAAACCTAAAC
CCCATTACTGGCACCGTAAGCAGTGCTCAGGTGTTTCTACGTTTTGATGCAAACGGTGTTCTTTTAACAGA
ACATTCTACACTAAAAAAATACTGGGGGTATAGGCAGGGAGATAGCATAGATGGCACTCCATATACCAATG
CTGTAGGATTCATGCCCAATTTAAAAGCTTATCCAAAGTCACAAAGTTCTACTACTAAAAATAATATAGTA
GGGCAAGTATACATGAATGGAGATGTTTCAAAACCTATGCTTCTCACTATAACCCTCAATGGTACTGATGA
CAGCAACAGTACATATTCAATGTCATTTTCATACACCTGGACTAATGGAAGCTATGTTGGAGCAACATTTG
GGGCTAACTCTTATACCTTCTCATACATCGCCCAAGAATGAACACTGTATCCCACCCTGCATGCCAACCCT
TCCCACCCCACTCTGTGGAACAAACTCTGAAACACAAAATAAAATAAAGTTCAAGTGTTTTATTGATTCAA
CAGTTTTACAGGATTCGAGCAGTTATTTTTCCTCCACCCTCCCAGGACATGGAATACACCACCCTCTCCCC
CCGCACAGCCTTGAACATCTGAATGCCATTGGTGATGGACATGCTTTTGGTCTCCACGTTCCACACAGTTT
CAGAGCGAGCCAGTCTCGGGTCGGTCAGGGAGATGAAACCCTCCGGGCACTCCCGCATCTGCACCTCACAG
CTCAACAGCTGAGGATTGTCCTCGGTGGTCGGGATCACGGTTATCTGGAAGAAGCAGAAGAGCGGCGGTGG
GAATCATAGTCCGCGAACGGGATCGGCCGGTGGTGTCGCATCAGGCCCCGCAGCAGTCGCTGCCGCCGLLG
CTCCGTCAAGCTGCTGCTCAGGGGGTCCGGGTCCAGGGACTCCCTCAGCATGATGCCCACGGCCCTCAGCA
TCAGTCGTCTGGTGCGGCGGGCGCAGCAGCGCATGCGGATCTCGCTCAGGTCGCTGCAGTACGTGCAACAC
AGAACCACCAGGTTGTTCAACAGTCCATAGTTCAACACGCTCCAGCCGAAACTCATCGCGGGAAGGATGCT
ACCCACGTGGCCGTCGTACCAGATCCTCAGGTAAATCAAGTGGTGCCCCCTCCAGAACACGCTGCCCACGT
ACATGATCTCCTTGGGCATGTGGCGGTTCACCACCTCCCGGTACCACATCACCCTCTGGTTGAACATGCAG
CCCCGGATGATCCTGCGGAACCACAGGGCCAGCACCGCCCCGCCCGCCATGCAGCGAAGAGACCCCGGGTC
CCGGCAATGGCAATGGAGGACCCACCGCTCGTACCCGTGGATCATCTGGGAGCTGAACAAGTCTATGTTGG
CACAGCACAGGCATATGCTCATGCATCTCTTCAGCACTCTCAACTCCTCGGGGGTCAAAACCATATCCCAG
GGCACGGGGAACTCTTGCAGGACAGCGAACCCCGCAGAACAGGGCAATCCTCGCACAGAACTTACATTGTG
CATGGACAGGGTATCGCAATCAGGCAGCACCGGGTGATCCTCCACCAGAGAAGCGCGGGTCTCGGTCTCCT
CACAGCGTGGTAAGGGGGCCGGCCGATACGGGTGATGGCGGGACGCGGCTGATCGTGTTCGCGACCGTGTC
ATGATGCAGTTGCTTTCGGACATTTTCGTACTTGCTGTAGCAGAACCTGGTCCGGGCGCTGCACACCGATC
GCCGGCGGCGGTCTCGGCGCTTGGAACGCTCGGTGTTGAAATTGTAAAACAGCCACTCTCTCAGACCGTGC
AGCAGATCTAGGGCCTCAGGAGTGATGAAGATCCCATCATGCCTGATGGCTCTGATCACATCGACCACCGT
GGAATGGGCCAGACCCAGCCAGATGATGCAATTTTGTTGGGTTTCGGTGACGGCGGGGGAGGGAAGAACAG
GAAGAACCATGATTAACTTTTAATCCAAACGGTCTCGGAGTACTTCAAAATGAAGATCGCGGAGATGGCAC
CTCTCGCCCCCGCTGTGTTGGTGGAAAATAACAGCCAGGTCAAAGGTGATACGGTTCTCGAGATGTTCCAC
GGTGGCTTCCAGCAAAGCCTCCACGCGCACATCCAGAAACAAGACAATAGCGAAAGCGGGAGGGTTCTCTA
ATTCCTCAATCATCATGTTACACTCCTGCACCATCCCCAGATAATTTTCATTTTTCCAGCCTTGAATGATT
CGAACTAGTTCcTGAGGTAAATCCAAGCCAGCCATGATAAAGAGCTCGCGCAGAGCGCCCTCCACCGGCAT
TCTTAAGCACACCCTCATAATTCCAAGATATTCTGCTCCTGGTTCACCTGCAGCAGATTGACAAGCGGAAT
ATCAAAATCTCTGCCGCGATCCCTGAGCTCCTCCCTCAGCAATAACTGTAAGTACTCTTTCATATCCTCTC
CGAAATTTTTAGCCATAGGACCACCAGGAATAAGATTAGGGCAAGCCACAGTACAGATAAACCGAAGTCCT
CCCCAGTGAGCATTGCCAAATGCAAGACTGCTATAAGCATGCTGGCTAGACCCGGTGATATCTTCCAGATA
ACTGGACAGAAAATCGCCCAGGCAATTTTTAAGAAAATCAACAAAAGAAAAATCCTCCAGGTGGACGTTTA
GAGCCTCGGGAACAACGATGAAGTAAATGCAAGCGGTGCGTTCCAGCATGGTTAGTTAGCTGATCTGTAGA
AAAAACAAAAATGAACATTAAACCATGCTAGCCTGGCGAACAGGTGGGTAAATCGTTCTCTCCAGCACCAG
GCAGGCCACGGGGTCTCCGGCGCGACCCTCGTAAAAATTGTCGCTATGATTGAAAACCATCACAGAGAGAC
GTTCCCGGTGGCCGGCGTGAATGATTCGACAAGATGAATACACCCCCGGAACATTGGCGTCCGCGAGTGAA
AAAAAGCGCCCGAGGAAGCAATAAGGCACTACAATGCTCAGTCTCAAGTCCAGCAAAGCGATGCCATGCGG
ATGAAGCACAAAATTCTCAGGTGCGTACAAAATGTAATTACTCCCCTCCTGCACAGGCAGCAAAGCCCCCG
ATCCCTCCAGGTACACATACAAAGCCTCAGCGTCCATAGCTTACCGAGCAGCAGCACACAACAGGCGCAAG
AGTCAGAGAAAGGCTGAGCTCTAACCTGTCCACCCGCTCTCTGCTCAATATATAGCCCAGATCTACACTGA
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CGTAAAGGCCAAAGTCTAAAAATACCCGCCAAATAATCACACACGCCCAGCACACGCCCAGAAACCGGTGA
CACACTCAAAAAAATACGCGCACTTCCTCAAACGCCCAAAACTGCCGTCATTTCCGGGTTCCCACGCTACG
TCATCAAAACACGACTTTCAAATTCCGTCGACCGTTAAAAACGTCACCCGCCCCGCCCCTAACGGTCGCCC
GTCTCTCAGCCAATCAGCGCCCCGCATCCCCAAATTCAAACACCTCATTTGCATATTAACGCGCACAAAAA
GTTTGAGGTATATTATTGATGATGG

C68 de ATCC VR-594 (SEQ ID NO:10); secuenciado de forma independiente;
C68 de longitud completa

CCATCTTCAATAATATACCTCAAACTTTTTGTGCGCGTTAATATGCAAATGAGGCGTTTGAATTTGGGGAG
GAAGGGCGGTGATTGGTCGAGGGATGAGCGACCGTTAGGGGCGGGGCGAGTGACGTTTTGATGACGTGGTT
GCGAGGAGGAGCCAGTTTGCAAGTTCTCGTGGGAAAAGTGACGTCAAACGAGGTGTGGTTTGAACACGGAA
ATACTCAATTTTCCCGCGCTCTCTGACAGGAAATGAGGTGTTTCTGGGCGGATGCAAGTGAAAACGGGCCA
TTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGAAAATCTGAGTAATTTCGCGTTTATGGCAGGGAGGAGTATTT
GCCGAGGGCCGAGTAGACTTTGACCGATTACGTGGGGGTTTCGATTACCGTGTTTTTCACCTAAATTTCCG
CGTACGGTGTCAAAGTCCGGTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCTGATCGCCAGGGTATTTAAACCTGCGCTCT
CCAGTCAAGAGGCCACTCTTGAGTGCCAGCGAGAAGAGTTTTCTCCTCCGCGCCGCGAGTCAGATCTACAC
TTTGAAAGATGAGGCACCTGAGAGACCTGCCCGATGAGAAAATCATCATCGCTTCCGGGAACGAGATTCTG
GAACTGGTGGTAAATGCCATGATGGGCGACGACCCTCCGGAGCCCCCCACCCCATTTGAGACACCTTCGCT
GCACGATTTGTATGATCTGGAGGTGGATGTGCCCGAGGACGATCCCAATGAGGAGGCGGTAAATGATTTTT
TTAGCGATGCCGCGCTGCTAGCTGCCGAGGAGGCTTCGAGCTCTAGCTCAGACAGCGACTCTTCACTGCAT
ACCCCTAGACCCGGCAGAGGTGAGAAAAAGATCCCCGAGCTTAAAGGGGAAGAGATGGACTTGCGCTGCTA
TGAGGAATGCTTGCCCCCGAGCGATGATGAGGACGAGCAGGCGATCCAGAACGCAGCGAGCCAGGGAGTGC
AAGCCGCCAGCGAGAGCTTTGCGCTGGACTGCCCGCCTCTGCCCGGACACGGCTGTAAGTCTTGTGAATTT
CATCGCATGAATACTGGAGATAAAGCTGTGTTGTGTGCACTTTGCTATATGAGAGCTTACAACCATTGTGT
TTACAGTAAGTGTGATTAAGTTGAACTTTAGAGGGAGGCAGAGAGCAGGGTGACTGGGCGATGACTGGTTT
ATTTATGTATATATGTTCTTTATATAGGTCCCGTCTCTGACGCAGATGATGAGACCCCCACTACAAAGTCC
ACTTCGTCACCCCCAGAAATTGGCACATCTCCACCTGAGAATATTGTTAGACCAGTTCCTGTTAGAGCCAC
TGGGAGGAGAGCAGCTGTGGAATGTTTGGATGACTTGCTACAGGGTGGGGTTGAACCTTTGGACTTGTGTA
CCCGGAAACGCCCCAGGCACTAAGTGCCACACATGTGTGTTTACTTGAGGTGATGTCAGTATTTATAGGGT
GTGGAGTGCAATAAAAAATGTGTTGACTTTAAGTGCGTGGTTTATGACTCAGGGGTGGGGACTGTGAGTAT
ATAAGCAGGTGCAGACCTGTGTGGTTAGCTCAGAGCGGCATGGAGATTTGGACGGTCTTGGAAGACTTTCA
CAAGACTAGACAGCTGCTAGAGAACGCCTCGAACGGAGTCTCTTACCTGTGGAGATTCTGCTTCGGTGGCG
ACCTAGCTAGGCTAGTCTACAGGGCCAAACAGGATTATAGTGAACAATTTGAGGTTATTTTGAGAGAGTGT
TCTGGTCTTTTTGACGCTCTTAACTTGGGCCATCAGTCTCACTTTAACCAGAGGATTTCGAGAGCCCTTGA
TTTTACTACTCCTGGCAGAACCACTGCAGCAGTAGCCTTTTTTGCTTTTATTCTTGACAAATGGAGTCAAG
AAACCCATTTCAGCAGGGATTACCAGCTGGATTTCTTAGCAGTAGCTTTGTGGAGAACATGGAAGTGCCAG
CGCCTGAATGCAATCTCCGGCTACTTGCCGGTACAGCCGCTAGACACTCTGAGGATCCTGAATCTCCAGGA
GAGTCCCAGGGCACGCCAACGTCGCCAGCAGCAGCAGCAGGAGGAGGATCAAGAAGAGAACCCGAGAGCCG
GCCTGGACCCTCCGGCGGAGGAGGAGGAGTAGCTGACCTGTTTCCTGAACTGCGCCGGGTGCTGACTAGGT
CTTCGAGTGGTCGGGAGAGGGGGATTAAGCGGGAGAGGCATGATGAGACTAATCACAGAACTGAACTGACT
GTGGGTCTGATGAGTCGCAAGCGCCCAGAAACAGTGTGGTGGCATGAGGTGCAGTCGACTGGCACAGATGA
GGTGTCGGTGATGCATGAGAGGTTTTCTCTAGAACAAGTCAAGACTTGTTGGTTAGAGCCTGAGGATGATT
GGGAGGTAGCCATCAGGAATTATGCCAAGCTGGCTCTGAGGCCAGACAAGAAGTACAAGATTACTAAGCTG
ATAAATATCAGAAATGCCTGCTACATCTCAGGGAATGGGGCTGAAGTGGAGATCTGTCTCCAGGAAAGGGT
GGCTTTCAGATGCTGCATGATGAATATGTACCCGGGAGTGGTGGGCATGGATGGGGTTACCTTTATGAACA
TGAGGTTCAGGGGAGATGGGTATAATGGCACGGTCTTTATGGCCAATACCAAGCTGACAGTCCATGGCTGC
TCCTTCTTTGGGTTTAATAACACCTGCATCGAGGCCTGGGGTCAGGTCGGTGTGAGGGGCTGCAGTTTTTC
AGCCAACTGGATGGGGGTCGTGGGCAGGACCAAGAGTATGCTGTCCGTGAAGAAATGCTTGTTTGAGAGGT
GCCACCTGGGGGTGATGAGCGAGGGCGAAGCCAGAATCCGCCACTGCGCCTCTACCGAGACGGGCTGCTTT
GTGCTGTGCAAGGGCAATGCTAAGATCAAGCATAATATGATCTGTGGAGCCTCGGACGAGCGCGGCTACCA
GATGCTGACCTGCGCCGGCGGGAACAGCCATATGCTGGCCACCGTACATGTGGCTTCCCATGCTCGCAAGC
CCTGGCCCGAGTTCGAGCACAATGTCATGACCAGGTGCAATATGCATCTGGGGTCCCGCCGAGGCATGTTC
ATGCCCTACCAGTGCAACCTGAATTATGTGAAGGTGCTGCTGGAGCCCGATGCCATGTCCAGAGTGAGCCT
GACGGGGGTGTTTGACATGAATGTGGAGGTGTGGAAGATTCTGAGATATGATGAATCCAAGACCAGGTGCC
GAGCCTGCGAGTGCGGAGGGAAGCATGCCAGGTTCCAGCCCGTGTGTGTGGATGTGACGGAGGACCTGCGA
CCCGATCATTTGGTGTTGCCCTGCACCGGGACGGAGTTCGGTTCCAGCGGGGAAGAATCTGACTAGAGTGA
GTAGTGTTCTGGGGCGGGGGAGGACCTGCATGAGGGCCAGAATAACTGAAATCTGTGCTTTTCTGTGTGTT
GCAGCAGCATGAGCGGAAGCGGCTCCTTTGAGGGAGGGGTATTCAGCCCTTATCTGACGGGGCGTCTCCCC
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TCCTGGGCGGGAGTGCGTCAGAATGTGATGGGATCCACGGTGGACGGCCGGCCCGTGCAGCCCGCGAACTC
TTCAACCCTGACCTATGCAACCCTGAGCTCTTCGTCGTTGGACGCAGCTGCCGCCGCAGCTGCTGCATCTG
CCGCCAGCGCCGTGCGCGGAATGGCCATGGGCGCCGGCTACTACGGCACTCTGGTGGCCAACTCGAGTTCC
ACCAATAATCCCGCCAGCCTGAACGAGGAGAAGCTGTTGCTGCTGATGGCCCAGCTCGAGGCCTTGACCCA
GCGCCTGGGCGAGCTGACCCAGCAGGTGGCTCAGCTGCAGGAGCAGACGCGGGCCGCGGTTGCCACGGTGA
AATCCAAATAAAAAATGAATCAATAAATAAACGGAGACGGTTGTTGATTTTAACACAGAGTCTGAATCTTT
ATTTGATTTTTCGCGCGCGGTAGGCCCTGGACCACCGGTCTCGATCATTGAGCACCCGGTGGATCTTTTCC
AGGACCCGGTAGAGGTGGGCTTGGATGTTGAGGTACATGGGCATGAGCCCGTCCCGGGGGTGGAGGTAGCT
CCATTGCAGGGCCTCGTGCTCGGGGGTGGTGTTGTAAATCACCCAGTCATAGCAGGGGCGCAGGGCATGGT
GTTGCACAATATCTTTGAGGAGGAGACTGATGGCCACGGGCAGCCCTTTGGTGTAGGTGTTTACAAATCTG
TTGAGCTGGGAGGGATGCATGCGGGGGGAGATGAGGTGCATCTTGGCCTGGATCTTGAGATTGGCGATGTT
ACCGCCCAGATCCCGCCTGGGGTTCATGTTGTGCAGGACCACCAGCACGGTGTATCCGGTGCACTTGGGGA
ATTTATCATGCAACTTGGAAGGGAAGGCGTGAAAGAATTTGGCGACGCCTTTGTGCCCGCCCAGGTTTTCC
ATGCACTCATCCATGATGATGGCGATGGGCCCGTGGGCGGCGGCCTGGGCAAAGACGTTTCGGGGGTCGGA
CACATCATAGTTGTGGTCCTGGGTGAGGTCATCATAGGCCATTTTAATGAATTTGGGGCGGAGGGTGCCGG
ACTGGGGGACAAAGGTACCCTCGATCCCGGGGGCGTAGTTCCCCTCACAGATCTGCATCTCCCAGGCTTTG
AGCTCGGAGGGGGGGATCATGTCCACCTGCGGGGCGATAAAGAACACGGTTTCCGGGGCGGGGGAGATGAG
CTGGGCCGAAAGCAAGTTCCGGAGCAGCTGGGACTTGCCGCAGCCGGTGGGGCCGTAGATGACCCCGATGA
CCGGCTGCAGGTGGTAGTTGAGGGAGAGACAGCTGCCGTCCTCCCGGAGGAGGGGGGCCACCTCGTTCATC
ATCTCGCGCACGTGCATGTTCTCGCGCACCAGTTCCGCCAGGAGGCGCTCTCCCCCCAGGGATAGGAGCTC
CTGGAGCGAGGCGAAGTTTTTCAGCGGCTTGAGTCCGTCGGCCATGGGCATTTTGGAGAGGGTTTGTTGCA
AGAGTTCCAGGCGGTCCCAGAGCTCGGTGATGTGCTCTACGGCATCTCGATCCAGCAGACCTCCTCGTTTC
GCGGGTTGGGACGGCTGCGGGAGTAGGGCACCAGACGATGGGCGTCCAGCGCAGCCAGGGTCCGGTCCTTC
CAGGGTCGCAGCGTCCGCGTCAGGGTGGTCTCCGTCACGGTGAAGGGGTGCGCGCCGGGCTGGGCGCTTGC
GAGGGTGCGCTTCAGGCTCATCCGGCTGGTCGAAAACCGCTCCCGATCGGCGCCCTGCGCGTCGGCCAGGT
AGCAATTGACCATGAGTTCGTAGTTGAGCGCCTCGGCCGCGTGGCCTTTGGCGCGGAGCTTACCTTTGGAA
GTCTGCCCGCAGGCGGGACAGAGGAGGGACTTGAGGGCGTAGAGCTTGGGGGCGAGGAAGACGGACTCGGG
GGCGTAGGCGTCCGCGCCGCAGTGGGCGCAGACGGTCTCGCACTCCACGAGCCAGGTGAGGTCGGGCTGGT
CGGGGTCAAAAACCAGTTTCCCGCCGTTCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTTTGGTCTCCATGAGCTCGTGT
CCCCGCTGGGTGACAAAGAGGCTGTCCGTGTCCCCGTAGACCGACTTTATGGGCCGGTCCTCGAGCGGTGT
GCCGCGGTCCTCCTCGTAGAGGAACCCCGCCCACTCCGAGACGAAAGCCCGGGTCCAGGCCAGCACGAAGG
AGGCCACGTGGGACGGGTAGCGGTCGTTGTCCACCAGCGGGTCCACCTTTTCCAGGGTATGCAAACACATG
TCCCCCTCGTCCACATCCAGGAAGGTGATTGGCTTGTAAGTGTAGGCCACGTGACCGGGGGTCCCGGCCGG
GGGGGTATAAAAGGGTGCGGGTCCCTGCTCGTCCTCACTGTCTTCCGGATCGCTGTCCAGGAGCGCCAGCT
GTTGGGGTAGGTATTCCCTCTCGAAGGCGGGCATGACCTCGGCACTCAGGTTGTCAGTTTCTAGAAACGAG
GAGGATTTGATATTGACGGTGCCGGCGGAGATGCCTTTCAAGAGCCCCTCGTCCATCTGGTCAGAAAAGAC
GATCTTTTTGTTGTCGAGCTTGGTGGCGAAGGAGCCGTAGAGGGCGTTGGAGAGGAGCTTGGCGATGGAGC
GCATGGTCTGGTTTTTTTCCTTGTCGGCGCGCTCCTTGGCGGCGATGTTGAGCTGCACGTACTCGCGCGCC
ACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGGTGGTCAGCTCGTCGGGCACGATTCTGACCTGCCAGCCCCGATTATG
CAGGGTGATGAGGTCCACACTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCATTAGTCCAGCAGAGGCGTCCGC
CCTTGCGCGAGCAGAAGGGGGGCAGGGGGTCCAGCATGACCTCGTCGGGGGGGTCGGCATCGATGGTGAAG
ATGCCGGGCAGGAGGTCGGGGTCAAAGTAGCTGATGGAAGTGGCCAGATCGTCCAGGGCAGCTTGCCATTC
GCGCACGGCCAGCGCGCGCTCGTAGGGACTGAGGGGCGTGCCCCAGGGCATGGGATGGGTAAGCGCGGAGG
CGTACATGCCGCAGATGTCGTAGACGTAGAGGGGCTCCTCGAGGATGCCGATGTAGGTGGGGTAGCAGCGC
CCCCCGCGGATGCTGGCGCGCACGTAGTCATACAGCTCGTGCGAGGGGGCGAGGAGCCCCGGGCCCAGGTT
GGTGCGACTGGGCTTTTCGGCGCGGTAGACGATCTGGCGGAAAATGGCATGCGAGTTGGAGGAGATGGTGG
GCCTTTGGAAGATGTTGAAGTGGGCGTGGGGCAGTCCGACCGAGTCGCGGATGAAGTGGGCGTAGGAGTCT
TGCAGCTTGGCGACGAGCTCGGCGGTGACTAGGACGTCCAGAGCGCAGTAGTCGAGGGTCTCCTGGATGAT
GTCATACTTGAGCTGTCCCTTTTGTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGAAGGAACTCTTCGCGGTCCTTCCAGT
ACTCTTCGAGGGGGAACCCGTCCTGATCTGCACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACGGCCTTG
TAGGCGCAGCAGCCCTTCTCCACGGGGAGGGCGTAGGCCTGGGCGGCCTTGCGCAGGGAGGTGTGCGTGAG
GGCGAAAGTGTCCCTGACCATGACCTTGAGGAACTGGTGCTTGAAGTCGATATCGTCGCAGCCCCCCTGCT
CCCAGAGCTGGAAGTCCGTGCGCTTCTTGTAGGCGGGGTTGGGCAAAGCGAAAGTAACATCGTTGAAGAGG
ATCTTGCCCGCGCGGGGCATAAAGTTGCGAGTGATGCGGAAAGGTTGGGGCACCTCGGCCCGGTTGTTGAT
GACCTGGGCGGCGAGCACGATCTCGTCGAAGCCGTTGATGTTGTGGCCCACGATGTAGAGTTCCACGAATC
GCGGACGGCCCTTGACGTGGGGCAGTTTCTTGAGCTCCTCGTAGGTGAGCTCGTCGGGGTCGCTGAGCCCG
TGCTGCTCGAGCGCCCAGTCGGCGAGATGGGGGTTGGCGCGGAGGAAGGAAGTCCAGAGATCCACGGCCAG
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GGCGGTTTGCAGACGGTCCCGGTACTGACGGAACTGCTGCCCGACGGCCATTTTTTCGGGGGTGACGCAGT
AGAAGGTGCGGGGGTCCCCGTGCCAGCGATCCCATTTGAGCTGGAGGGCGAGATCGAGGGCGAGCTCGACG
AGCCGGTCGTCCCCGGAGAGTTTCATGACCAGCATGAAGGGGACGAGCTGCTTGCCGAAGGACCCCATCCA
GGTGTAGGTTTCCACATCGTAGGTGAGGAAGAGCCTTTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATGGGGAAGAACT
GGATCTCCTGCCACCAATTGGAGGAATGGCTGTTGATGTGATGGAAGTAGAAATGCCGACGGCGCGCCGAA
CACTCGTGCTTGTGTTTATACAAGCGGCCACAGTGCTCGCAACGCTGCACGGGATGCACGTGCTGCACGAG
CTGTACCTGAGTTCCTTTGACGAGGAATTTCAGTGGGAAGTGGAGTCGTGGCGCCTGCATCTCGTGCTGTA
CTACGTCGTGGTGGTCGGCCTGGCCCTCTTCTGCCTCGATGGTGGTCATGCTGACGAGCCCGCGCGGGAGG
CAGGTCCAGACCTCGGCGCGAGCGGGTCGGAGAGCGAGGACGAGGGCGCGCAGGCCGGAGCTGTCCAGGGT
CCTGAGACGCTGCGGAGTCAGGTCAGTGGGCAGCGGCGGCGCGCGGTTGACTTGCAGGAGTTTTTCCAGGG
CGCGCGGGAGGTCCAGATGGTACTTGATCTCCACCGCGCCATTGGTGGCGACGTCGATGGCTTGCAGGGTC
CCGTGCCCCTGGGGTGTGACCACCGTCCCCCGTTTCTTCTTGGGCGGCTGGGGCGACGGGGGCGGTGCCTC
TTCCATGGTTAGAAGCGGCGGCGAGGACGCGCGCCGGGCGEGCAGGGGLCGGLCTCGGGGCCCGGAGGCAGGGG
CGGCAGGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCGGEGETAGGTTCTGGTACTGCGCCCGGAGAAGACTGGCGTGAGCGA
CGACGCGACGGTTGACGTCCTGGATCTGACGCCTCTGGGTGAAGGCCACGGGACCCGTGAGTTTGAACCTG
AAAGAGAGTTCGACAGAATCAATCTCGGTATCGTTGACGGCGGCCTGCCGCAGGATCTCTTGCACGTCGCC
CGAGTTGTCCTGGTAGGCGATCTCGGTCATGAACTGCTCGATCTCCTCCTCTTGAAGGTCTCCGCGGCCGG
CGCGCTCCACGGTGGCCGCGAGGTCGTTGGAGATGCGGCCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTCATGCCCGLC
TCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGACGCCCTCGGGATCGCgGGCGCGCATGACCACCTGGGCGAGGTT
GAGCTCCACGTGGCGCGTGAAGACCGCGTAGTTGCAGAGGCGCTGGTAGAGGTAGTTGAGCGTGGTGGCGA
TGTGCTCGGTGACGAAGAAATACATGATCCAGCGGCGGAGCGGCATCTCGCTGACGTCGCCCAGCGCCTCC
AAACGTTCCATGGCCTCGTAAAAGTCCACGGCGAAGTTGAAAAACTGGGAGTTGCGCGCCGAGACGGTCAA
CTCCTCCTCCAGAAGACGGATGAGCTCGGCGATGGTGGCGCGCACCTCGCGCTCGAAGGCCCCCGGGAGTT
CCTCCACTTCCTCTTCTTCCTCCTCCACTAACATCTCTTCTACTTCCTCCTCAGGCGGCAGTGGTGGCGGEG
GGAGGGGGCCTGCGTCGCCGGCGGCGCACGGGCAGACGGTCGATGAAGCGCTCGATGGTCTCGCCGCGLCG
GCGTCGCATGGTCTCGGTGACGGCGCGCCCGTCCTCGCGGGGCCGCAGCGTGAAGACGCCGCCGCGCATCT
CCAGGTGGCCGGGGGGGTCCCCGTTGGGCAGGGAGAGGGCGCTGACGATGCATCTTATCAATTGCCCCGTA
GGGACTCCGCGCAAGGACCTGAGCGTCTCGAGATCCACGGGATCTGAAAACCGCTGAACGAAGGCTTCGAG
CCAGTCGCAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACGGTTTCTTCTGGCGGGTCATGTTGGTTGGGAGCGGGGCGGG
CGATGCTGCTGGTGATGAAGTTGAAATAGGCGGTTCTGAGACGGCGGATGGTGGCGAGGAGCACCAGGTCT
TTGGGCCCGGCTTGCTGGATGCGCAGACGGTCGGCCATGCCCCAGGCGTGGTCCTGACACCTGGCCAGGTC
CTTGTAGTAGTCCTGCATGAGCCGCTCCACGGGCACCTCCTCCTCGCCCGCGCGGCCGTGCATGCGCGTGA
GCCCGAAGCCGCGCTGGGGCTGGACGAGCGCCAGGTCGGCGACGACGCGCTCGGCGAGGATGGCTTGCTGG
ATCTGGGTGAGGGTGGTCTGGAAGTCATCAAAGTCGACGAAGCGGTGGTAGGCTCCGGTGTTGATGGTGTA
GGAGCAGTTGGCCATGACGGACCAGTTGACGGTCTGGTGGCCCGGACGCACGAGCTCGTGGTACTTGAGGC
GCGAGTAGGCGCGCGTGTCGAAGATGTAGTCGTTGCAGGTGCGCACCAGGTACTGGTAGCCGATGAGGAAG
TGCGGCGGCGGCTGGCGGTAGAGCGGCCATCGCTCGGTGGCGGGGGCGCCGGGCGCGAGGTCCTCGAGCAT
GGTGCGGTGGTAGCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCGGCGGCGEGTGGTGGAGGCGCGCGGGA
ACTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAGGAAGTAGTTCATGGTGGGCACGGTCTGGCCCGTG
AGGCGCGCGCAGTCGTGGATGCTCTATACGGGCAAAAACGAAAGCGGTCAGCGGCTCGACTCCGTGGCCTG
GAGGCTAAGCGAACGGGTTGGGCTGCGCGTGTACCCCGGTTCGAATCTCGAATCAGGCTGGAGCCGCAGCT
AACGTGGTATTGGCACTCCCGTCTCGACCCAAGCCTGCACCAACCCTCCAGGATACGGAGGCGGGTCGTTT
TGCAACTTTTTTTTGGAGGCCGGATGAGACTAGTAAGCGCGGAAAGCGGCCGACCGCGATGGCTCGCTGCC
GTAGTCTGGAGAAGAATCGCCAGGGTTGCGTTGCGGTGTGCCCCGGTTCGAGGCCGGCCGGATTCCGCGGL
TAACGAGGGCGTGGCTGCCCCGTCGTTTCCAAGACCCCATAGCCAGCCGACTTCTCCAGTTACGGAGCGAG
CCCCTCTTTTGTTTTGTTTGTTTTTGCCAGATGCATCCCGTACTGCGGCAGATGCGCCCCCACCACCCTCC
ACCGCAACAACAGCCCCCTCCACAGCCGGCGCTTCTGCCCCCGCCCCAGCAGCAACTTCCAGCCACGACCG
CCGCGGCCGCCGTGAGCGGGGCTGGACAGAGTTATGATCACCAGCTGGCCTTGGAAGAGGGCGAGGGGLTG
GCGCGCCTGGGGGCGTCGTCGCCGGAGCGGCACCCGCGCGTGCAGATGAAAAGGGACGCTCGCGAGGCCTA
CGTGCCCAAGCAGAACCTGTTCAGAGACAGGAGCGGCGAGGAGCCCGAGGAGATGCGCGCGGCCCGGTTCC
ACGCGGGGCGGGAGCTGCGGCGCGGCCTGGACCGAAAGAGGGTGCTGAGGGACGAGGATTTCGAGGCGGAC
GAGCTGACGGGGATCAGCCCCGCGCGCGCGCACGTGGCCGCGGCCAACCTGGTCACGGCGTACGAGCAGAC
CGTGAAGGAGGAGAGCAACTTCCAAAAATCCTTCAACAACCACGTGCGCACCCTGATCGCGCGCGAGGAGG
TGACCCTGGGCCTGATGCACCTGTGGGACCTGCTGGAGGCCATCGTGCAGAACCCCACCAGCAAGCCGCTG
ACGGCGCAGCTGTTCCTGGTGGTGCAGCATAGTCGGGACAACGAAGCGTTCAGGGAGGCGCTGCTGAATAT
CACCGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTCCTGGACCTGGTGAACATTCTGCAGAGCATCGTGGTGCAGGAGCGCG
GGCTGCCGCTGTCCGAGAAGCTGGCGGCCATCAACTTCTCGGTGCTGAGTTTGGGCAAGTACTACGCTAGG
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AAGATCTACAAGACCCCGTACGTGCCCATAGACAAGGAGGTGAAGATCGACGGGTTTTACATGCGCATGAC
CCTGAAAGTGCTGACCCTGAGCGACGATCTGGGGGTGTACCGCAACGACAGGATGCACCGTGCGGTGAGCG
CCAGCAGGCGGCGCGAGCTGAGCGACCAGGAGCTGATGCATAGTCTGCAGCGGGCCCTGACCGGGGLCCGGG
ACCGAGGGGGAGAGCTACTTTGACATGGGCGCGGACCTGCACTGGCAGCCCAGCCGCCGGGCCTTGGAGGL
GGCGGCAGGACCCTACGTAGAAGAGGTGGACGATGAGGTGGACGAGGAGGGCGAGTACCTGGAAGACTGAT
GGCGCGACCGTATTTTTGCTAGATGCAACAACAACAGCCACCTCCTGATCCCGCGATGCGGGCGGCGCTGL
AGAGCCAGCCGTCCGGCATTAACTCCTCGGACGATTGGACCCAGGCCATGCAACGCATCATGGCGCTGACG
ACCCGCAACCCCGAAGCCTTTAGACAGCAGCCCCAGGCCAACCGGCTCTCGGCCATCCTGGAGGCCGTGGT
GCCCTCGCGCTCCAACCCCACGCACGAGAAGGTCCTGGCCATCGTGAACGCGCTGGTGGAGAACAAGGCCA
TCCGCGGCGACGAGGCCGGCCTGGTGTACAACGCGCTGCTGGAGCGCGTGGCCCGCTACAACAGCACCAAC
GTGCAGACCAACCTGGACCGCATGGTGACCGACGTGCGCGAGGCCGTGGCCCAGCGCGAGCGGTTCCACCG
CGAGTCCAACCTGGGATCCATGGTGGCGCTGAACGCCTTCCTCAGCACCCAGCCCGCCAACGTGCCCCGGEG
GCCAGGAGGACTACACCAACTTCATCAGCGCCCTGCGCCTGATGGTGACCGAGGTGCCCCAGAGCGAGGTG
TACCAGTCCGGGCCGGACTACTTCTTCCAGACCAGTCGCCAGGGCTTGCAGACCGTGAACCTGAGCCAGGC
TTTCAAGAACTTGCAGGGCCTGTGGGGCGTGCAGGCCCCGGTCGGGGACCGCGCGACGGTGTCGAGCCTGL
TGACGCCGAACTCGCGCCTGCTGCTGCTGCTGGTGGCCCCCTTCACGGACAGCGGCAGCATCAACCGCAAC
TCGTACCTGGGCTACCTGATTAACCTGTACCGCGAGGCCATCGGCCAGGCGCACGTGGACGAGCAGACCTA
CCAGGAGATCACCCACGTGAGCCGCGCCCTGGGCCAGGACGACCCGGGCAACCTGGAAGCCACCCTGAACT
TTTTGCTGACCAACCGGTCGCAGAAGATCCCGCCCCAGTACGCGCTCAGCACCGAGGAGGAGCGCATCCTG
CGTTACGTGCAGCAGAGCGTGGGCCTGTTCCTGATGCAGGAGGGGGCCACCCCCAGCGCCGCGCTCGACAT
GACCGCGCGCAACATGGAGCCCAGCATGTACGCCAGCAACCGCCCGTTCATCAATAAACTGATGGACTACT
TGCATCGGGCGGCCGCCATGAACTCTGACTATTTCACCAACGCCATCCTGAATCCCCACTGGCTCCCGLCCG
CCGGGGTTCTACACGGGCGAGTACGACATGCCCGACCCCAATGACGGGTTCCTGTGGGACGATGTGGACAG
CAGCGTGTTCTCCCCCCGACCGGGTGCTAACGAGCGCCCCTTGTGGAAGAAGGAAGGCAGCGACCGACGLCC
CGTCCTCGGCGCTGTCCGGCCGCGAGGGTGCTGCCGCGGCGGTGCCCGAGGCCGCCAGTCCTTTCCCGAGC
TTGCCCTTCTCGCTGAACAGTATCCGCAGCAGCGAGCTGGGCAGGATCACGCGCCCGCGCTTGCTGGGCGA
AGAGGAGTACTTGAATGACTCGCTGTTGAGACCCGAGCGGGAGAAGAACTTCCCCAATAACGGGATAGAAA
GCCTGGTGGACAAGATGAGCCGCTGGAAGACGTATGCGCAGGAGCACAGGGACGATCCCCGGGCGTCGCAG
GGGGCCACGAGCCGGGGCAGCGCCGCCCGTAAACGCCGGTGGCACGACAGGCAGCGGGGACAGATGTGGGA
CGATGAGGACTCCGCCGACGACAGCAGCGTGTTGGACTTGGGTGGGAGTGGTAACCCGTTCGCTCACCTGC
GCCCCCGTATCGGGCGCATGATGTAAGAGAAACCGAAAATAAATGATACTCACCAAGGCCATGGCGACCAG
CGTGCGTTCGTTTCTTCTCTGTTGTTGTTGTATCTAGTATGATGAGGCGTGCGTACCCGGAGGGTCCTCCT
CCCTCGTACGAGAGCGTGATGCAGCAGGCGATGGCGGCGGCGGCGATGCAGCCCCCGCTGGAGGCTCCTTA
CGTGCCCCCGCGGTACCTGGCGCCTACGGAGGGGCGGAACAGCATTCGTTACTCGGAGCTGGCACCCTTGT
ACGATACCACCCGGTTGTACCTGGTGGACAACAAGTCGGCGGACATCGCCTCGCTGAACTACCAGAACGAC
CACAGCAACTTCCTGACCACCGTGGTGCAGAACAATGACTTCACCCCCACGGAGGCCAGCACCCAGACCAT
CAACTTTGACGAGCGCTCGCGGTGGGGCGGCCAGCTGAAAACCATCATGCACACCAACATGCCCAACGTGA
ACGAGTTCATGTACAGCAACAAGTTCAAGGCGCGGGTGATGGTCTCCCGCAAGACCCCCAATGGGGTGACA
GTGACAGAGGATTATGATGGTAGTCAGGATGAGCTGAAGTATGAATGGGTGGAATTTGAGCTGCCCGAAGG
CAACTTCTCGGTGACCATGACCATCGACCTGATGAACAACGCCATCATCGACAATTACTTGGCGGTGGGGC
GGCAGAACGGGGTGCTGGAGAGCGACATCGGCGTGAAGTTCGACACTAGGAACTTCAGGCTGGGCTGGGAC
CCCGTGACCGAGCTGGTCATGCCCGGGGTGTACACCAACGAGGCTTTCCATCCCGATATTGTCTTGCTGCC
CGGCTGCGGGGTGGACTTCACCGAGAGCCGCCTCAGCAACCTGCTGGGCATTCGCAAGAGGCAGCCCTTCC
AGGAAGGCTTCCAGATCATGTACGAGGATCTGGAGGGGGGCAACATCCCCGCGCTCCTGGATGTCGACGCC
TATGAGAAAAGCAAGGAGGATGCAGCAGCTGAAGCAACTGCAGCCGTAGCTACCGCCTCTACCGAGGTCAG
GGGCGATAATTTTGCAAGCGCCGCAGCAGTGGCAGCGGCCGAGGCGGCTGAAACCGAAAGTAAGATAGTCA
TTCAGCCGGTGGAGAAGGATAGCAAGAACAGGAGCTACAACGTACTACCGGACAAGATAAACACCGCCTAC
CGCAGCTGGTACCTAGCCTACAACTATGGCGACCCCGAGAAGGGCGTGCGCTCCTGGACGCTGCTCACCAL
CTCGGACGTCACCTGCGGCGTGGAGCAAGTCTACTGGTCGCTGCCCGACATGATGCAAGACCCGGTCACCT
TCCGCTCCACGCGTCAAGTTAGCAACTACCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTCCTGCCCGTCTACTCCAAGAGC
TTCTTCAACGAGCAGGCCGTCTACTCGCAGCAGCTGCGCGCCTTCACCTCGCTTACGCACGTCTTCAACCG
CTTCCCCGAGAACCAGATCCTCGTCCGCCCGCCCGCGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTG
CTCTCACAGATCACGGGACCCTGCCGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCGTTACTGAC
GCCAGACGCCGCACCTGCCCCTACGTCTACAAGGCCCTGGGCATAGTCGCGCCGCGCGTCCTCTCGAGCCG
CACCTTCTAAATGTCCATTCTCATCTCGCCCAGTAATAACACCGGTTGGGGCCTGCGCGCGCCCAGCAAGA
TGTACGGAGGCGCTCGCCAACGCTCCACGCAACACCCCGTGCGCGTGCGCGGGCACTTCCGCGCTCCCTGG
GGCGCCCTCAAGGGCCGCGTGCGGTCGCGCACCACCGTCGACGACGTGATCGACCAGGTGGTGGCCGACGC
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GCGCAACTACACCCCCGCCGCCGCGCCCGTCTCCACCGTGGACGCCGTCATCGACAGCGTGGTGGCCGALG
CGCGCCGGTACGCCCGCGCCAAGAGCCGGCGGCGGCGCATCGCCCGGCGGCACCGGAGCACCCCCGCCATG
CGCGCGGCGCGAGCCTTGCTGCGCAGGGCCAGGCGCACGGGACGCAGGGCCATGCTCAGGGCGGCCAGALG
CGCGGCTTCAGGCGCCAGCGCCGGCAGGACCCGGAGACGCGCGGCCACGGCGGCGGCAGCGGCCATCGLCCA
GCATGTCCCGCCCGCGGCGAGGGAACGTGTACTGGGTGCGCGACGCCGCCACCGGTGTGCGCGTGCCCGTG
CGCACCCGCCCCCCTCGCACTTGAAGATGTTCACTTCGCGATGTTGATGTGTCCCAGCGGCGAGGAGGATG
TCCAAGCGCAAATTCAAGGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCTGAGATCTACGGCCCTGCGGTGGTGAA
GGAGGAAAGAAAGCCCCGCAAAATCAAGCGGGTCAAAAAGGACAAAAAGGAAGAAGAAAGTGATGTGGACG
GATTGGTGGAGTTTGTGCGCGAGTTCGCCCCCCGGCGGCGCGTGCAGTGGCGCGGGCGGAAGGTGCAACCG
GTGCTGAGACCCGGCACCACCGTGGTCTTCACGCCCGGCGAGCGCTCCGGCACCGCTTCCAAGCGCTCCTA
CGACGAGGTGTACGGGGATGATGATATTCTGGAGCAGGCGGCCGAGCGCCTGGGCGAGTTTGCTTACGGCA
AGCGCAGCCGTTCCGCACCGAAGGAAGAGGCGGTGTCCATCCCGCTGGACCACGGCAACCCCACGCCGAGC
CTCAAGCCCGTGACCTTGCAGCAGGTGCTGCCGACCGCGGCGCCGCGCCEGGEGEGTTCAAGCGCGAGGGCGA
GGATCTGTACCCCACCATGCAGCTGATGGTGCCCAAGCGCCAGAAGCTGGAAGACGTGCTGGAGACCATGA
AGGTGGACCCGGACGTGCAGCCCGAGGTCAAGGTGCGGCCCATCAAGCAGGTGGCCCCGGGCCTGGGCGTG
CAGACCGTGGACATCAAGATTCCCACGGAGCCCATGGAAACGCAGACCGAGCCCATGATCAAGCCCAGCAC
CAGCACCATGGAGGTGCAGACGGATCCCTGGATGCCATCGGCTCCTAGTCGAAGACCCCGGCGCAAGTACG
GCGCGGCCAGCCTGCTGATGCCCAACTACGCGCTGCATCCTTCCATCATCCCCACGCCGGGCTACCGCGGL
ACGCGCTTCTACCGCGGTCATACCAGCAGCCGCCGCCGCAAGACCACCACTCGCCGCCGCCGTCGCCGCAL
CGCCGCTGCAACCACCCCTGCCGCCCTGGTGCGGAGAGTGTACCGCCGCGGCCGCGCACCTCTGACCCTGC
CGCGCGCGCGCTACCACCCGAGCATCGCCATTTAAACTTTCGCCEGCTTTGCAGATCAATGGCCCTCACAT
GCCGCCTTCGCGTTCCCATTACGGGCTACCGAGGAAGAAAACCGCGCCGTAGAAGGCTGGCGGGGAACGGG
ATGCGTCGCCACCACCACCGGCGGCGGCGCGCCATCAGCAAGCGGTTGGGGGGAGGCTTCCTGCCCGCGET
GATCCCCATCATCGCCGCGGCGATCGGGGCGATCCCCGGCATTGCTTCCGTGGCGGTGCAGGCCTCTCAGC
GCCACTGAGACACACTTGGAAACATCTTGTAATAAACCAATGGACTCTGACGCTCCTGGTCCTGTGATGTG
TTTTCGTAGACAGATGGAAGACATCAATTTTTCGTCCCTGGCTCCGCGACACGGCACGCGGCCGTTCATGG
GCACCTGGAGCGACATCGGCACCAGCCAACTGAACGGGGGCGCCTTCAATTGGAGCAGTCTCTGGAGCGGG
CTTAAGAATTTCGGGTCCACGCTTAAAACCTATGGCAGCAAGGCGTGGAACAGCACCACAGGGCAGGCGCT
GAGGGATAAGCTGAAAGAGCAGAACTTCCAGCAGAAGGTGGTCGATGGGCTCGCCTCGGGCATCAACGGGG
TGGTGGACCTGGCCAACCAGGCCGTGCAGCGGCAGATCAACAGCCGCCTGGACCCGGTGCCGLCCLCGLCGGL
TCCGTGGAGATGCCGCAGGTGGAGGAGGAGCTGCCTCCCCTGGACAAGCGGGGCGAGAAGCGALCCLCCGLCC
CGATGCGGAGGAGACGCTGCTGACGCACACGGACGAGCCGCCCCCGTACGAGGAGGCGGTGAAACTGGGTC
TGCCCACCACGCGGCCCATCGCGCCCCTGGCCACCGGGGETGCTGAAACCCGAAAAGCCCGCGACCCTGGAC
TTGCCTCCTCCCCAGCCTTCCCGCCCCTCTACAGTGGCTAAGCCCCTGCCGCCGGTGGCCGTGGCCCGLGL
GCGACCCGGGGGCACCGCCCGCCCTCATGCGAACTGGCAGAGCACTCTGAACAGCATCGTGGGTCTGGGAG
TGCAGAGTGTGAAGCGCCGCCGCTGCTATTAAACCTACCGTAGCGCTTAACTTGCTTGTCTGTGTGTGTAT
GTATTATGTCGCCGCCGCCGCTGTCCACCAGAAGGAGGAGTGAAGAGGCGCGTCGCCGAGTTGCAAGATGG
CCACCCCATCGATGCTGCCCCAGTGGGCGTACATGCACATCGCCGGACAGGACGCTTCGGAGTACCTGAGT
CCGGGTCTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACAGACACCTACTTCAGTCTGGGGAACAAGTTTAGGAACCCCAC
GGTGGCGCCCACGCACGATGTGACCACCGACCGCAGCCAGCGGCTGACGCTGCGCTTCGTGCCCGTGGACC
GCGAGGACAACACCTACTCGTACAAAGTGCGCTACACGCTGGCCGTGGGCGACAACCGCGTGCTGGACATG
GCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTGGATCGGGGCCCTAGCTTCAAACCCTACTCCGGCACCGC
CTACAACAGTCTGGCCCCCAAGGGAGCACCCAACACTTGTCAGTGGACATATAAAGCCGATGGTGAAACTG
CCACAGAAAAAACCTATACATATGGAAATGCACCCGTGCAGGGCATTAACATCACAAAAGATGGTATTCAA
CTTGGAACTGACACCGATGATCAGCCAATCTACGCAGATAAAACCTATCAGCCTGAACCTCAAGTGGGTGA
TGCTGAATGGCATGACATCACTGGTACTGATGAAAAGTATGGAGGCAGAGCTCTTAAGCCTGATACCAAAA
TGAAGCCTTGTTATGGTTCTTTTGCCAAGCCTACTAATAAAGAAGGAGGTCAGGCAAATGTGAAAACAGGA
ACAGGCACTACTAAAGAATATGACATAGACATGGCTTTCTTTGACAACAGAAGTGCGGCTGCTGCTGGCCT
AGCTCCAGAAATTGTTTTGTATACTGAAAATGTGGATTTGGAAACTCCAGATACCCATATTGTATACAAAG
CAGGCACAGATGACAGCAGCTCTTCTATTAATTTGGGTCAGCAAGCCATGCCCAACAGACCTAACTACATT
GGTTTCAGAGACAACTTTATCGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAATATGGGGGTGCTGGCCGGTCA
GGCTTCTCAGCTGAATGCTGTGGTTGACTTGCAAGACAGAAACACCGAGCTGTCCTACCAGCTCTTGCTTG
ACTCTCTGGGTGACAGAACCCGGTATTTCAGTATGTGGAATCAGGCGGTGGACAGCTATGATCCTGATGTG
CGCATTATTGAAAATCATGGTGTGGAGGATGAACTTCCCAACTATTGTTTCCCTCTGGATGCTGTTGGCAG
AACAGATACTTATCAGGGAATTAAGGCTAATGGAACTGATCAAACCACATGGACCAAAGATGACAGTGTCA
ATGATGCTAATGAGATAGGCAAGGGTAATCCATTCGCCATGGAAATCAACATCCAAGCCAACCTGTGGAGG
AACTTCCTCTACGCCAACGTGGCCCTGTACCTGCCCGACTCTTACAAGTACACGCCGGCCAATGTTACCCT
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GCCCACCAACACCAACACCTACGATTACATGAACGGCCGGGTGGTGGCGCCCTCGCTGGTGGACTCCTACA
TCAACATCGGGGCGCGCTGGTCGCTGGATCCCATGGACAACGTGAACCCCTTCAACCACCACCGCAATGCG
GGGCTGCGCTACCGCTCCATGCTCCTGGGCAACGGGCGCTACGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCCCCAGAA
ATTTTTCGCCATCAAGAGCCTCCTGCTCCTGCCCGGGTCCTACACCTACGAGTGGAACTTCCGCAAGGACG
TCAACATGATCCTGCAGAGCTCCCTCGGCAACGACCTGCGCACGGACGGGGCCTCCATCTCCTTCACCAGC
ATCAACCTCTACGCCACCTTCTTCCCCATGGCGCACAACACGGCCTCCACGCTCGAGGCCATGCTGCGCAA
CGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCGGCCAACATGCTCTACCCCATCCCGGCCAACG
CCACCAACGTGCCCATCTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGTCCTTCACGCGTCTC
AAGACCAAGGAGACGCCCTCGCTGGGCTCCGGGTTCGACCCCTACTTCGTCTACTCGGGCTCCATCCCCTA
CCTCGACGGCACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTCTCCATCACCTTCGACTCCTCCGTCAGCT
GGCCCGGCAACGACCGGCTCCTGACGCCCAACGAGTTCGAAATCAAGCGCACCGTCGACGGCGAGGGCTAC
AACGTGGCCCAGTGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTGGTCCAGATGCTGGCCCACTACAACATCGGCTA
CCAGGGCTTCTACGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTCTTCCGCAACTTCCAGCCCATGA
GCCGCCAGGTGGTGGACGAGGTCAACTACAAGGACTACCAGGCCGTCACCCTGGCCTACCAGCACAACAAC
TCGGGCTTCGTCGGCTACCTCGCGCCCACCATGCGCCAGGGCCAGCCCTACCCCGCCAACTACCCCTACCC
GCTCATCGGCAAGAGCGCCGTCACCAGCGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGGTCATGTGGCGCA
TCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCGCTCACCGACCTCGGCCAGAACATGCTCTATGCCAAC
TCCGCCCACGCGCTAGACATGAATTTCGAAGTCGACCCCATGGATGAGTCCACCCTTCTCTATGTTGTCTT
CGAAGTCTTCGACGTCGTCCGAGTGCACCAGCCCCACCGCGGCGTCATCGAGGCCGTCTACCTGCGCACCC
CCTTCTCGGCCGGTAACGCCACCACCTAAGCTCTTGCTTCTTGCAAGCCATGGCCGCGGGCTCCGGCGAGC
AGGAGCTCAGGGCCATCATCCGCGACCTGGGCTGCGGGCCCTACTTCCTGGGCACCTTCGATAAGCGCTTC
CCGGGATTCATGGCCCCGCACAAGCTGGCCTGCGCCATCGTCAACACGGCCGGCCGCGAGACCGGGGGLGA
GCACTGGCTGGCCTTCGCCTGGAACCCGCGCTCGAACACCTGCTACCTCTTCGACCCCTTCGGGTTCTCGG
ACGAGCGCCTCAAGCAGATCTACCAGTTCGAGTACGAGGGCCTGCTGCGCCGCAGCGCCCTGGCCACCGAG
GACCGCTGCGTCACCCTGGAAAAGTCCACCCAGACCGTGCAGGGTCCGCGCTCGGCCGCCTGCGGGCTCTT
CTGCTGCATGTTCCTGCACGCCTTCGTGCACTGGCCCGACCGCCCCATGGACAAGAACCCCACCATGAACT
TGCTGACGGGGGTGCCCAACGGCATGCTCCAGTCGCCCCAGGTGGAACCCACCCTGCGCCGCAACCAGGAG
GCGCTCTACCGCTTCCTCAACTCCCACTCCGCCTACTTTCGCTCCCACCGCGCGCGCATCGAGAAGGCCACL
CGCCTTCGACCGCATGAATCAAGACATGTAAACCGTGTGTGTATGTTAAATGTCTTTAATAAACAGCACTT
TCATGTTACACATGCATCTGAGATGATTTATTTAGAAATCGAAAGGGTTCTGCCGGGTCTCGGCATGGCCC
GCGGGCAGGGACACGTTGCGGAACTGGTACTTGGCCAGCCACTTGAACTCGGGGATCAGCAGTTTGGGCAG
CGGGGTGTCGGGGAAGGAGTCGGTCCACAGCTTCCGCGTCAGTTGCAGGGCGCCCAGCAGGTCGGGCGLGG
AGATCTTGAAATCGCAGTTGGGACCCGCGTTCTGCGCGCGGGAGTTGCGGTACACGGGGTTGCAGCACTGG
AACACCATCAGGGCCGGGTGCTTCACGCTCGCCAGCACCGTCGCGTCGGTGATGCTCTCCACGTCGAGGTC
CTCGGCGTTGGCCATCCCGAAGGGGGTCATCTTGCAGGTCTGCCTTCCCATGGTGGGCACGCACCCGGGLT
TGTGGTTGCAATCGCAGTGCAGGGGGATCAGCATCATCTGGGCCTGGTCGGCGTTCATCCCCGGGTACATG
GCCTTCATGAAAGCCTCCAATTGCCTGAACGCCTGCTGGGCCTTGGCTCCCTCGGTGAAGAAGACCCCGCA
GGACTTGCTAGAGAACTGGTTGGTGGCGCACCCGGCGTCGTGCACGCAGCAGCGCGCGTCGTTGTTGGCCA
GCTGCACCACGCTGCGCCCCCAGCGGTTCTGGGTGATCTTGGCCCGGTCGGGGTTCTCCTTCAGCGCGCGC
TGCCCGTTCTCGCTCGCCACATCCATCTCGATCATGTGCTCCTTCTGGATCATGGTGGTCCCGTGCAGGCA
CCGCAGCTTGCCCTCGGCCTCGGTGCACCCGTGCAGCCACAGCGCGCACCCGGTGCACTCCCAGTTCTTGT
GGGCGATCTGGGAATGCGCGTGCACGAAGCCCTGCAGGAAGCGGCCCATCATGGTGGTCAGGGTCTTGTTG
CTAGTGAAGGTCAGCGGAATGCCGCGGTGCTCCTCGTTGATGTACAGGTGGCAGATGCGGCGGTACACCTC
GCCCTGCTCGGGCATCAGCTGGAAGTTGGCTTTCAGGTCGGTCTCCACGCGGTAGCGGTCCATCAGCATAG
TCATGATTTCCATACCCTTCTCCCAGGCCGAGACGATGGGCAGGCTCATAGGGTTCTTCACCATCATCTTA
GCGCTAGCAGCCGCGGCCAGGGGGTCGCTCTCGTCCAGGGTCTCAAAGCTCCGCTTGCCGTCCTTCTCGGT
GATCCGCACCGGGGGGTAGCTGAAGCCCACGGCCGCCAGCTCCTCCTCGGCCTGTCTTTCGTCCTCGCTGT
CCTGGCTGACGTCCTGCAGGACCACATGCTTGGTCTTGCGGGGTTTCTTCTTGGGCGGCAGCGGCGGCGGA
GATGTTGGAGATGGCGAGGGGGAGCGCGAGTTCTCGCTCACCACTACTATCTCTTCCTCTTCTTGGTCCGA
GGCCACGCGGCGGTAGGTATGTCTCTTCGGGGGCAGAGGCGGAGGCGACGGGCTCTCGCCGCCGCGACTTG
GCGGATGGCTGGCAGAGCCCCTTCCGCGTTCGGGGGTGCGCTCCCGGCGGCGCTCTGACTGACTTCCTCCG
CGGCCGGCCATTGTGTTCTCCTAGGGAGGAACAACAAGCATGGAGACTCAGCCATCGCCAACCTCGCCATC
TGCCCCCACCGCCGACGAGAAGCAGCAGCAGCAGAATGAAAGCTTAACCGCCCCGCCGCCCAGLCCCCGLCA
CCTCCGACGCGGCCGTCCCAGACATGCAAGAGATGGAGGAATCCATCGAGATTGACCTGGGCTATGTGACG
CCCGCGGAGCACGAGGAGGAGCTGGCAGTGCGCTTTTCACAAGAAGAGATACACCAAGAACAGCCAGAGCA
GGAAGCAGAGAATGAGCAGAGTCAGGCTGGGCTCGAGCATGACGGCGACTACCTCCACCTGAGCGGGGGGEG
AGGACGCGCTCATCAAGCATCTGGCCCGGCAGGCCACCATCGTCAAGGATGCGCTGCTCGACCGCACCGAG
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GTGCCCCTCAGCGTGGAGGAGCTCAGCCGCGCCTACGAGTTGAACCTCTTCTCGCCGCGCGTGCCCCCCAA
GCGCCAGCCCAATGGCACCTGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCGGTCTTCGCGGTGCCCGAGG
CCCTGGCCACCTACCACATCTTTTTCAAGAACCAAAAGATCCCCGTCTCCTGCCGCGCCAACCGCACCCGL
GCCGACGCCCTTTTCAACCTGGGTCCCGGCGCCCGCCTACCTGATATCGCCTCCTTGGAAGAGGTTCCCAA
GATCTTCGAGGGTCTGGGCAGCGACGAGACTCGGGCCGCGAACGCTCTGCAAGGAGAAGGAGGAGAGCATG
AGCACCACAGCGCCCTGGTCGAGTTGGAAGGCGACAACGCGCGGCTGGCGGTGCTCAAACGCACGGTCGAG
CTGACCCATTTCGCCTACCCGGCTCTGAACCTGCCCCCCAAAGTCATGAGCGCGGTCATGGACCAGGTGCT
CATCAAGCGCGCGTCGCCCATCTCCGAGGACGAGGGCATGCAAGACTCCGAGGAGGGCAAGCCCGTGGTCA
GCGACGAGCAGCTGGCCCGGTGGCTGGGTCCTAATGCTAGTCCCCAGAGTTTGGAAGAGCGGCGCAAACTC
ATGATGGCCGTGGTCCTGGTGACCGTGGAGCTGGAGTGCCTGCGCCGCTTCTTCGCCGACGCGGAGACCCT
GCGCAAGGTCGAGGAGAACCTGCACTACCTCTTCAGGCACGGGTTCGTGCGCCAGGCCTGCAAGATCTCCA
ACGTGGAGCTGACCAACCTGGTCTCCTACATGGGCATCTTGCACGAGAACCGCCTGGGGCAGAACGTGCTG
CACACCACCCTGCGCGGGGAGGCCCGGCGCGACTACATCCGCGACTGCGTCTACCTCTACCTCTGCCACAL
CTGGCAGACGGGCATGGGCGTGTGGCAGCAGTGTCTGGAGGAGCAGAACCTGAAAGAGCTCTGCAAGCTCC
TGCAGAAGAACCTCAAGGGTCTGTGGACCGGGTTCGACGAGCGCACCACCGCCTCGGACCTGGCCGACCTC
ATTTTCCCCGAGCGCCTCAGGCTGACGCTGCGCAACGGCCTGCCCGACTTTATGAGCCAAAGCATGTTGCA
AAACTTTCGCTCTTTCATCCTCGAACGCTCCGGAATCCTGCCCGCCACCTGCTCCGCGCTGCCCTCGGACT
TCGTGCCGCTGACCTTCCGCGAGTGCCCCCCGCCGCTGTGGAGCCACTGCTACCTGCTGCGCCTGGCCAAC
TACCTGGCCTACCACTCGGACGTGATCGAGGACGTCAGCGGCGAGGGCCTGCTCGAGTGCCACTGCCGCTG
CAACCTCTGCACGCCGCACCGCTCCCTGGCCTGCAACCCCCAGCTGCTGAGCGAGACCCAGATCATCGGCA
CCTTCGAGTTGCAAGGGCCCAGCGAAGGCGAGGGTTCAGCCGCCAAGGGGGGTCTGAAACTCACCCCGGGEG
CTGTGGACCTCGGCCTACTTGCGCAAGTTCGTGCCCGAGGACTACCATCCCTTCGAGATCAGGTTCTACGA
GGACCAATCCCATCCGCCCAAGGCCGAGCTGTCGGCCTGCGTCATCACCCAGGGGGCGATCCTGGCCCAAT
TGCAAGCCATCCAGAAATCCCGCCAAGAATTCTTGCTGAAAAAGGGCCGCGGGGTCTACCTCGACCCCCAG
ACCGGTGAGGAGCTCAACCCCGGCTTCCCCCAGGATGCCCCGAGGAAACAAGAAGCTGAAAGTGGAGCTGC
CGCCCGTGGAGGATTTGGAGGAAGACTGGGAGAACAGCAGTCAGGCAGAGGAGGAGGAGATGGAGGAAGAC
TGGGACAGCACTCAGGCAGAGGAGGACAGCCTGCAAGACAGTCTGGAGGAAGACGAGGAGGAGGCAGAGGA
GGAGGTGGAAGAAGCAGCCGCCGCCAGACCGTCGTCCTCGGCGGGGGAGAAAGCAAGCAGCACGGATACCA
TCTCCGCTCCGGGTCGGGGTCCCGCTCGACCACACAGTAGATGGGACGAGACCGGACGATTCCCGAACCCC
ACCACCCAGACCGGTAAGAAGGAGCGGCAGGGATACAAGTCCTGGCGGGGGCACAAAAACGCCATCGTCTC
CTGCTTGCAGGCCTGCGGGGGCAACATCTCCTTCACCCGGCGCTACCTGCTCTTCCACCGCGGGGTGAACT
TTCCCCGCAACATCTTGCATTACTACCGTCACCTCCACAGCCCCTACTACTTCCAAGAAGAGGCAGCAGCA
GCAGAAAAAGACCAGCAGAAAACCAGCAGCTAGAAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGGTGGACTGAGGATCG
CGGCGAACGAGCCGGCGCAAACCCGGGAGCTGAGGAACCGGATCTTTCCCACCCTCTATGCCATCTTCCAG
CAGAGTCGGGGGCAGGAGCAGGAACTGAAAGTCAAGAACCGTTCTCTGCGCTCGCTCACCCGCAGTTGTCT
GTATCACAAGAGCGAAGACCAACTTCAGCGCACTCTCGAGGACGCCGAGGCTCTCTTCAACAAGTACTGCG
CGCTCACTCTTAAAGAGTAGCCCGCGCCCGCCCAGTCGCAGAAAAAGGCGGGAATTACGTCACCTGTGCCC
TTCGCCCTAGCCGCCTCCACCCATCATCATGAGCAAAGAGATTCCCACGCCTTACATGTGGAGCTACCAGC
CCCAGATGGGCCTGGCCGCCGGTGCCGCCCAGGACTACTCCACCCGCATGAATTGGCTCAGCGCCGGGLLC
GCGATGATCTCACGGGTGAATGACATCCGCGCCCACCGAAACCAGATACTCCTAGAACAGTCAGCGCTCAC
CGCCACGCCCCGCAATCACCTCAATCCGCGTAATTGGCCCGCCGCCCTGGTGTACCAGGAAATTCCCCAGC
CCACGACCGTACTACTTCCGCGAGACGCCCAGGCCGAAGTCCAGCTGACTAACTCAGGTGTCCAGCTGGCG
GGCGGCGCCACCCTGTGTCGTCACCGCCCCGCTCAGGGTATAAAGCGGCTGGTGATCCGGGGCAGAGGCAL
ACAGCTCAACGACGAGGTGGTGAGCTCTTCGCTGGGTCTGCGACCTGACGGAGTCTTCCAACTCGCCGGAT
CGGGGAGATCTTCCTTCACGCCTCGTCAGGCCGTCCTGACTTTGGAGAGTTCGTCCTCGCAGCCCCGCTCG
GGTGGCATCGGCACTCTCCAGTTCGTGGAGGAGTTCACTCCCTCGGTCTACTTCAACCCCTTCTCCGGCTC
CCCCGGCCACTACCCGGACGAGTTCATCCCGAACTTCGACGCCATCAGCGAGTCGGTGGACGGCTACGATT
GAATGTCCCATGGTGGCGCAGCTGACCTAGCTCGGCTTCGACACCTGGACCACTGCCGCCGCTTCCGCTGC
TTCGCTCGGGATCTCGCCGAGTTTGCCTACTTTGAGCTGCCCGAGGAGCACCCTCAGGGCCCGGCCCACGG
AGTGCGGATCGTCGTCGAAGGGGGCCTCGACTCCCACCTGCTTCGGATCTTCAGCCAGCGTCCGATCCTGG
TCGAGCGCGAGCAAGGACAGACCCTTCTGACTCTGTACTGCATCTGCAACCACCCCGGCCTGCATGAAAGT
CTTTGTTGTCTGCTGTGTACTGAGTATAATAAAAGCTGAGATCAGCGACTACTCCGGACTTCCGTGTGTTC
CTGAATCCATCAACCAGTCTTTGTTCTTCACCGGGAACGAGACCGAGCTCCAGCTCCAGTGTAAGCCCCAC
AAGAAGTACCTCACCTGGCTGTTCCAGGGCTCCCCGATCGCCGTTGTCAACCACTGCGACAACGACGGAGT
CCTGCTGAGCGGCCCTGCCAACCTTACTTTTTCCACCCGCAGAAGCAAGCTCCAGCTCTTCCAACCCTTCC
TCCCCGGGACCTATCAGTGCGTCTCGGGACCCTGCCATCACACCTTCCACCTGATCCCGAATACCACAGCG
TCGCTCCCCGCTACTAACAACCAAACTAACCTCCACCAACGCCACCGTCGCGACCTTTCTGAATCTAATAC
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TACCACCCACACCGGAGGTGAGCTCCGAGGTCAACCAACCTCTGGGATTTACTACGGCCCCTGGGAGGTGG
TTGGGTTAATAGCGCTAGGCCTAGTTGCGGGTGGGCTTTTGGTTCTCTGCTACCTATACCTCCCTTGCTGT
TCGTACTTAGTGGTGCTGTGTTGCTGGTTTAAGAAATGGGGAAGATCACCCTAGTGAGCTGCGGTGCGCTG
GTGGCGGTGTTGCTTTCGATTGTGGGACTGGGCGGTGCGGCTGTAGTGAAGGAGAAGGCCGATCCCTGCTT
GCATTTCAATCCCAACAAATGCCAGCTGAGTTTTCAGCCCGATGGCAATCGGTGCGCGGTACTGATCAAGT
GCGGATGGGAATGCGAGAACGTGAGAATCGAGTACAATAACAAGACTCGGAACAATACTCTCGCGTCCGTG
TGGCAGCCCGGGGACCCCGAGTGGTACACCGTCTCTGTCCCCGGTGCTGACGGCTCCCCGCGCACCGTGAA
TAATACTTTCATTTTTGCGCACATGTGCGACACGGTCATGTGGATGAGCAAGCAGTACGATATGTGGCCCC
CCACGAAGGAGAACATCGTGGTCTTCTCCATCGCTTACAGCCTGTGCACGGCGCTAATCACCGCTATCGTG
TGCCTGAGCATTCACATGCTCATCGCTATTCGCCCCAGAAATAATGCCGAAAAAGAAAAACAGCCATAACG
TTTTTTTTCACACCTTTTTCAGACCATGGCCTCTGTTAAATTTTTGCTTTTATTTGCCAGTCTCATTGCCG
TCATTCATGGAATGAGTAATGAGAAAATTACTATTTACACTGGCACTAATCACACATTGAAAGGTCCAGAA
AAAGCCACAGAAGTTTCATGGTATTGTTATTTTAATGAATCAGATGTATCTACTGAACTCTGTGGAAACAA
TAACAAAAAAAATGAGAGCATTACTCTCATCAAGTTTCAATGTGGATCTGACTTAACCCTAATTAACATCA
CTAGAGACTATGTAGGTATGTATTATGGAACTACAGCAGGCATTTCGGACATGGAATTTTATCAAGTTTCT
GTGTCTGAACCCACCACGCCTAGAATGACCACAACCACAAAAACTACACCTGTTACCACTATGCAGCTCAC
TACCAATAACATTTTTGCCATGCGTCAAATGGTCAACAATAGCACTCAACCCACCCCACCCAGTGAGGAAA
TTCCCAAATCCATGATTGGCATTATTGTTGCTGTAGTGGTGTGCATGTTGATCATCGCCTTGTGCATGGTG
TACTATGCCTTCTGCTACAGAAAGCACAGACTGAACGACAAGCTGGAACACTTACTAAGTGTTGAATTTTA
ATTTTTTAGAACCATGAAGATCCTAGGCCTTTTAATTTTTTCTATCATTACCTCTGCTCTATGCAATTCTG
ACAATGAGGACGTTACTGTCGTTGTCGGATCAAATTATACACTGAAAGGTCCAGCGAAGGGTATGCTTTCG
TGGTATTGCTATTTTGGATCTGACACTACAGAAACTGAATTATGCAATCTTAAGAATGGCAAAATTCAAAA
TTCTAAAATTAACAATTATATATGCAATGGTACTGATCTGATACTCCTCAATATCACGAAATCATATGCTG
GCAGTTACACCTGCCCTGGAGATGATGCTGACAGTATGATTTTTTACAAAGTAACTGTTGTTGATCCCACT
ACTCCACCTCCACCCACCACAACTACTCACACCACACACACAGATCAAACCGCAGCAGAGGAGGCAGCAAA
GTTAGCCTTGCAGGTCCAAGACAGTTCATTTGTTGGCATTACCCCTACACCTGATCAGCGGTGTCCGGGGC
TGCTAGTCAGCGGCATTGTCGGTGTGCTTTCGGGATTAGCAGTCATAATCATCTGCATGTTCATTTTTGCT
TGCTGCTATAGAAGGCTTTACCGACAAAAATCAGACCCACTGCTGAACCTCTATGTTTAATTTTTTCCAGA
GTCATGAAGGCAGTTAGCGCTCTAGTTTTTTGTTCTTTGATTGGCATTGTTTTTTGCAATCCTATTCCTAA
AGTTAGCTTTATTAAAGATGTGAATGTTACTGAGGGGGGCAATGTGACACTGGTAGGTGTAGAGGGTGCTG
AAAACACCACCTGGACAAAATACCACCTCAATGGGTGGAAAGATATTTGCAATTGGAGTGTATTAGTTTAT
ACATGTGAGGGAGTTAATCTTACCATTGTCAATGCCACCTCAGCTCAAAATGGTAGAATTCAAGGACAAAG
TGTCAGTGTATCTAATGGGTATTTTACCCAACATACTTTTATCTATGACGTTAAAGTCATACCACTGCCTA
CGCCTAGCCCACCTAGCACTACCACACAGACAACCCACACTACACAGACAACCACATACAGTACATTAAAT
CAGCCTACCACCACTACAGCAGCAGAGGTTGCCAGCTCGTCTGGGGTCCGAGTGGCATTTTTGATGTEGGC
CCCATCTAGCAGTCCCACTGCTAGTACCAATGAGCAGACTACTGAATTTTTGTCCACTGTCGAGAGCCACA
CCACAGCTACCTCCAGTGCCTTCTCTAGCACCGCCAATCTCTCCTCGCTTTCCTCTACACCAATCAGTCCC
GCTACTACTCCTAGCCCCGCTCCTCTTCCCACTCCCCTGAAGCAAACAGACGGCGGCATGCAATGGCAGAT
CACCCTGCTCATTGTGATCGGGTTGGTCATCCTGGCCGTGTTGCTCTACTACATCTTCTGCCGCCGCATTC
CCAACGCGCACCGCAAGCCGGTCTACAAGCCCATCATTGTCGGGCAGCCGGAGCCGCTTCAGGTGGAAGGG
GGTCTAAGGAATCTTCTCTTCTCTTTTACAGTATGGTGATTGAACTATGATTCCTAGACAATTCTTGATCA
CTATTCTTATCTGCCTCCTCCAAGTCTGTGCCACCCTCGCTCTGGTGGCCAACGCCAGTCCAGACTGTATT
GGGCCCTTCGCCTCCTACGTGCTCTTTGCCTTCACCACCTGCATCTGCTGCTGTAGCATAGTCTGCCTGCT
TATCACCTTCTTCCAGTTCATTGACTGGATCTTTGTGCGCATCGCCTACCTGCGCCACCACCCCCAGTACC
GCGACCAGCGAGTGGCGCGGCTGCTCAGGCTCCTCTGATAAGCATGCGGGCTCTGCTACTTCTCGCGCTTC
TGCTGTTAGTGCTCCCCCGTCCCGTCGACCCCCGGTCCCCCACCCAGTCCCCCGAGGAGGTCCGCAAATGC
AAATTCCAAGAACCCTGGAAATTCCTCAAATGCTACCGCCAAAAATCAGACATGCATCCCAGCTGGATCAT
GATCATTGGGATCGTGAACATTCTGGCCTGCACCCTCATCTCCTTTGTGATTTACCCCTGCTTTGACTTTG
GTTGGAACTCGCCAGAGGCGCTCTATCTCCCGCCTGAACCTGACACACCACCACAGCAACCTCAGGCACAC
GCACTACCACCACTACAGCCTAGGCCACAATACATGCCCATATTAGACTATGAGGCCGAGCCACAGCGACC
CATGCTCCCCGCTATTAGTTACTTCAATCTAACCGGCGGAGATGACTGACCCACTGGCCAACAACAACGTC
AACGACCTTCTCCTGGACATGGACGGCCGCGCCTCGGAGCAGCGACTCGCCCAACTTCGCATTCGCCAGCA
GCAGGAGAGAGCCGTCAAGGAGCTGCAGGATGCGGTGGCCATCCACCAGTGCAAGAGAGGCATCTTCTGCC
TGGTGAAACAGGCCAAGATCTCCTACGAGGTCACTCCAAACGACCATCGCCTCTCCTACGAGCTCCTGCAG
CAGCGCCAGAAGTTCACCTGCCTGGTCGGAGTCAACCCCATCGTCATCACCCAGCAGTCTGGCGATACCAA
GGGGTGCATCCACTGCTCCTGCGACTCCCCCGACTGCGTCCACACTCTGATCAAGACCCTCTGCGGCCTCC
GCGACCTCCTCCCCATGAACTAATCACCCCCTTATCCAGTGAAATAAAGATCATATTGATGATGATTTTAC
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AGAAATAAAAAATAATCATTTGATTTGAAATAAAGATACAATCATATTGATGATTTGAGTTTAACAAAAAA
ATAAAGAATCACTTACTTGAAATCTGATACCAGGTCTCTGTCCATGTTTTCTGCCAACACCACTTCACTCC
CCTCTTCCCAGCTCTGGTACTGCAGGCCCCGGCGGGCTGCAAACTTCCTCCACACGCTGAAGGGGATGTCA
AATTCCTCCTGTCCCTCAATCTTCATTTTATCTTCTATCAGATGTCCAAAAAGCGCGTCCGGGTGGATGAT
GACTTCGACCCCGTCTACCCCTACGATGCAGACAACGCACCGACCGTGCCCTTCATCAACCCCCCCTTCGT
CTCTTCAGATGGATTCCAAGAGAAGCCCCTGGGGGTGTTGTCCCTGCGACTGGCCGACCCCGTCACCALCCA
AGAACGGGGAAATCACCCTCAAGCTGGGAGAGGGGGTGGACCTCGATTCCTCGGGAAAACTCATCTCCAAC
ACGGCCACCAAGGCCGCCGCCCCTCTCAGTTTTTCCAACAACACCATTTCCCTTAACATGGATCACCCCTT
TTACACTAAAGATGGAAAATTATCCTTACAAGTTTCTCCACCATTAAATATACTGAGAACAAGCATTCTAA
ACACACTAGCTTTAGGTTTTGGATCAGGTTTAGGACTCCGTGGCTCTGCCTTGGCAGTACAGTTAGTCTCT
CCACTTACATTTGATACTGATGGAAACATAAAGCTTACCTTAGACAGAGGTTTGCATGTTACAACAGGAGA
TGCAATTGAAAGCAACATAAGCTGGGCTAAAGGTTTAAAATTTGAAGATGGAGCCATAGCAACCAACATTG
GAAATGGGTTAGAGTTTGGAAGCAGTAGTACAGAAACAGGTGTTGATGATGCTTACCCAATCCAAGTTAAA
CTTGGATCTGGCCTTAGCTTTGACAGTACAGGAGCCATAATGGCTGGTAACAAAGAAGACGATAAACTCAC
TTTGTGGACAACACCTGATCCATCACCAAACTGTCAAATACTCGCAGAAAATGATGCAAAACTAACACTTT
GCTTGACTAAATGTGGTAGTCAAATACTGGCCACTGTGTCAGTCTTAGTTGTAGGAAGTGGAAACCTAAAC
CCCATTACTGGCACCGTAAGCAGTGCTCAGGTGTTTCTACGTTTTGATGCAAACGGTGTTCTTTTAACAGA
ACATTCTACACTAAAAAAATACTGGGGGTATAGGCAGGGAGATAGCATAGATGGCACTCCATATACCAATG
CTGTAGGATTCATGCCCAATTTAAAAGCTTATCCAAAGTCACAAAGTTCTACTACTAAAAATAATATAGTA
GGGCAAGTATACATGAATGGAGATGTTTCAAAACCTATGCTTCTCACTATAACCCTCAATGGTACTGATGA
CAGCAACAGTACATATTCAATGTCATTTTCATACACCTGGACTAATGGAAGCTATGTTGGAGCAACATTTG
GGGCTAACTCTTATACCTTCTCATACATCGCCCAAGAATGAACACTGTATCCCACCCTGCATGCCAACCCT
TCCCACCCCACTCTGTGGAACAAACTCTGAAACACAAAATAAAATAAAGTTCAAGTGTTTTATTGATTCAA
CAGTTTTACAGGATTCGAGCAGTTATTTTTCCTCCACCCTCCCAGGACATGGAATACACCACCCTCTCCCC
CCGCACAGCCTTGAACATCTGAATGCCATTGGTGATGGACATGCTTTTGGTCTCCACGTTCCACACAGTTT
CAGAGCGAGCCAGTCTCGGGTCGGTCAGGGAGATGAAACCCTCCGGGCACTCCCGCATCTGCACCTCACAG
CTCAACAGCTGAGGATTGTCCTCGGTGGTCGGGATCACGGTTATCTGGAAGAAGCAGAAGAGCGGCGGTGG
GAATCATAGTCCGCGAACGGGATCGGCCGGTGGTGTCGCATCAGGCCCCGCAGCAGTCGCTGCCGCCGLLG
CTCCGTCAAGCTGCTGCTCAGGGGGTCCGGGTCCAGGGACTCCCTCAGCATGATGCCCACGGCCCTCAGCA
TCAGTCGTCTGGTGCGGCGGGCGCAGCAGCGCATGCGGATCTCGCTCAGGTCGCTGCAGTACGTGCAACAC
AGAACCACCAGGTTGTTCAACAGTCCATAGTTCAACACGCTCCAGCCGAAACTCATCGCGGGAAGGATGCT
ACCCACGTGGCCGTCGTACCAGATCCTCAGGTAAATCAAGTGGTGCCCCCTCCAGAACACGCTGCCCACGT
ACATGATCTCCTTGGGCATGTGGCGGTTCACCACCTCCCGGTACCACATCACCCTCTGGTTGAACATGCAG
CCCCGGATGATCCTGCGGAACCACAGGGCCAGCACCGCCCCGCCCGCCATGCAGCGAAGAGACCCCGGGTC
CCGGCAATGGCAATGGAGGACCCACCGCTCGTACCCGTGGATCATCTGGGAGCTGAACAAGTCTATGTTGG
CACAGCACAGGCATATGCTCATGCATCTCTTCAGCACTCTCAACTCCTCGGGGGTCAAAACCATATCCCAG
GGCACGGGGAACTCTTGCAGGACAGCGAACCCCGCAGAACAGGGCAATCCTCGCACAGAACTTACATTGTG
CATGGACAGGGTATCGCAATCAGGCAGCACCGGGTGATCCTCCACCAGAGAAGCGCGGGTCTCGGTCTCCT
CACAGCGTGGTAAGGGGGCCGGCCGATACGGGTGATGGCGGGACGCGGCTGATCGTGTTCGCGACCGTGTC
ATGATGCAGTTGCTTTCGGACATTTTCGTACTTGCTGTAGCAGAACCTGGTCCGGGCGCTGCACACCGATC
GCCGGCGGCGGTCTCGGCGCTTGGAACGCTCGGTGTTGAAATTGTAAAACAGCCACTCTCTCAGACCGTGC
AGCAGATCTAGGGCCTCAGGAGTGATGAAGATCCCATCATGCCTGATGGCTCTGATCACATCGACCACCGT
GGAATGGGCCAGACCCAGCCAGATGATGCAATTTTGTTGGGTTTCGGTGACGGCGGGGGAGGGAAGAACAG
GAAGAACCATGATTAACTTTTAATCCAAACGGTCTCGGAGTACTTCAAAATGAAGATCGCGGAGATGGCAC
CTCTCGCCCCCGCTGTGTTGGTGGAAAATAACAGCCAGGTCAAAGGTGATACGGTTCTCGAGATGTTCCAC
GGTGGCTTCCAGCAAAGCCTCCACGCGCACATCCAGAAACAAGACAATAGCGAAAGCGGGAGGGTTCTCTA
ATTCCTCAATCATCATGTTACACTCCTGCACCATCCCCAGATAATTTTCATTTTTCCAGCCTTGAATGATT
CGAACTAGTTCcTGAGGTAAATCCAAGCCAGCCATGATAAAGAGCTCGCGCAGAGCGCCCTCCACCGGCAT
TCTTAAGCACACCCTCATAATTCCAAGATATTCTGCTCCTGGTTCACCTGCAGCAGATTGACAAGCGGAAT
ATCAAAATCTCTGCCGCGATCCCTGAGCTCCTCCCTCAGCAATAACTGTAAGTACTCTTTCATATCCTCTC
CGAAATTTTTAGCCATAGGACCACCAGGAATAAGATTAGGGCAAGCCACAGTACAGATAAACCGAAGTCCT
CCCCAGTGAGCATTGCCAAATGCAAGACTGCTATAAGCATGCTGGCTAGACCCGGTGATATCTTCCAGATA
ACTGGACAGAAAATCGCCCAGGCAATTTTTAAGAAAATCAACAAAAGAAAAATCCTCCAGGTGGACGTTTA
GAGCCTCGGGAACAACGATGAAGTAAATGCAAGCGGTGCGTTCCAGCATGGTTAGTTAGCTGATCTGTAGA
AAAAACAAAAATGAACATTAAACCATGCTAGCCTGGCGAACAGGTGGGTAAATCGTTCTCTCCAGCACCAG
GCAGGCCACGGGGTCTCCGGCGCGACCCTCGTAAAAATTGTCGCTATGATTGAAAACCATCACAGAGAGAC
GTTCCCGGTGGCCGGCGTGAATGATTCGACAAGATGAATACACCCCCGGAACATTGGCGTCCGCGAGTGAA
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AAAAAGCGCCCGAGGAAGCAATAAGGCACTACAATGCTCAGTCTCAAGTCCAGCAAAGCGATGCCATGCGG
ATGAAGCACAAAATTCTCAGGTGCGTACAAAATGTAATTACTCCCCTCCTGCACAGGCAGCAAAGCCCCCG
ATCCCTCCAGGTACACATACAAAGCCTCAGCGTCCATAGCTTACCGAGCAGCAGCACACAACAGGCGCAAG
AGTCAGAGAAAGGCTGAGCTCTAACCTGTCCACCCGCTCTCTGCTCAATATATAGCCCAGATCTACACTGA
CGTAAAGGCCAAAGTCTAAAAATACCCGCCAAATAATCACACACGCCCAGCACACGCCCAGAAACCGGTGA
CACACTCAAAAAAATACGCGCACTTCCTCAAACGCCCAAAACTGCCGTCATTTCCGGGTTCCCACGCTACG
TCATCAAAACACGACTTTCAAATTCCGTCGACCGTTAAAAACGTCACCCGCCCCGCCCCTAACGGTCGCCC
GTCTCTCAGCCAATCAGCGCCCCGCATCCCCAAATTCAAACACCTCATTTGCATATTAACGCGCACAAAAA
GTTTGAGGTATATTATTGATGATGG

ChAdV68.4WTnt.GFP (SEQ ID NO:11); AC 000011.1 con secuencias El (nt 577
a 3.403) y E3 (nt 27.816- 31.332) eliminadas; nucledétidos de ATCC VR-
594 sustituidos en cuatro posiciones; GFP indicadora bajo control del
promotor/potenciador de CMV insertado en el lugar de El eliminada

CCATCTTCAATAATATACCTCAAACTTTTTGTGCGCGTTAATATGCAAATGAGGCGTTTGAATTTGGGGAG
GAAGGGCGGTGATTGGTCGAGGGATGAGCGACCGTTAGGGGCGGGGCGAGTGACGTTTTGATGACGTGGTT
GCGAGGAGGAGCCAGTTTGCAAGTTCTCGTGGGAAAAGTGACGTCAAACGAGGTGTGGTTTGAACACGGAA
ATACTCAATTTTCCCGCGCTCTCTGACAGGAAATGAGGTGTTTCTGGGCGGATGCAAGTGAAAACGGGCCA
TTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGAAAATCTGAGTAATTTCGCGTTTATGGCAGGGAGGAGTATTT
GCCGAGGGCCGAGTAGACTTTGACCGATTACGTGGGGGTTTCGATTACCGTGTTTTTCACCTAAATTTCCG
CGTACGGTGTCAAAGTCCGGTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCTGATCGCCAGGGTATTTAAACCTGCGCTCT
CCAGTCAAGAGGCCACTCTTGAGTGCCAGCGAGAAGAGTTTTCTCCTCCGCGCCGCGAGTCAGATCTACAC
TTTGAAAGTAGGGATAACAGGGTAATgacattgattattgactagttGttaaTAGTAATCAATTACGGGGT
CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG
CCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCA
TTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAA
GTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTA
CACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGA
GTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAA
CGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACAGCGATCGCGccaccATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
TGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCC
GGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCC
CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACA
TGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAG
GACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCT
GAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACA
ACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAG
GACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGLC
CGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCC
TGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTtTACAAGTAGtgaGTTTAAACT
CCCATTTAAATGTGAGGGTTAATGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCAC
AACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTA
TAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGG
GAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAGT
GAGTAGTGTTCTGGGGCGGGGGAGGACCTGCATGAGGGCCAGAATAACTGAAATCTGTGCTTTTCTGTGTG
TTGCAGCAGCATGAGCGGAAGCGGCTCCTTTGAGGGAGGGGTATTCAGCCCTTATCTGACGGGGCGTCTCC
CCTCCTGGGCGGGAGTGCGTCAGAATGTGATGGGATCCACGGTGGACGGCCGGCCCGTGCAGCCCGCGAAL
TCTTCAACCCTGACCTATGCAACCCTGAGCTCTTCGTCGTTGGACGCAGCTGCCGCCGCAGCTGCTGCATC
TGCCGCCAGCGCCGTGCGCGGAATGGCCATGGGCGCCGGCTACTACGGCACTCTGGTGGCCAACTCGAGTT
CCACCAATAATCCCGCCAGCCTGAACGAGGAGAAGCTGTTGCTGCTGATGGCCCAGCTCGAGGCCTTGACC
CAGCGCCTGGGCGAGCTGACCCAGCAGGTGGCTCAGCTGCAGGAGCAGACGCGGGCCGCGGTTGCCACGGT
GAAATCCAAATAAAAAATGAATCAATAAATAAACGGAGACGGTTGTTGATTTTAACACAGAGTCTGAATCT
TTATTTGATTTTTCGCGCGCGGTAGGCCCTGGACCACCGGTCTCGATCATTGAGCACCCGGTGGATCTTTT
CCAGGACCCGGTAGAGGTGGGCTTGGATGTTGAGGTACATGGGCATGAGCCCGTCCCGGGGGTGGAGGTAG
CTCCATTGCAGGGCCTCGTGCTCGGGGGTGGTGTTGTAAATCACCCAGTCATAGCAGGGGCGCAGGGCATG
GTGTTGCACAATATCTTTGAGGAGGAGACTGATGGCCACGGGCAGCCCTTTGGTGTAGGTGTTTACAAATC
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TGTTGAGCTGGGAGGGATGCATGCGGGGGGAGATGAGGTGCATCTTGGCCTGGATCTTGAGATTGGCGATG
TTACCGCCCAGATCCCGCCTGGGGTTCATGTTGTGCAGGACCACCAGCACGGTGTATCCGGTGCACTTGGG
GAATTTATCATGCAACTTGGAAGGGAAGGCGTGAAAGAATTTGGCGACGCCTTTGTGCCCGCCCAGGTTTT
CCATGCACTCATCCATGATGATGGCGATGGGCCCGTGGGCGGCGGCCTGGGCAAAGACGTTTCGGGGGTCG
GACACATCATAGTTGTGGTCCTGGGTGAGGTCATCATAGGCCATTTTAATGAATTTGGGGCGGAGGGTGCC
GGACTGGGGGACAAAGGTACCCTCGATCCCGGGGGCGTAGTTCCCCTCACAGATCTGCATCTCCCAGGCTT
TGAGCTCGGAGGGGGGGATCATGTCCACCTGCGGGGCGATAAAGAACACGGTTTCCGGGGCGGGGGAGATG
AGCTGGGCCGAAAGCAAGTTCCGGAGCAGCTGGGACTTGCCGCAGCCGGTGGGGCCGTAGATGACCCCGAT
GACCGGCTGCAGGTGGTAGTTGAGGGAGAGACAGCTGCCGTCCTCCCGGAGGAGGGGGGCCACCTCGTTCA
TCATCTCGCGCACGTGCATGTTCTCGCGCACCAGTTCCGCCAGGAGGCGCTCTCCCCCCAGGGATAGGAGC
TCCTGGAGCGAGGCGAAGTTTTTCAGCGGCTTGAGTCCGTCGGCCATGGGCATTTTGGAGAGGGTTTGTTG
CAAGAGTTCCAGGCGGTCCCAGAGCTCGGTGATGTGCTCTACGGCATCTCGATCCAGCAGACCTCCTCGTT
TCGCGGGTTGGGACGGCTGCGGGAGTAGGGCACCAGACGATGGGCGTCCAGCGCAGCCAGGGTCCGGTCCT
TCCAGGGTCGCAGCGTCCGCGTCAGGGTGGTCTCCGTCACGGTGAAGGGGTGCGCGCCGGGCTGGGCGCTT
GCGAGGGTGCGCTTCAGGCTCATCCGGCTGGTCGAAAACCGCTCCCGATCGGCGCCCTGCGCGTCGGCCAG
GTAGCAATTGACCATGAGTTCGTAGTTGAGCGCCTCGGCCGCGTGGCCTTTGGCGCGGAGCTTACCTTTGG
AAGTCTGCCCGCAGGCGGGACAGAGGAGGGACTTGAGGGCGTAGAGCTTGGGGGCGAGGAAGACGGACTCG
GGGGCGTAGGCGTCCGCGCCGCAGTGGGCGCAGACGGTCTCGCACTCCACGAGCCAGGTGAGGTCGGGLTG
GTCGGGGTCAAAAACCAGTTTCCCGCCGTTCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTTTGGTCTCCATGAGCTCGT
GTCCCCGCTGGGTGACAAAGAGGCTGTCCGTGTCCCCGTAGACCGACTTTATGGGCCGGTCCTCGAGCGGT
GTGCCGCGGTCCTCCTCGTAGAGGAACCCCGCCCACTCCGAGACGAAAGCCCGGGTCCAGGCCAGCACGAA
GGAGGCCACGTGGGACGGGTAGCGGTCGTTGTCCACCAGCGGGTCCACCTTTTCCAGGGTATGCAAACACA
TGTCCCCCTCGTCCACATCCAGGAAGGTGATTGGCTTGTAAGTGTAGGCCACGTGACCGGGGGTCCCGGLC
GGGGGGGTATAAAAGGGTGCGGGTCCCTGCTCGTCCTCACTGTCTTCCGGATCGCTGTCCAGGAGCGCCAG
CTGTTGGGGTAGGTATTCCCTCTCGAAGGCGGGCATGACCTCGGCACTCAGGTTGTCAGTTTCTAGAAACG
AGGAGGATTTGATATTGACGGTGCCGGCGGAGATGCCTTTCAAGAGCCCCTCGTCCATCTGGTCAGAAAAG
ACGATCTTTTTGTTGTCGAGCTTGGTGGCGAAGGAGCCGTAGAGGGCGTTGGAGAGGAGCTTGGCGATGGA
GCGCATGGTCTGGTTTTTTTCCTTGTCGGCGCGCTCCTTGGCGGCGATGTTGAGCTGCACGTACTCGCGCG
CCACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGGTGGTCAGCTCGTCGGGCACGATTCTGACCTGCCAGCCCCGATTA
TGCAGGGTGATGAGGTCCACACTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCATTAGTCCAGCAGAGGCGTCC
GCCCTTGCGCGAGCAGAAGGGGGGCAGGGGGTCCAGCATGACCTCGTCGGGGGGGTCGGCATCGATGGTGA
AGATGCCGGGCAGGAGGTCGGGGTCAAAGTAGCTGATGGAAGTGGCCAGATCGTCCAGGGCAGCTTGCCAT
TCGCGCACGGCCAGCGCGCLCTCGTAGGGACTGAGGGGCGTGCCCCAGGGCATGGGATGGGTAAGCGCGGA
GGCGTACATGCCGCAGATGTCGTAGACGTAGAGGGGCTCCTCGAGGATGCCGATGTAGGTGGGGTAGCAGC
GCCCCCCGCGGATGCTGGCGCGCACGTAGTCATACAGCTCGTGCGAGGGGGCGAGGAGCCCCGGGCCCAGG
TTGGTGCGACTGGGCTTTTCGGCGCGGTAGACGATCTGGCGGAAAATGGCATGCGAGTTGGAGGAGATGGT
GGGCCTTTGGAAGATGTTGAAGTGGGCGTGGGGCAGTCCGACCGAGTCGCGGATGAAGTGGGCGTAGGAGT
CTTGCAGCTTGGCGACGAGCTCGGCGGTGACTAGGACGTCCAGAGCGCAGTAGTCGAGGGTCTCCTGGATG
ATGTCATACTTGAGCTGTCCCTTTTGTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGAAGGAACTCTTCGCGGTCCTTCCA
GTACTCTTCGAGGGGGAACCCGTCCTGATCTGCACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACGGCCT
TGTAGGCGCAGCAGCCCTTCTCCACGGGGAGGGCGTAGGCCTGGGCGGCCTTGCGCAGGGAGGTGTGCGTG
AGGGCGAAAGTGTCCCTGACCATGACCTTGAGGAACTGGTGCTTGAAGTCGATATCGTCGCAGCCCCCCTG
CTCCCAGAGCTGGAAGTCCGTGCGCTTCTTGTAGGCGGGGTTGGGCAAAGCGAAAGTAACATCGTTGAAGA
GGATCTTGCCCGCGCGGGGCATAAAGTTGCGAGTGATGCGGAAAGGTTGGGGCACCTCGGCCCGGTTGTTG
ATGACCTGGGCGGCGAGCACGATCTCGTCGAAGCCGTTGATGTTGTGGCCCACGATGTAGAGTTCCACGAA
TCGCGGACGGCCCTTGACGTGGGGCAGTTTCTTGAGCTCCTCGTAGGTGAGCTCGTCGGGGTCGCTGAGCC
CGTGCTGCTCGAGCGCCCAGTCGGCGAGATGGGGGTTGGCGCGGAGGAAGGAAGTCCAGAGATCCACGGLCC
AGGGCGGTTTGCAGACGGTCCCGGTACTGACGGAACTGCTGCCCGACGGCCATTTTTTCGGGGGTGACGCA
GTAGAAGGTGCGGGGGTCCCCGTGCCAGCGATCCCATTTGAGCTGGAGGGCGAGATCGAGGGCGAGCTCGA
CGAGCCGGTCGTCCCCGGAGAGTTTCATGACCAGCATGAAGGGGACGAGCTGCTTGCCGAAGGACCCCATC
CAGGTGTAGGTTTCCACATCGTAGGTGAGGAAGAGCCTTTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATGGGGAAGAA
CTGGATCTCCTGCCACCAATTGGAGGAATGGCTGTTGATGTGATGGAAGTAGAAATGCCGACGGCGCGCCG
AACACTCGTGCTTGTGTTTATACAAGCGGCCACAGTGCTCGCAACGCTGCACGGGATGCACGTGCTGCACG
AGCTGTACCTGAGTTCCTTTGACGAGGAATTTCAGTGGGAAGTGGAGTCGTGGCGCCTGCATCTCGTGCTG
TACTACGTCGTGGTGGTCGGCCTGGCCCTCTTCTGCCTCGATGGTGGTCATGCTGACGAGCCCGCGCGGGA
GGCAGGTCCAGACCTCGGCGCGAGCGGGTCGGAGAGCGAGGACGAGGGCGCGCAGGCCGGAGCTGTCCAGG
GTCCTGAGACGCTGCGGAGTCAGGTCAGTGGGCAGCGGCGGCGCGCGGTTGACTTGCAGGAGTTTTTCCAG
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GGCGCGCGGGAGGTCCAGATGGTACTTGATCTCCACCGCGCCATTGGTGGCGACGTCGATGGCTTGCAGGG
TCCCGTGCCCCTGGGGTGTGACCACCGTCCCCCGTTTCTTCTTGGGCGGCTGGGGCGACGGGGGCGGTGCC
TCTTCCATGGTTAGAAGCGGCGGCGAGGACGCGCGCCGGGCGEGCAGGGEGCGGCTCGGGGCCCGGAGGCAGG
GGCGGCAGGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCGEGGTAGGTTCTGGTACTGCGCCCGGAGAAGACTGGCGTGAGC
GACGACGCGACGGTTGACGTCCTGGATCTGACGCCTCTGGGTGAAGGCCACGGGACCCGTGAGTTTGAACC
TGAAAGAGAGTTCGACAGAATCAATCTCGGTATCGTTGACGGCGGCCTGCCGCAGGATCTCTTGCACGTCG
CCCGAGTTGTCCTGGTAGGCGATCTCGGTCATGAACTGCTCGATCTCCTCCTCTTGAAGGTCTCCGCGGCC
GGCGCGCTCCACGGTGGCCGCGAGGTCGTTGGAGATGCGGCCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTCATGCCCG
CCTCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGACGCCCTCGGGATCGCgGGCGCGCATGACCACCTGGGCGAGG
TTGAGCTCCACGTGGCGCGTGAAGACCGCGTAGTTGCAGAGGCGCTGGTAGAGGTAGTTGAGCGTGGTGGC
GATGTGCTCGGTGACGAAGAAATACATGATCCAGCGGCGGAGCGGCATCTCGCTGACGTCGCCCAGCGLCT
CCAAACGTTCCATGGCCTCGTAAAAGTCCACGGCGAAGTTGAAAAACTGGGAGTTGCGCGCCGAGACGGTC
AACTCCTCCTCCAGAAGACGGATGAGCTCGGCGATGGTGGCGCGCACCTCGCGCTCGAAGGCCCCCGGGAG
TTCCTCCACTTCCTCTTCTTCCTCCTCCACTAACATCTCTTCTACTTCCTCCTCAGGCGGCAGTGGTGGCG
GGGGAGGGGGCCTGCGTCGCCGGCGGCGCACGGGCAGACGGTCGATGAAGCGCTCGATGGTCTCGCCGLGL
CGGCGTCGCATGGTCTCGGTGACGGCGCGCCCGTCCTCGCGGGGCCGCAGCGTGAAGACGCCGCCGCGCAT
CTCCAGGTGGCCGGGGGGGTCCCCGTTGGGCAGGGAGAGGGCGCTGACGATGCATCTTATCAATTGCCCCG
TAGGGACTCCGCGCAAGGACCTGAGCGTCTCGAGATCCACGGGATCTGAAAACCGCTGAACGAAGGCTTCG
AGCCAGTCGCAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACGGTTTCTTCTGGCGGGTCATGTTGGTTGGGAGCGGGGCG
GGCGATGCTGCTGGTGATGAAGTTGAAATAGGCGGTTCTGAGACGGCGGATGGTGGCGAGGAGCACCAGGT
CTTTGGGCCCGGCTTGCTGGATGCGCAGACGGTCGGCCATGCCCCAGGCGTGGTCCTGACACCTGGCCAGG
TCCTTGTAGTAGTCCTGCATGAGCCGCTCCACGGGCACCTCCTCCTCGCCCGCGCGGCCGTGCATGCGCGT
GAGCCCGAAGCCGCGCTGGGGCTGGACGAGCGCCAGGTCGGCGACGACGCGCTCGGCGAGGATGGCTTGLT
GGATCTGGGTGAGGGTGGTCTGGAAGTCATCAAAGTCGACGAAGCGGTGGTAGGCTCCGGTGTTGATGGTG
TAGGAGCAGTTGGCCATGACGGACCAGTTGACGGTCTGGTGGCCCGGACGCACGAGCTCGTGGTACTTGAG
GCGCGAGTAGGCGCGCGTGTCGAAGATGTAGTCGTTGCAGGTGCGCACCAGGTACTGGTAGCCGATGAGGA
AGTGCGGCGGCGGCTGGCGGTAGAGCGGCCATCGCTCGGTGGCGGGGGCGCCGGGCGCGAGGTCCTCGAGC
ATGGTGCGGTGGTAGCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCGGCGGCEGETGGTGGAGGCGCGCGE
GAACTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAGGAAGTAGTTCATGGTGGGCACGGTCTGGCCCG
TGAGGCGCGCGCAGTCGTGGATGCTCTATACGGGCAAAAACGAAAGCGGTCAGCGGCTCGACTCCGTGGCC
TGGAGGCTAAGCGAACGGGTTGGGCTGCGCGTGTACCCCGGTTCGAATCTCGAATCAGGCTGGAGCCGCAG
CTAACGTGGTATTGGCACTCCCGTCTCGACCCAAGCCTGCACCAACCCTCCAGGATACGGAGGCGGGTCGT
TTTGCAACTTTTTTTTGGAGGCCGGATGAGACTAGTAAGCGCGGAAAGCGGCCGACCGCGATGGCTCGCTG
CCGTAGTCTGGAGAAGAATCGCCAGGGTTGCGTTGCGGTGTGCCCCGGTTCGAGGCCGGCCGGATTCCGLG
GCTAACGAGGGCGTGGCTGCCCCGTCGTTTCCAAGACCCCATAGCCAGCCGACTTCTCCAGTTACGGAGCG
AGCCCCTCTTTTGTTTTGTTTGTTTTTGCCAGATGCATCCCGTACTGCGGCAGATGCGCCCCCACCACCCT
CCACCGCAACAACAGCCCCCTCCACAGCCGGCGCTTCTGCCCCCGCCCCAGCAGCAACTTCCAGCCACGALC
CGCCGCGGCCGCCGTGAGCGGGGCTGGACAGAGTTATGATCACCAGCTGGCCTTGGAAGAGGGCGAGGGGL
TGGCGCGCCTGGGGGCGTCGTCGCCGGAGCGGCACCCGCGCGTGCAGATGAAAAGGGACGCTCGCGAGGLCC
TACGTGCCCAAGCAGAACCTGTTCAGAGACAGGAGCGGCGAGGAGCCCGAGGAGATGCGCGCGGCCCGGTT
CCACGCGGGGCGGGAGCTGCGGCGCGGCCTGGACCGAAAGAGGGTGCTGAGGGACGAGGATTTCGAGGCGG
ACGAGCTGACGGGGATCAGCCCCGCGCGCGCGCACGTGGCCGCGGCCAACCTGGTCACGGCGTACGAGCAG
ACCGTGAAGGAGGAGAGCAACTTCCAAAAATCCTTCAACAACCACGTGCGCACCCTGATCGCGCGCGAGGA
GGTGACCCTGGGCCTGATGCACCTGTGGGACCTGCTGGAGGCCATCGTGCAGAACCCCACCAGCAAGCCGL
TGACGGCGCAGCTGTTCCTGGTGGTGCAGCATAGTCGGGACAACGAAGCGTTCAGGGAGGCGCTGCTGAAT
ATCACCGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTCCTGGACCTGGTGAACATTCTGCAGAGCATCGTGGTGCAGGAGCG
CGGGCTGCCGCTGTCCGAGAAGCTGGCGGCCATCAACTTCTCGGTGCTGAGTTTGGGCAAGTACTACGCTA
GGAAGATCTACAAGACCCCGTACGTGCCCATAGACAAGGAGGTGAAGATCGACGGGTTTTACATGCGCATG
ACCCTGAAAGTGCTGACCCTGAGCGACGATCTGGGGGTGTACCGCAACGACAGGATGCACCGTGCGGTGAG
CGCCAGCAGGCGGCGCGAGCTGAGCGACCAGGAGCTGATGCATAGTCTGCAGCGGGCCCTGACCGGGGLLG
GGACCGAGGGGGAGAGCTACTTTGACATGGGCGCGGACCTGCACTGGCAGCCCAGCCGCCGGGCCTTGGAG
GCGGCGGCAGGACCCTACGTAGAAGAGGTGGACGATGAGGTGGACGAGGAGGGCGAGTACCTGGAAGACTG
ATGGCGCGACCGTATTTTTGCTAGATGCAACAACAACAGCCACCTCCTGATCCCGCGATGCGGGCGGCGET
GCAGAGCCAGCCGTCCGGCATTAACTCCTCGGACGATTGGACCCAGGCCATGCAACGCATCATGGCGCTGA
CGACCCGCAACCCCGAAGCCTTTAGACAGCAGCCCCAGGCCAACCGGCTCTCGGCCATCCTGGAGGCCGTG
GTGCCCTCGCGCTCCAACCCCACGCACGAGAAGGTCCTGGCCATCGTGAACGCGCTGGTGGAGAACAAGGC
CATCCGCGGCGACGAGGCCGGCCTGGTGTACAACGCGCTGCTGGAGCGCGTGGCCCGCTACAACAGCACCA
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ACGTGCAGACCAACCTGGACCGCATGGTGACCGACGTGCGCGAGGCCGTGGCCCAGCGCGAGCGGTTCCAC
CGCGAGTCCAACCTGGGATCCATGGTGGCGCTGAACGCCTTCCTCAGCACCCAGCCCGCCAACGTGCCCCG
GGGCCAGGAGGACTACACCAACTTCATCAGCGCCCTGCGCCTGATGGTGACCGAGGTGCCCCAGAGCGAGG
TGTACCAGTCCGGGCCGGACTACTTCTTCCAGACCAGTCGCCAGGGCTTGCAGACCGTGAACCTGAGCCAG
GCTTTCAAGAACTTGCAGGGCCTGTGGGGCGTGCAGGCCCCGGTCGGGGACCGCGCGACGGTGTCGAGCCT
GCTGACGCCGAACTCGCGCCTGCTGCTGCTGCTGGTGGCCCCCTTCACGGACAGCGGCAGCATCAACCGCA
ACTCGTACCTGGGCTACCTGATTAACCTGTACCGCGAGGCCATCGGCCAGGCGCACGTGGACGAGCAGACC
TACCAGGAGATCACCCACGTGAGCCGCGCCCTGGGCCAGGACGACCCGGGCAACCTGGAAGCCACCCTGAA
CTTTTTGCTGACCAACCGGTCGCAGAAGATCCCGCCCCAGTACGCGCTCAGCACCGAGGAGGAGCGCATCC
TGCGTTACGTGCAGCAGAGCGTGGGCCTGTTCCTGATGCAGGAGGGGGCCACCCCCAGCGCCGCGCTCGAC
ATGACCGCGCGCAACATGGAGCCCAGCATGTACGCCAGCAACCGCCCGTTCATCAATAAACTGATGGACTA
CTTGCATCGGGCGGCCGCCATGAACTCTGACTATTTCACCAACGCCATCCTGAATCCCCACTGGCTCCCGC
CGCCGGGGTTCTACACGGGCGAGTACGACATGCCCGACCCCAATGACGGGTTCCTGTGGGACGATGTGGALC
AGCAGCGTGTTCTCCCCCCGACCGGGTGCTAACGAGCGCCCCTTGTGGAAGAAGGAAGGCAGCGACCGACG
CCCGTCCTCGGCGCTGTCCGGCCGCGAGGGTGCTGCCGCGGCGGTGCCCGAGGCCGCCAGTCCTTTCCCGA
GCTTGCCCTTCTCGCTGAACAGTATCCGCAGCAGCGAGCTGGGCAGGATCACGCGCCCGCGCTTGCTGGGL
GAAGAGGAGTACTTGAATGACTCGCTGTTGAGACCCGAGCGGGAGAAGAACTTCCCCAATAACGGGATAGA
AAGCCTGGTGGACAAGATGAGCCGCTGGAAGACGTATGCGCAGGAGCACAGGGACGATCCCCGGGLGTCGL
AGGGGGCCACGAGCCGGGGCAGCGCCGCCCGTAAACGCCGGTGGCACGACAGGCAGCGGGGACAGATGTGG
GACGATGAGGACTCCGCCGACGACAGCAGCGTGTTGGACTTGGGTGGGAGTGGTAACCCGTTCGCTCACCT
GCGCCCCCGTATCGGGCGCATGATGTAAGAGAAACCGAAAATAAATGATACTCACCAAGGCCATGGCGACC
AGCGTGCGTTCGTTTCTTCTCTGTTGTTGTTGTATCTAGTATGATGAGGCGTGCGTACCCGGAGGGTCCTC
CTCCCTCGTACGAGAGCGTGATGCAGCAGGCGATGGCGGCGGCGGCGATGCAGCCCCCGCTGGAGGCTCCT
TACGTGCCCCCGCGGTACCTGGCGCCTACGGAGGGGCGGAACAGCATTCGTTACTCGGAGCTGGCACCCTT
GTACGATACCACCCGGTTGTACCTGGTGGACAACAAGTCGGCGGACATCGCCTCGCTGAACTACCAGAALCG
ACCACAGCAACTTCCTGACCACCGTGGTGCAGAACAATGACTTCACCCCCACGGAGGCCAGCACCCAGACC
ATCAACTTTGACGAGCGCTCGCGGTGGGGCGGCCAGCTGAAAACCATCATGCACACCAACATGCCCAACGT
GAACGAGTTCATGTACAGCAACAAGTTCAAGGCGCGGGTGATGGTCTCCCGCAAGACCCCCAATGGGGTGA
CAGTGACAGAGGATTATGATGGTAGTCAGGATGAGCTGAAGTATGAATGGGTGGAATTTGAGCTGCCCGAA
GGCAACTTCTCGGTGACCATGACCATCGACCTGATGAACAACGCCATCATCGACAATTACTTGGCGGTGGG
GCGGCAGAACGGGGTGCTGGAGAGCGACATCGGCGTGAAGTTCGACACTAGGAACTTCAGGCTGGGCTGGG
ACCCCGTGACCGAGCTGGTCATGCCCGGGGTGTACACCAACGAGGCTTTCCATCCCGATATTGTCTTGCTG
CCCGGCTGCGGGGTGGACTTCACCGAGAGCCGCCTCAGCAACCTGCTGGGCATTCGCAAGAGGCAGCCCTT
CCAGGAAGGCTTCCAGATCATGTACGAGGATCTGGAGGGGGGCAACATCCCCGCGCTCCTGGATGTCGALCG
CCTATGAGAAAAGCAAGGAGGATGCAGCAGCTGAAGCAACTGCAGCCGTAGCTACCGCCTCTACCGAGGTC
AGGGGCGATAATTTTGCAAGCGCCGCAGCAGTGGCAGCGGCCGAGGCGGCTGAAACCGAAAGTAAGATAGT
CATTCAGCCGGTGGAGAAGGATAGCAAGAACAGGAGCTACAACGTACTACCGGACAAGATAAACACCGCCT
ACCGCAGCTGGTACCTAGCCTACAACTATGGCGACCCCGAGAAGGGCGTGCGCTCCTGGACGCTGCTCACC
ACCTCGGACGTCACCTGCGGCGTGGAGCAAGTCTACTGGTCGCTGCCCGACATGATGCAAGACCCGGTCAC
CTTCCGCTCCACGCGTCAAGTTAGCAACTACCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTCCTGCCCGTCTACTCCAAGA
GCTTCTTCAACGAGCAGGCCGTCTACTCGCAGCAGCTGCGCGCCTTCACCTCGCTTACGCACGTCTTCAAC
CGCTTCCCCGAGAACCAGATCCTCGTCCGCCCGCCCGCGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCC
TGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGCCGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCGTTACTG
ACGCCAGACGCCGCACCTGCCCCTACGTCTACAAGGCCCTGGGCATAGTCGCGCCGCGCGTCCTCTCGAGC
CGCACCTTCTAAATGTCCATTCTCATCTCGCCCAGTAATAACACCGGTTGGGGCCTGCGCGCGCCCAGCAA
GATGTACGGAGGCGCTCGCCAACGCTCCACGCAACACCCCGTGCGCGTGCGCGGGCACTTCCGCGCTCCCT
GGGGCGCCCTCAAGGGCCGCGTGCGGTCGCGCACCACCGTCGACGACGTGATCGACCAGGTGGTGGCCGAL
GCGCGCAACTACACCCCCGCCGCCGCGCCCGETCTCCACCGTGGACGCCGTCATCGACAGCGTGGTGGCCGA
CGCGCGCCGGTACGCCCGCGCCAAGAGCCGGCGGCGGCGCATCGCCCGGCGGCACCGGAGCALCCCCCGLCA
TGCGCGCGGCGCGAGCCTTGCTGCGCAGGGCCAGGCGCACGGGACGCAGGGCCATGCTCAGGGCGGCCAGA
CGCGCGGCTTCAGGCGCCAGCGCCGGCAGGACCCGGAGACGCGCGGCCACGGCGGCGGCAGCGGCCATCGL
CAGCATGTCCCGCCCGCGGCGAGGGAACGTGTACTGGGTGCGCGACGCCGCCACCGGTGTGCGCGTGCCCG
TGCGCACCCGCCCCCCTCGCACTTGAAGATGTTCACTTCGCGATGTTGATGTGTCCCAGCGGCGAGGAGGA
TGTCCAAGCGCAAATTCAAGGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCTGAGATCTACGGCCCTGCGGTGGTG
AAGGAGGAAAGAAAGCCCCGCAAAATCAAGCGGGTCAAAAAGGACAAAAAGGAAGAAGAAAGTGATGTGGA
CGGATTGGTGGAGTTTGTGCGCGAGTTCGCCCCCCGGCGGCGCGTGCAGTGGCGCGGGCGGAAGGTGCAAL
CGGTGCTGAGACCCGGCACCACCGTGGTCTTCACGCCCGGCGAGCGCTCCGGCACCGCTTCCAAGCGCTCC
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TACGACGAGGTGTACGGGGATGATGATATTCTGGAGCAGGCGGCCGAGCGCCTGGGCGAGTTTGCTTACGG
CAAGCGCAGCCGTTCCGCACCGAAGGAAGAGGCGGTGTCCATCCCGCTGGACCACGGCAACCCCACGLCCGA
GCCTCAAGCCCGTGACCTTGCAGCAGGTGCTGCCGACCGCGGLCGCCGCGLCCGEGEGGETTCAAGCGCGAGGGL
GAGGATCTGTACCCCACCATGCAGCTGATGGTGCCCAAGCGCCAGAAGCTGGAAGACGTGCTGGAGACCAT
GAAGGTGGACCCGGACGTGCAGCCCGAGGTCAAGGTGCGGCCCATCAAGCAGGTGGCCCCGGGCCTGGGLG
TGCAGACCGTGGACATCAAGATTCCCACGGAGCCCATGGAAACGCAGACCGAGCCCATGATCAAGCCCAGC
ACCAGCACCATGGAGGTGCAGACGGATCCCTGGATGCCATCGGCTCCTAGTCGAAGACCCCGGCGCAAGTA
CGGCGCGGCCAGCCTGCTGATGCCCAACTACGCGCTGCATCCTTCCATCATCCCCACGCCGGGCTACCGLG
GCACGCGCTTCTACCGCGGTCATACCAGCAGCCGCCGCCGCAAGACCACCACTCGLLCGLCGLCGTCGLEGL
ACCGCCGCTGCAACCACCCCTGCCGCCCTGGTGCGGAGAGTGTACCGCCGCGGCCGCGCACCTCTGACCCT
GCCGCGCGCGCGCTACCACCCGAGCATCGCCATTTAAACTTTCGCCEGCTTTGCAGATCAATGGCCCTCAC
ATGCCGCCTTCGCGTTCCCATTACGGGCTACCGAGGAAGAAAACCGCGCCGTAGAAGGCTGGCGGGGAACG
GGATGCGTCGCCACCACCACCGGCGGCGGCGECGCCATCAGCAAGCGGTTGGGGGGAGGCTTCCTGCCCGLG
CTGATCCCCATCATCGCCGCGGCGATCGGGGCGATCCCCGGCATTGCTTCCGTGGCGGTGCAGGCCTCTCA
GCGCCACTGAGACACACTTGGAAACATCTTGTAATAAACCaATGGACTCTGACGCTCCTGGTCCTGTGATG
TGTTTTCGTAGACAGATGGAAGACATCAATTTTTCGTCCCTGGCTCCGCGACACGGCACGCGGCCGTTCAT
GGGCACCTGGAGCGACATCGGCACCAGCCAACTGAACGGGGGCGCCTTCAATTGGAGCAGTCTCTGGAGCG
GGCTTAAGAATTTCGGGTCCACGCTTAAAACCTATGGCAGCAAGGCGTGGAACAGCACCACAGGGCAGGLG
CTGAGGGATAAGCTGAAAGAGCAGAACTTCCAGCAGAAGGTGGTCGATGGGCTCGCCTCGGGCATCAACGG
GGTGGTGGACCTGGCCAACCAGGCCGTGCAGCGGCAGATCAACAGCCGCCTGGACCCGGTGLCCGCCCGLLG
GCTCCGTGGAGATGCCGCAGGTGGAGGAGGAGCTGCCTCCCCTGGACAAGCGGGGCGAGAAGCGACCCLGL
CCCGATGCGGAGGAGACGCTGCTGACGCACACGGACGAGCCGCCCCCGTACGAGGAGGCGGTGAAACTGGG
TCTGCCCACCACGCGGCCCATCGCGCCCCTGGCCACCGGGGTGCTGAAACCCGAAAAGCCCGCGALCCCTGG
ACTTGCCTCCTCCCCAGCCTTCCCGCCCCTCTACAGTGGCTAAGCCCCTGCCGCCGGTGGCCGTGGCCCGL
GCGCGACCCGGGGGCACCGCCCGCCCTCATGCGAACTGGCAGAGCACTCTGAACAGCATCGTGGGTCTGGG
AGTGCAGAGTGTGAAGCGCCGCCGCTGCTATTAAACCTACCGTAGCGCTTAACTTGCTTGTCTGTGTGTGT
ATGTATTATGTCGCCGCCGCCGCTGTCCACCAGAAGGAGGAGTGAAGAGGCGCGTCGCCGAGTTGCAAGAT
GGCCACCCCATCGATGCTGCCCCAGTGGGCGTACATGCACATCGCCGGACAGGACGCTTCGGAGTACCTGA
GTCCGGGTCTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACAGACACCTACTTCAGTCTGGGGAACAAGTTTAGGAACCCC
ACGGTGGCGCCCACGCACGATGTGACCACCGACCGCAGCCAGCGGCTGACGCTGCGCTTCGTGCCCGTGGA
CCGCGAGGACAACACCTACTCGTACAAAGTGCGCTACACGCTGGCCGTGGGCGACAACCGCGTGCTGGACA
TGGCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTGGATCGGGGCCCTAGCTTCAAACCCTACTCCGGCACC
GCCTACAACAGTCTGGCCCCCAAGGGAGCACCCAACACTTGTCAGTGGACATATAAAGCCGATGGTGAAAC
TGCCACAGAAAAAACCTATACATATGGAAATGCACCCGTGCAGGGCATTAACATCACAAAAGATGGTATTC
AACTTGGAACTGACACCGATGATCAGCCAATCTACGCAGATAAAACCTATCAGCCTGAACCTCAAGTGGGT
GATGCTGAATGGCATGACATCACTGGTACTGATGAAAAGTATGGAGGCAGAGCTCTTAAGCCTGATACCAA
AATGAAGCCTTGTTATGGTTCTTTTGCCAAGCCTACTAATAAAGAAGGAGGTCAGGCAAATGTGAAAACAG
GAACAGGCACTACTAAAGAATATGACATAGACATGGCTTTCTTTGACAACAGAAGTGCGGCTGCTGCTGGC
CTAGCTCCAGAAATTGTTTTGTATACTGAAAATGTGGATTTGGAAACTCCAGATACCCATATTGTATACAA
AGCAGGCACAGATGACAGCAGCTCTTCTATTAATTTGGGTCAGCAAGCCATGCCCAACAGACCTAACTACA
TTGGTTTCAGAGACAACTTTATCGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAATATGGGGGTGCTGGCCGGT
CAGGCTTCTCAGCTGAATGCTGTGGTTGACTTGCAAGACAGAAACACCGAGCTGTCCTACCAGCTCTTGCT
TGACTCTCTGGGTGACAGAACCCGGTATTTCAGTATGTGGAATCAGGCGGTGGACAGCTATGATCCTGATG
TGCGCATTATTGAAAATCATGGTGTGGAGGATGAACTTCCCAACTATTGTTTCCCTCTGGATGCTGTTGGC
AGAACAGATACTTATCAGGGAATTAAGGCTAATGGAACTGATCAAACCACATGGACCAAAGATGACAGTGT
CAATGATGCTAATGAGATAGGCAAGGGTAATCCATTCGCCATGGAAATCAACATCCAAGCCAACCTGTGGA
GGAACTTCCTCTACGCCAACGTGGCCCTGTACCTGCCCGACTCTTACAAGTACACGCCGGCCAATGTTACC
CTGCCCACCAACACCAACACCTACGATTACATGAACGGCCGGGTGGTGGCGCCCTCGCTGGTGGACTCCTA
CATCAACATCGGGGCGCGCTGGTCGCTGGATCCCATGGACAACGTGAACCCCTTCAACCACCACCGCAATG
CGGGGCTGCGCTACCGCTCCATGCTCCTGGGCAACGGGCGCTACGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCCCCAG
AAATTTTTCGCCATCAAGAGCCTCCTGCTCCTGCCCGGGTCCTACACCTACGAGTGGAACTTCCGCAAGGA
CGTCAACATGATCCTGCAGAGCTCCCTCGGCAACGACCTGCGCACGGACGGGGCCTCCATCTCCTTCACCA
GCATCAACCTCTACGCCACCTTCTTCCCCATGGCGCACAACACGGCCTCCACGCTCGAGGCCATGCTGLCGC
AACGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCGGCCAACATGCTCTACCCCATCCCGGCCAA
CGCCACCAACGTGCCCATCTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGTCCTTCACGCGTC
TCAAGACCAAGGAGACGCCCTCGCTGGGCTCCGGGTTCGACCCCTACTTCGTCTACTCGGGCTCCATCCCC
TACCTCGACGGCACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTCTCCATCACCTTCGACTCCTCCGTCAG
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CTGGCCCGGCAACGACCGGCTCCTGACGCCCAACGAGTTCGAAATCAAGCGCACCGTCGACGGCGAGGGLT
ACAACGTGGCCCAGTGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTGGTCCAGATGCTGGCCCACTACAACATCGGC
TACCAGGGCTTCTACGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTCTTCCGCAACTTCCAGCCCAT
GAGCCGCCAGGTGGTGGACGAGGTCAACTACAAGGACTACCAGGCCGTCACCCTGGCCTACCAGCACAACA
ACTCGGGCTTCGTCGGCTACCTCGCGCCCACCATGCGCCAGGGCCAGCCCTACCCCGCCAACTACCCCTAC
CCGCTCATCGGCAAGAGCGCCGTCACCAGCGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGGTCATGTGGCG
CATCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCGCTCACCGACCTCGGCCAGAACATGCTCTATGCCA
ACTCCGCCCACGCGCTAGACATGAATTTCGAAGTCGACCCCATGGATGAGTCCACCCTTCTCTATGTTGTC
TTCGAAGTCTTCGACGTCGTCCGAGTGCACCAGCCCCACCGCGGCGTCATCGAGGCCGTCTACCTGCGCAC
CCCCTTCTCGGCCGGTAACGCCACCACCTAAGCTCTTGCTTCTTGCAAGCCATGGCCGCGGGCTCCGGCGA
GCAGGAGCTCAGGGCCATCATCCGCGACCTGGGCTGCGGGCCCTACTTCCTGGGCACCTTCGATAAGCGCT
TCCCGGGATTCATGGCCCCGCACAAGCTGGCCTGCGCCATCGTCAACACGGCCGGCCGCGAGALCCGGGGGL
GAGCACTGGCTGGCCTTCGCCTGGAACCCGCGCTCGAACACCTGCTACCTCTTCGACCCCTTCGGGTTCTC
GGACGAGCGCCTCAAGCAGATCTACCAGTTCGAGTACGAGGGCCTGCTGCGCCGCAGCGCCCTGGCCALCCG
AGGACCGCTGCGTCACCCTGGAAAAGTCCACCCAGACCGTGCAGGGTCCGCGLCTCGGCCGCCTGLCGGGLTC
TTCTGCTGCATGTTCCTGCACGCCTTCGTGCACTGGCCCGACCGCCCCATGGACAAGAACCCCACCATGAA
CTTGCTGACGGGGGTGCCCAACGGCATGCTCCAGTCGCCCCAGGTGGAACCCACCCTGCGCCGCAACCAGG
AGGCGCTCTACCGCTTCCTCAACTCCCACTCCGCCTACTTTCGCTCCCACCGCGCGCGCATCGAGAAGGCC
ACCGCCTTCGACCGCATGAATCAAGACATGTAAACCGTGTGTGTATGTTAAATGTCTTTAATAAACAGCAC
TTTCATGTTACACATGCATCTGAGATGATTTATTTAGAAATCGAAAGGGTTCTGCCGGGTCTCGGCATGGC
CCGCGGGCAGGGACACGTTGCGGAACTGGTACTTGGCCAGCCACTTGAACTCGGGGATCAGCAGTTTGGGC
AGCGGGGTGTCGGGGAAGGAGTCGGTCCACAGCTTCCGCGTCAGTTGCAGGGCGCCCAGCAGGTCGGGLGL
GGAGATCTTGAAATCGCAGTTGGGACCCGCGTTCTGCGCGCGGGAGTTGCGGTACACGGGGTTGCAGCALCT
GGAACACCATCAGGGCCGGGTGCTTCACGCTCGCCAGCACCGTCGCGTCGGTGATGCTCTCCACGTCGAGG
TCCTCGGCGTTGGCCATCCCGAAGGGGGTCATCTTGCAGGTCTGCCTTCCCATGGTGGGCACGCACCCGGG
CTTGTGGTTGCAATCGCAGTGCAGGGGGATCAGCATCATCTGGGCCTGGTCGGCGTTCATCCCCGGGTACA
TGGCCTTCATGAAAGCCTCCAATTGCCTGAACGCCTGCTGGGCCTTGGCTCCCTCGGTGAAGAAGACCCCG
CAGGACTTGCTAGAGAACTGGTTGGTGGCGCACCCGGCGTCGTGCACGCAGCAGCGCGCGTCGTTGTTGGL
CAGCTGCACCACGCTGCGCCCCCAGCGGTTCTGGGTGATCTTGGCCCGGTCGGGGTTCTCCTTCAGCGCGC
GCTGCCCGTTCTCGCTCGCCACATCCATCTCGATCATGTGCTCCTTCTGGATCATGGTGGTCCCGTGCAGG
CACCGCAGCTTGCCCTCGGCCTCGGTGCACCCGTGCAGCCACAGCGCGCACCCGGTGCACTCCCAGTTCTT
GTGGGCGATCTGGGAATGCGCGTGCACGAAGCCCTGCAGGAAGCGGCCCATCATGGTGGTCAGGGTCTTGT
TGCTAGTGAAGGTCAGCGGAATGCCGCGGTGCTCCTCGTTGATGTACAGGTGGCAGATGCGGCGGTACACC
TCGCCCTGCTCGGGCATCAGCTGGAAGTTGGCTTTCAGGTCGGTCTCCACGCGGTAGCGGTCCATCAGCAT
AGTCATGATTTCCATACCCTTCTCCCAGGCCGAGACGATGGGCAGGCTCATAGGGTTCTTCACCATCATCT
TAGCGCTAGCAGCCGCGGCCAGGGGGTCGCTCTCGTCCAGGGTCTCAAAGCTCCGCTTGCCGTCCTTCTCG
GTGATCCGCACCGGGGGGTAGCTGAAGCCCACGGCCGCCAGCTCCTCCTCGGCCTGTCTTTCGTCCTCGCT
GTCCTGGCTGACGTCCTGCAGGACCACATGCTTGGTCTTGCGGGGTTTCTTCTTGGGCGGCAGCGGCGGLG
GAGATGTTGGAGATGGCGAGGGGGAGCGCGAGTTCTCGCTCACCACTACTATCTCTTCCTCTTCTTGGTCC
GAGGCCACGCGGCGGTAGGTATGTCTCTTCGGGGGCAGAGGCGGAGGCGACGGGCTCTCGCCGCCGCGALCT
TGGCGGATGGCTGGCAGAGCCCCTTCCGCGTTCGGGGGTGCGCTCCCGGCGGCGCTCTGACTGACTTCCTC
CGCGGCCGGCCATTGTGTTCTCCTAGGGAGGAACAACAAGCATGGAGACTCAGCCATCGCCAACCTCGLCCA
TCTGCCCCCACCGCCGACGAGAAGCAGCAGCAGCAGAATGAAAGCTTAACCGCCCCGLLCGCCCAGLCCCCGL
CACCTCCGACGCGGCCGTCCCAGACATGCAAGAGATGGAGGAATCCATCGAGATTGACCTGGGCTATGTGA
CGCCCGCGGAGCACGAGGAGGAGCTGGCAGTGCGCTTTTCACAAGAAGAGATACACCAAGAACAGCCAGAG
CAGGAAGCAGAGAATGAGCAGAGTCAGGCTGGGCTCGAGCATGACGGCGACTACCTCCACCTGAGCGGGGG
GGAGGACGCGCTCATCAAGCATCTGGCCCGGCAGGCCACCATCGTCAAGGATGCGCTGCTCGACCGCACCG
AGGTGCCCCTCAGCGTGGAGGAGCTCAGCCGCGCCTACGAGTTGAACCTCTTCTCGCCGCGCGTGLCCCCCC
AAGCGCCAGCCCAATGGCACCTGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCGGTCTTCGCGGTGCCCGA
GGCCCTGGCCACCTACCACATCTTTTTCAAGAACCAAAAGATCCCCGTCTCCTGCCGCGCCAACCGCACCC
GCGCCGACGCCCTTTTCAACCTGGGTCCCGGCGCCCGCCTACCTGATATCGCCTCCTTGGAAGAGGTTCCC
AAGATCTTCGAGGGTCTGGGCAGCGACGAGACTCGGGCCGCGAACGCTCTGCAAGGAGAAGGAGGAGAGCA
TGAGCACCACAGCGCCCTGGTCGAGTTGGAAGGCGACAACGCGCGGCTGGCGGTGCTCAAACGCACGGTCG
AGCTGACCCATTTCGCCTACCCGGCTCTGAACCTGCCCCCCAAAGTCATGAGCGCGGTCATGGACCAGGTG
CTCATCAAGCGCGCGTCGCCCATCTCCGAGGACGAGGGCATGCAAGACTCCGAGGAGGGCAAGCCCGTGGT
CAGCGACGAGCAGCTGGCCCGGTGGCTGGGTCCTAATGCTAGTCCCCAGAGTTTGGAAGAGCGGCGCAAAC
TCATGATGGCCGTGGTCCTGGTGACCGTGGAGCTGGAGTGCCTGCGCCGCTTCTTCGCCGACGCGGAGACC
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CTGCGCAAGGTCGAGGAGAACCTGCACTACCTCTTCAGGCACGGGTTCGTGCGCCAGGCCTGCAAGATCTC
CAACGTGGAGCTGACCAACCTGGTCTCCTACATGGGCATCTTGCACGAGAACCGCCTGGGGCAGAACGTGC
TGCACACCACCCTGCGCGGGGAGGCCCGGCGCGACTACATCCGCGACTGCGTCTACCTCTACCTCTGCCAC
ACCTGGCAGACGGGCATGGGCGTGTGGCAGCAGTGTCTGGAGGAGCAGAACCTGAAAGAGCTCTGCAAGCT
CCTGCAGAAGAACCTCAAGGGTCTGTGGACCGGGTTCGACGAGCGCACCACCGCCTCGGACCTGGCCGALCC
TCATTTTCCCCGAGCGCCTCAGGCTGACGCTGCGCAACGGCCTGCCCGACTTTATGAGCCAAAGCATGTTG
CAAAACTTTCGCTCTTTCATCCTCGAACGCTCCGGAATCCTGCCCGCCACCTGCTCCGCGCTGCCCTCGGA
CTTCGTGCCGCTGACCTTCCGCGAGTGCCCCCCGCCGCTGTGGAGCCACTGCTACCTGCTGCGCCTGGCCA
ACTACCTGGCCTACCACTCGGACGTGATCGAGGACGTCAGCGGCGAGGGCCTGCTCGAGTGCCACTGCCGL
TGCAACCTCTGCACGCCGCACCGCTCCCTGGCCTGCAACCCCCAGCTGCTGAGCGAGACCCAGATCATCGG
CACCTTCGAGTTGCAAGGGCCCAGCGAAGGCGAGGGTTCAGCCGCCAAGGGGGGTCTGAAACTCACCCCGG
GGCTGTGGACCTCGGCCTACTTGCGCAAGTTCGTGCCCGAGGACTACCATCCCTTCGAGATCAGGTTCTAC
GAGGACCAATCCCATCCGCCCAAGGCCGAGCTGTCGGCCTGCGTCATCACCCAGGGGGCGATCCTGGCCCA
ATTGCAAGCCATCCAGAAATCCCGCCAAGAATTCTTGCTGAAAAAGGGCCGCGGGGTCTACCTCGACCCCC
AGACCGGTGAGGAGCTCAACCCCGGCTTCCCCCAGGATGCCCCGAGGAAACAAGAAGCTGAAAGTGGAGCT
GCCGCCCGTGGAGGATTTGGAGGAAGACTGGGAGAACAGCAGTCAGGCAGAGGAGGAGGAGATGGAGGAAG
ACTGGGACAGCACTCAGGCAGAGGAGGACAGCCTGCAAGACAGTCTGGAGGAAGACGAGGAGGAGGCAGAG
GAGGAGGTGGAAGAAGCAGCCGCCGCCAGACCGTCGTCCTCGGCGGGGGAGAAAGCAAGCAGCACGGATAC
CATCTCCGCTCCGGGTCGGGGTCCCGCTCGACCACACAGTAGATGGGACGAGACCGGACGATTCCCGAACC
CCACCACCCAGACCGGTAAGAAGGAGCGGCAGGGATACAAGTCCTGGCGGGGGCACAAAAACGCCATCGTC
TCCTGCTTGCAGGCCTGCGGGGGCAACATCTCCTTCACCCGGCGCTACCTGCTCTTCCACCGCGGGGTGAA
CTTTCCCCGCAACATCTTGCATTACTACCGTCACCTCCACAGCCCCTACTACTTCCAAGAAGAGGCAGCAG
CAGCAGAAAAAGACCAGCAGAAAACCAGCAGCTAGAAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGGTGGACTGAGGAT
CGCGGCGAACGAGCCGGCGCAAACCCGGGAGCTGAGGAACCGGATCTTTCCCACCCTCTATGCCATCTTCC
AGCAGAGTCGGGGGCAGGAGCAGGAACTGAAAGTCAAGAACCGTTCTCTGCGCTCGCTCACCCGCAGTTGT
CTGTATCACAAGAGCGAAGACCAACTTCAGCGCACTCTCGAGGACGCCGAGGCTCTCTTCAACAAGTACTG
CGCGCTCACTCTTAAAGAGTAGCCCGCGCCCGCCCAGTCGCAGAAAAAGGCGGGAATTACGTCACCTGTGC
CCTTCGCCCTAGCCGCCTCCACCCATCATCATGAGCAAAGAGATTCCCACGCCTTACATGTGGAGCTACCA
GCCCCAGATGGGCCTGGCCGCCGGTGCCGCCCAGGACTACTCCACCCGCATGAATTGGCTCAGCGCCGGGL
CCGCGATGATCTCACGGGTGAATGACATCCGCGCCCACCGAAACCAGATACTCCTAGAACAGTCAGCGCTC
ACCGCCACGCCCCGCAATCACCTCAATCCGCGTAATTGGCCCGCCGCCCTGGTGTACCAGGAAATTCCCCA
GCCCACGACCGTACTACTTCCGCGAGACGCCCAGGCCGAAGTCCAGCTGACTAACTCAGGTGTCCAGCTGG
CGGGCGGCGCCACCCTGTGTCGTCACCGCCCCGCTCAGGGTATAAAGCGGCTGGTGATCCGGGGCAGAGGL
ACACAGCTCAACGACGAGGTGGTGAGCTCTTCGCTGGGTCTGCGACCTGACGGAGTCTTCCAACTCGCCGG
ATCGGGGAGATCTTCCTTCACGCCTCGTCAGGCCGTCCTGACTTTGGAGAGTTCGTCCTCGCAGCCCCGCT
CGGGTGGCATCGGCACTCTCCAGTTCGTGGAGGAGTTCACTCCCTCGGTCTACTTCAACCCCTTCTCCGGC
TCCCCCGGCCACTACCCGGACGAGTTCATCCCGAACTTCGACGCCATCAGCGAGTCGGTGGACGGCTACGA
TTGAATGTCCCATGGTGGCGCAGCTGACCTAGCTCGGCTTCGACACCTGGACCACTGCCGCCGCTTCCGCT
GCTTCGCTCGGGATCTCGCCGAGTTTGCCTACTTTGAGCTGCCCGAGGAGCACCCTCAGGGCCCGGCCCAL
GGAGTGCGGATCGTCGTCGAAGGGGGCCTCGACTCCCACCTGCTTCGGATCTTCAGCCAGCGTCCGATCCT
GGTCGAGCGCGAGCAAGGACAGACCCTTCTGACTCTGTACTGCATCTGCAACCACCCCGGCCTGCATGAAA
GTCTTTGTTGTCTGCTGTGTACTGAGTATAATAAAAGCTGAGATCAGCGACTACTCCGGACTTCCGTGTGT
TCCTGAATCCATCAACCAGTCTTTGTTCTTCACCGGGAACGAGACCGAGCTCCAGCTCCAGTGTAAGCCCC
ACAAGAAGTACCTCACCTGGCTGTTCCAGGGCTCCCCGATCGCCGTTGTCAACCACTGCGACAACGACGGA
GTCCTGCTGAGCGGCCCTGCCAACCTTACTTTTTCCACCCGCAGAAGCAAGCTCCAGCTCTTCCAACCCTT
CCTCCCCGGGACCTATCAGTGCGTCTCGGGACCCTGCCATCACACCTTCCACCTGATCCCGAATACCACAG
CGTCGCTCCCCGCTACTAACAACCAAACTAACCTCCACCAACGCCACCGTCGCGACGGCCACAATACATGC
CCATATTAGACTATGAGGCCGAGCCACAGCGACCCATGCTCCCCGCTATTAGTTACTTCAATCTAACCGGC
GGAGATGACTGACCCACTGGCCAACAACAACGTCAACGACCTTCTCCTGGACATGGACGGCCGCGCCTCGG
AGCAGCGACTCGCCCAACTTCGCATTCGCCAGCAGCAGGAGAGAGCCGTCAAGGAGCTGCAGGATGCGGTG
GCCATCCACCAGTGCAAGAGAGGCATCTTCTGCCTGGTGAAACAGGCCAAGATCTCCTACGAGGTCACTCC
AAACGACCATCGCCTCTCCTACGAGCTCCTGCAGCAGCGCCAGAAGTTCACCTGCCTGGTCGGAGTCAACC
CCATCGTCATCACCCAGCAGTCTGGCGATACCAAGGGGTGCATCCACTGCTCCTGCGACTCCCCCGACTGC
GTCCACACTCTGATCAAGACCCTCTGCGGCCTCCGCGACCTCCTCCCCATGAACTAATCACCCCCTTATCC
AGTGAAATAAAGATCATATTGATGATGATTTTACAGAAATAAAAAATAATCATTTGATTTGAAATAAAGAT
ACAATCATATTGATGATTTGAGTTTAACAAAAAAATAAAGAATCACTTACTTGAAATCTGATACCAGGTCT
CTGTCCATGTTTTCTGCCAACACCACTTCACTCCCCTCTTCCCAGCTCTGGTACTGCAGGCCCCGGLCGGGL
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TGCAAACTTCCTCCACACGCTGAAGGGGATGTCAAATTCCTCCTGTCCCTCAATCTTCATTTTATCTTCTA
TCAGATGTCCAAAAAGCGCGTCCGGGTGGATGATGACTTCGACCCCGTCTACCCCTACGATGCAGACAACG
CACCGACCGTGCCCTTCATCAACCCCCCCTTCGTCTCTTCAGATGGATTCCAAGAGAAGCCCCTGGGGGTG
TTGTCCCTGCGACTGGCCGACCCCGTCACCACCAAGAACGGGGAAATCACCCTCAAGCTGGGAGAGGGGGT
GGACCTCGATTCCTCGGGAAAACTCATCTCCAACACGGCCACCAAGGCCGCCGCCCCTCTCAGTTTTTCCA
ACAACACCATTTCCCTTAACATGGATCACCCCTTTTACACTAAAGATGGAAAATTATCCTTACAAGTTTCT
CCACCATTAAATATACTGAGAACAAGCATTCTAAACACACTAGCTTTAGGTTTTGGATCAGGTTTAGGACT
CCGTGGCTCTGCCTTGGCAGTACAGTTAGTCTCTCCACTTACATTTGATACTGATGGAAACATAAAGCTTA
CCTTAGACAGAGGTTTGCATGTTACAACAGGAGATGCAATTGAAAGCAACATAAGCTGGGCTAAAGGTTTA
AAATTTGAAGATGGAGCCATAGCAACCAACATTGGAAATGGGTTAGAGTTTGGAAGCAGTAGTACAGAAAC
AGGTGTTGATGATGCTTACCCAATCCAAGTTAAACTTGGATCTGGCCTTAGCTTTGACAGTACAGGAGCCA
TAATGGCTGGTAACAAAGAAGACGATAAACTCACTTTGTGGACAACACCTGATCCATCACCAAACTGTCAA
ATACTCGCAGAAAATGATGCAAAACTAACACTTTGCTTGACTAAATGTGGTAGTCAAATACTGGCCACTGT
GTCAGTCTTAGTTGTAGGAAGTGGAAACCTAAACCCCATTACTGGCACCGTAAGCAGTGCTCAGGTGTTTC
TACGTTTTGATGCAAACGGTGTTCTTTTAACAGAACATTCTACACTAAAAAAATACTGGGGGTATAGGCAG
GGAGATAGCATAGATGGCACTCCATATACCAATGCTGTAGGATTCATGCCCAATTTAAAAGCTTATCCAAA
GTCACAAAGTTCTACTACTAAAAATAATATAGTAGGGCAAGTATACATGAATGGAGATGTTTCAAAACCTA
TGCTTCTCACTATAACCCTCAATGGTACTGATGACAGCAACAGTACATATTCAATGTCATTTTCATACACC
TGGACTAATGGAAGCTATGTTGGAGCAACATTTGGGGCTAACTCTTATACCTTCTCATACATCGCCCAAGA
ATGAACACTGTATCCCACCCTGCATGCCAACCCTTCCCACCCCACTCTGTGGAACAAACTCTGAAACACAA
AATAAAATAAAGTTCAAGTGTTTTATTGATTCAACAGTTTTACAGGATTCGAGCAGTTATTTTTCCTCCAC
CCTCCCAGGACATGGAATACACCACCCTCTCCCCCCGCACAGCCTTGAACATCTGAATGCCATTGGTGATG
GACATGCTTTTGGTCTCCACGTTCCACACAGTTTCAGAGCGAGCCAGTCTCGGGTCGGTCAGGGAGATGAA
ACCCTCCGGGCACTCCCGCATCTGCACCTCACAGCTCAACAGCTGAGGATTGTCCTCGGTGGTCGGGATCA
CGGTTATCTGGAAGAAGCAGAAGAGCGGCGGTGGGAATCATAGTCCGCGAACGGGATCGGCCGGTGGTGTC
GCATCAGGCCCCGCAGCAGTCGCTGCCGCCGCCGCTCCGTCAAGCTGCTGCTCAGGGGGTCCGGGTCCAGG
GACTCCCTCAGCATGATGCCCACGGCCCTCAGCATCAGTCGTCTGGTGCGGCGGGCGCAGCAGCGCATGCG
GATCTCGCTCAGGTCGCTGCAGTACGTGCAACACAGAACCACCAGGTTGTTCAACAGTCCATAGTTCAACA
CGCTCCAGCCGAAACTCATCGCGGGAAGGATGCTACCCACGTGGCCGTCGTACCAGATCCTCAGGTAAATC
AAGTGGTGCCCCCTCCAGAACACGCTGCCCACGTACATGATCTCCTTGGGCATGTGGCGGTTCACCACCTC
CCGGTACCACATCACCCTCTGGTTGAACATGCAGCCCCGGATGATCCTGCGGAACCACAGGGCCAGCACCG
CCCCGCCCGCCATGCAGCGAAGAGACCCCGGGTCCCGGCAATGGCAATGGAGGACCCACCGCTCGTACCCG
TGGATCATCTGGGAGCTGAACAAGTCTATGTTGGCACAGCACAGGCATATGCTCATGCATCTCTTCAGCAC
TCTCAACTCCTCGGGGGTCAAAACCATATCCCAGGGCACGGGGAACTCTTGCAGGACAGCGAACCCCGCAG
AACAGGGCAATCCTCGCACAGAACTTACATTGTGCATGGACAGGGTATCGCAATCAGGCAGCACCGGGTGA
TCCTCCACCAGAGAAGCGCGGGTCTCGGTCTCCTCACAGCGTGGTAAGGGGGCCGGCCGATACGGGTGATG
GCGGGACGCGGCTGATCGTGTTCGCGACCGTGTCATGATGCAGTTGCTTTCGGACATTTTCGTACTTGCTG
TAGCAGAACCTGGTCCGGGCGCTGCACACCGATCGCCGGCGGCGETCTCGGCGCTTGGAACGCTCGGTGTT
GAAATTGTAAAACAGCCACTCTCTCAGACCGTGCAGCAGATCTAGGGCCTCAGGAGTGATGAAGATCCCAT
CATGCCTGATGGCTCTGATCACATCGACCACCGTGGAATGGGCCAGACCCAGCCAGATGATGCAATTTTGT
TGGGTTTCGGTGACGGCGGGGGAGGGAAGAACAGGAAGAACCATGATTAACTTTTAATCCAAACGGTCTCG
GAGTACTTCAAAATGAAGATCGCGGAGATGGCACCTCTCGCCCCCGCTGTGTTGGTGGAAAATAACAGCCA
GGTCAAAGGTGATACGGTTCTCGAGATGTTCCACGGTGGCTTCCAGCAAAGCCTCCACGCGCACATCCAGA
AACAAGACAATAGCGAAAGCGGGAGGGTTCTCTAATTCCTCAATCATCATGTTACACTCCTGCACCATCCC
CAGATAATTTTCATTTTTCCAGCCTTGAATGATTCGAACTAGTTCGTGAGGTAAATCCAAGCCAGCCATGA
TAAAGAGCTCGCGCAGAGCGCCCTCCACCGGCATTCTTAAGCACACCCTCATAATTCCAAGATATTCTGCT
CCTGGTTCACCTGCAGCAGATTGACAAGCGGAATATCAAAATCTCTGCCGCGATCCCTGAGCTCCTCCCTC
AGCAATAACTGTAAGTACTCTTTCATATCCTCTCCGAAATTTTTAGCCATAGGACCACCAGGAATAAGATT
AGGGCAAGCCACAGTACAGATAAACCGAAGTCCTCCCCAGTGAGCATTGCCAAATGCAAGACTGCTATAAG
CATGCTGGCTAGACCCGGTGATATCTTCCAGATAACTGGACAGAAAATCGCCCAGGCAATTTTTAAGAAAA
TCAACAAAAGAAAAATCCTCCAGGTGGACGTTTAGAGCCTCGGGAACAACGATGAAGTAAATGCAAGCGGT
GCGTTCCAGCATGGTTAGTTAGCTGATCTGTAGAAAAAACAAAAATGAACATTAAACCATGCTAGCCTGGC
GAACAGGTGGGTAAATCGTTCTCTCCAGCACCAGGCAGGCCACGGGGTCTCCGGCGCGACCCTCGTAAARAA
TTGTCGCTATGATTGAAAACCATCACAGAGAGACGTTCCCGGTGGCCGGCGTGAATGATTCGACAAGATGA
ATACACCCCCGGAACATTGGCGTCCGCGAGTGAAAAAAAGCGCCCGAGGAAGCAATAAGGCACTACAATGC
TCAGTCTCAAGTCCAGCAAAGCGATGCCATGCGGATGAAGCACAAAATTCTCAGGTGCGTACAAAATGTAA
TTACTCCCCTCCTGCACAGGCAGCAAAGCCCCCGATCCCTCCAGGTACACATACAAAGCCTCAGCGTCCAT
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AGCTTACCGAGCAGCAGCACACAACAGGCGCAAGAGTCAGAGAAAGGCTGAGCTCTAACCTGTCCACCCGC
TCTCTGCTCAATATATAGCCCAGATCTACACTGACGTAAAGGCCAAAGTCTAAAAATACCCGCCAAATAAT
CACACACGCCCAGCACACGCCCAGAAACCGGTGACACACTCAAAAAAATACGCGCACTTCCTCAAALCGCCC
AAAACTGCCGTCATTTCCGGGTTCCCACGCTACGTCATCAAAACACGACTTTCAAATTCCGTCGACCGTTA
AAAACGTCACCCGCCCCGCCCCTAACGGTCGCCCGTCTCTCAGCCAATCAGCGCCCCGCATCCCCAAATTC
AAACACCTCATTTGCATATTAACGCGCACAAAAAGTTTGAGGTATATTATTGATGATGG

ChAdV68.4WTnt .MAG25mer (SEQ ID NO:12); AC 000011.1 con secuencia El (nt
577 a 3.403) y E3 (nt 27.816- 31.332) eliminadas; nucledétidos de ATCC
VR-594 correspondientes sustituidos en cuatro posiciones; casete de
neoantigeno modelo bajo control del promotor/potenciador de CMV
insertado en el lugar de El eliminada

CCATCTTCAATAATATACCTCAAACTTTTTGTGCGCGTTAATATGCAAATGAGGCGTTTGAATTTGGGGAG
GAAGGGCGGTGATTGGTCGAGGGATGAGCGACCGTTAGGGGCGGGGCGAGTGACGTTTTGATGACGTGGTT
GCGAGGAGGAGCCAGTTTGCAAGTTCTCGTGGGAAAAGTGACGTCAAACGAGGTGTGGTTTGAACACGGAA
ATACTCAATTTTCCCGCGCTCTCTGACAGGAAATGAGGTGTTTCTGGGCGGATGCAAGTGAAAACGGGCCA
TTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGAAAATCTGAGTAATTTCGCGTTTATGGCAGGGAGGAGTATTT
GCCGAGGGCCGAGTAGACTTTGACCGATTACGTGGGGGTTTCGATTACCGTGTTTTTCACCTAAATTTCCG
CGTACGGTGTCAAAGTCCGGTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCTGATCGCCAGGGTATTTAAACCTGCGCTCT
CCAGTCAAGAGGCCACTCTTGAGTGCCAGCGAGAAGAGTTTTCTCCTCCGCGCCGCGAGTCAGATCTACAC
TTTGAAAGTAGGGATAACAGGGTAATgacattgattattgactagttGttaaTAGTAATCAATTACGGGGT
CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG
CCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCA
TTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAA
GTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGYTGATGCGGTTTTGGCAGTA
CACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGA
GTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAA
CGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACAGCGATCGCGCccaccATGGCCGGGATGTTCCAGGCAL
TGTCCGAAGGCTGCACACCCTATGATATTAACCAGATGCTGAATGTCCTGGGAGACCACCAGGTCTCTGGC
CTGGAGCAGCTGGAGAGCATCATCAACTTCGAGAAGCTGACCGAGTGGACAAGCTCCAATGTGATGCCTAT
CCTGTCCCCACTGACCAAGGGCATCCTGGGCTTCGTGTTTACCCTGACAGTGCCTTCTGAGCGGGGCCTGT
CTTGCATCAGCGAGGCAGACGCAACCACACCAGAGTCCGCCAATCTGGGCGAGGAGATCCTGTCTCAGCTG
TACCTGTGGCCCCGGGTGACATATCACTCCCCTTCTTACGCCTATCACCAGTTCGAGCGGAGAGCCAAGTA
CAAGAGACACTTCCCAGGCTTTGGCCAGTCTCTGCTGTTCGGCTACCCCGTGTACGTGTTCGGCGATTGCG
TGCAGGGCGACTGGGATGCCATCCGGTTTAGATACTGCGCACCACCTGGATATGCACTGCTGAGGTGTAAC
GACACCAATTATTCCGCCCTGCTGGCAGTGGGCGCCCTGGAGGGCCCTCGCAATCAGGATTGGCTGGGCGT
GCCAAGGCAGCTGGTGACACGCATGCAGGCCATCCAGAACGCAGGCCTGTGCACCCTGGTGGCAATGCTGG
AGGAGACAATCTTCTGGCTGCAGGCCTTTCTGATGGCCCTGACCGACAGCGGCCCCAAGACAAACATCATC
GTGGATTCCCAGTACGTGATGGGCATCTCCAAGCCTTCTTTCCAGGAGTTTGTGGACTGGGAGAACGTGAG
CCCAGAGCTGAATTCCACCGATCAGCCATTCTGGCAGGCAGGAATCCTGGCAAGGAACCTGGTGCCTATGG
TGGCCACAGTGCAGGGCCAGAATCTGAAGTACCAGGGCCAGAGCCTGGTCATCAGCGCCTCCATCATCGTG
TTTAACCTGCTGGAGCTGGAGGGCGACTATCGGGACGATGGCAACGTGTGGGTGCACACCCCACTGAGCCC
CAGAACACTGAACGCCTGGGTGAAGGCCGTGGAGGAGAAGAAGGGCATCCCAGTGCACCTGGAGCTGGCCT
CCATGACCAATATGGAGCTGATGTCTAGCATCGTGCACCAGCAGGTGAGGACATACGGACCCGTGTTCATG
TGCCTGGGAGGCCTGCTGACCATGGTGGCAGGAGCCGTGTGGCTGACAGTGCGGGTGCTGGAGCTGTTCAG
AGCCGCCCAGCTGGCCAACGATGTGGTGCTGCAGATCATGGAGCTGTGCGGAGCAGCCTTTCGCCAGGTGT
GCCACACCACAGTGCCATGGCCCAATGCCTCCCTGACCCCCAAGTGGAACAATGAGACAACACAGCCTCAG
ATCGCCAACTGTAGCGTGTACGACTTCTTCGTGTGGCTGCACTACTATAGCGTGAGGGATACCCTGTGGCC
CCGCGTGACATACCACATGAATAAGTACGCCTATCACATGCTGGAGAGGCGCGCCAAGTATAAGAGAGGCC
CTGGCCCAGGCGCAAAGTTTGTGGCAGCATGGACCCTGAAGGCCGCCGCCGGCCCCGGCCCCGGCCAGTAT
ATCAAGGCTAACAGTAAGTTCATTGGAATCACAGAGCTGGGACCCGGACCTGGATAATGAGTTTAAACTCC
CATTTAAATGTGAGGGTTAATGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAA
CTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATA
AGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGGGA
GGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAGTGA
GTAGTGTTCTGGGGCGGGGGAGGACCTGCATGAGGGCCAGAATAACTGAAATCTGTGCTTTTCTGTGTGTT
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GCAGCAGCATGAGCGGAAGCGGCTCCTTTGAGGGAGGGGTATTCAGCCCTTATCTGACGGGGCGTCTCCCC
TCCTGGGCGGGAGTGCGTCAGAATGTGATGGGATCCACGGTGGACGGCCGGCCCGTGCAGCCCGCGAACTC
TTCAACCCTGACCTATGCAACCCTGAGCTCTTCGTCGTTGGACGCAGCTGCCGCCGCAGCTGCTGCATCTG
CCGCCAGCGCCGTGCGCGGAATGGCCATGGGCGCCGGCTACTACGGCACTCTGGTGGCCAACTCGAGTTCC
ACCAATAATCCCGCCAGCCTGAACGAGGAGAAGCTGTTGCTGCTGATGGCCCAGCTCGAGGCCTTGACCCA
GCGCCTGGGCGAGCTGACCCAGCAGGTGGCTCAGCTGCAGGAGCAGACGCGGGCCGCGGTTGCCACGGTGA
AATCCAAATAAAAAATGAATCAATAAATAAACGGAGACGGTTGTTGATTTTAACACAGAGTCTGAATCTTT
ATTTGATTTTTCGCGCGCGGTAGGCCCTGGACCACCGGTCTCGATCATTGAGCACCCGGTGGATCTTTTCC
AGGACCCGGTAGAGGTGGGCTTGGATGTTGAGGTACATGGGCATGAGCCCGTCCCGGGGGETGGAGGTAGCT
CCATTGCAGGGCCTCGTGCTCGGGGGTGGTGTTGTAAATCACCCAGTCATAGCAGGGGCGCAGGGCATGGT
GTTGCACAATATCTTTGAGGAGGAGACTGATGGCCACGGGCAGCCCTTTGGTGTAGGTGTTTACAAATCTG
TTGAGCTGGGAGGGATGCATGCGGGGGGAGATGAGGTGCATCTTGGCCTGGATCTTGAGATTGGCGATGTT
ACCGCCCAGATCCCGCCTGGGGTTCATGTTGTGCAGGACCACCAGCACGGTGTATCCGGTGCACTTGGGGA
ATTTATCATGCAACTTGGAAGGGAAGGCGTGAAAGAATTTGGCGACGCCTTTGTGCCCGCCCAGGTTTTCC
ATGCACTCATCCATGATGATGGCGATGGGCCCGTGGGCGGCGGCCTGGGCAAAGACGTTTCGGGGGTCGGA
CACATCATAGTTGTGGTCCTGGGTGAGGTCATCATAGGCCATTTTAATGAATTTGGGGCGGAGGGTGCCGG
ACTGGGGGACAAAGGTACCCTCGATCCCGGGGGCGTAGTTCCCCTCACAGATCTGCATCTCCCAGGCTTTG
AGCTCGGAGGGGGGGATCATGTCCACCTGCGGGGCGATAAAGAACACGGTTTCCGGGGCGGGGGAGATGAG
CTGGGCCGAAAGCAAGTTCCGGAGCAGCTGGGACTTGCCGCAGCCGGTGGGGCCGTAGATGACCCCGATGA
CCGGCTGCAGGTGGTAGTTGAGGGAGAGACAGCTGCCGTCCTCCCGGAGGAGGGGGGCCACCTCGTTCATC
ATCTCGCGCACGTGCATGTTCTCGCGCACCAGTTCCGCCAGGAGGCGCTCTCCCCCCAGGGATAGGAGCTC
CTGGAGCGAGGCGAAGTTTTTCAGCGGCTTGAGTCCGTCGGCCATGGGCATTTTGGAGAGGGTTTGTTGCA
AGAGTTCCAGGCGGTCCCAGAGCTCGGTGATGTGCTCTACGGCATCTCGATCCAGCAGACCTCCTCGTTTC
GCGGGTTGGGACGGCTGCGGGAGTAGGGCACCAGACGATGGGCGTCCAGCGCAGCCAGGGTCCGGTCCTTC
CAGGGTCGCAGCGTCCGCGTCAGGGTGGTCTCCGTCACGGTGAAGGGGTGCGCGCCGGGCTGGGCGCTTGC
GAGGGTGCGCTTCAGGCTCATCCGGCTGGTCGAAAACCGCTCCCGATCGGCGCCCTGCGCGTCGGCCAGGT
AGCAATTGACCATGAGTTCGTAGTTGAGCGCCTCGGCCGCGTGGCCTTTGGCGCGGAGCTTACCTTTGGAA
GTCTGCCCGCAGGCGGGACAGAGGAGGGACTTGAGGGCGTAGAGCTTGGGGGCGAGGAAGACGGACTCGGE
GGCGTAGGCGTCCGCGCCGCAGTGGGCGCAGACGGTCTCGCACTCCACGAGCCAGGTGAGGTCGGGCTGGT
CGGGGTCAAAAACCAGTTTCCCGCCGTTCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTTTGGTCTCCATGAGCTCGTGT
CCCCGCTGGGTGACAAAGAGGCTGTCCGTGTCCCCGTAGACCGACTTTATGGGCCGGTCCTCGAGCGGTGT
GCCGCGGTCCTCCTCGTAGAGGAACCCCGCCCACTCCGAGACGAAAGCCCGGGTCCAGGCCAGCACGAAGG
AGGCCACGTGGGACGGGTAGCGGTCGTTGTCCACCAGCGGGTCCACCTTTTCCAGGGTATGCAAACACATG
TCCCCCTCGTCCACATCCAGGAAGGTGATTGGCTTGTAAGTGTAGGCCACGTGACCGGGGGTCCCGGCCGG
GGGGGTATAAAAGGGTGCGGGTCCCTGCTCGTCCTCACTGTCTTCCGGATCGCTGTCCAGGAGCGCCAGCT
GTTGGGGTAGGTATTCCCTCTCGAAGGCGGGCATGACCTCGGCACTCAGGTTGTCAGTTTCTAGAAACGAG
GAGGATTTGATATTGACGGTGCCGGCGGAGATGCCTTTCAAGAGCCCCTCGTCCATCTGGTCAGAAAAGAC
GATCTTTTTGTTGTCGAGCTTGGTGGCGAAGGAGCCGTAGAGGGCGTTGGAGAGGAGCTTGGCGATGGAGC
GCATGGTCTGGTTTTTTTCCTTGTCGGCGCGCTCCTTGGCGGCGATGTTGAGCTGCACGTACTCGCGCGLCC
ACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGGTGGTCAGCTCGTCGGGCACGATTCTGACCTGCCAGCCCCGATTATG
CAGGGTGATGAGGTCCACACTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCATTAGTCCAGCAGAGGCGTCCGC
CCTTGCGCGAGCAGAAGGGGGGCAGGGGGTCCAGCATGACCTCGTCGGGGGGGTCGGCATCGATGGTGAAG
ATGCCGGGCAGGAGGTCGGGGTCAAAGTAGCTGATGGAAGTGGCCAGATCGTCCAGGGCAGCTTGCCATTC
GCGCACGGCCAGCGCGCECTCGTAGGGACTGAGGGGCGTGCCCCAGGGCATGGGATGGGTAAGCGCGGAGG
CGTACATGCCGCAGATGTCGTAGACGTAGAGGGGCTCCTCGAGGATGCCGATGTAGGTGGGGTAGCAGCGC
CCCCCGCGGATGCTGGCGCGCACGTAGTCATACAGCTCGTGCGAGGGGGCGAGGAGCCCCGGGCCCAGGTT
GGTGCGACTGGGCTTTTCGGCGCGGTAGACGATCTGGCGGAAAATGGCATGCGAGTTGGAGGAGATGGTGG
GCCTTTGGAAGATGTTGAAGTGGGCGTGGGGCAGTCCGACCGAGTCGCGGATGAAGTGGGCGTAGGAGTCT
TGCAGCTTGGCGACGAGCTCGGCGGTGACTAGGACGTCCAGAGCGCAGTAGTCGAGGGTCTCCTGGATGAT
GTCATACTTGAGCTGTCCCTTTTGTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGAAGGAACTCTTCGCGGTCCTTCCAGT
ACTCTTCGAGGGGGAACCCGTCCTGATCTGCACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACGGCCTTG
TAGGCGCAGCAGCCCTTCTCCACGGGGAGGGCGTAGGCCTGGGCGGCCTTGCGCAGGGAGGTGTGCGTGAG
GGCGAAAGTGTCCCTGACCATGACCTTGAGGAACTGGTGCTTGAAGTCGATATCGTCGCAGCCCCCCTGCT
CCCAGAGCTGGAAGTCCGTGCGCTTCTTGTAGGCGGGGTTGGGCAAAGCGAAAGTAACATCGTTGAAGAGG
ATCTTGCCCGCGCGGGGCATAAAGTTGCGAGTGATGCGGAAAGGTTGGGGCACCTCGGCCCGGTTGTTGAT
GACCTGGGCGGCGAGCACGATCTCGTCGAAGCCGTTGATGTTGTGGCCCACGATGTAGAGTTCCACGAATC
GCGGACGGCCCTTGACGTGGGGCAGTTTCTTGAGCTCCTCGTAGGTGAGCTCGTCGGGGTCGCTGAGCCCG
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TGCTGCTCGAGCGCCCAGTCGGCGAGATGGGGGTTGGCGCGGAGGAAGGAAGTCCAGAGATCCACGGCCAG
GGCGGTTTGCAGACGGTCCCGGTACTGACGGAACTGCTGCCCGACGGCCATTTTTTCGGGGGTGACGCAGT
AGAAGGTGCGGGGGTCCCCGTGCCAGCGATCCCATTTGAGCTGGAGGGCGAGATCGAGGGCGAGCTCGACG
AGCCGGTCGTCCCCGGAGAGTTTCATGACCAGCATGAAGGGGACGAGCTGCTTGCCGAAGGACCCCATCCA
GGTGTAGGTTTCCACATCGTAGGTGAGGAAGAGCCTTTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATGGGGAAGAACT
GGATCTCCTGCCACCAATTGGAGGAATGGCTGTTGATGTGATGGAAGTAGAAATGCCGACGGCGCGCCGAA
CACTCGTGCTTGTGTTTATACAAGCGGCCACAGTGCTCGCAACGCTGCACGGGATGCACGTGCTGCACGAG
CTGTACCTGAGTTCCTTTGACGAGGAATTTCAGTGGGAAGTGGAGTCGTGGCGCCTGCATCTCGTGCTGTA
CTACGTCGTGGTGGTCGGCCTGGCCCTCTTCTGCCTCGATGGTGGTCATGCTGACGAGCCCGCGCGGGAGG
CAGGTCCAGACCTCGGCGCGAGCGGGTCGGAGAGCGAGGACGAGGGCGCGCAGGCCGGAGCTGTCCAGGGT
CCTGAGACGCTGCGGAGTCAGGTCAGTGGGCAGCGGCGGCGCGCGGTTGACTTGCAGGAGTTTTTCCAGGG
CGCGCGGGAGGTCCAGATGGTACTTGATCTCCACCGCGCCATTGGTGGCGACGTCGATGGCTTGCAGGGTC
CCGTGCCCCTGGGGTGTGACCACCGTCCCCCGTTTCTTCTTGGGCGGCTGGGGCGACGGGGGCGGTGCCTC
TTCCATGGTTAGAAGCGGCGGCGAGGACGCGCGCCGGGCGEGCAGGGGCGGLCTCGGGGCCCGGAGGCAGGGG
CGGCAGGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCGGGETAGGTTCTGGTACTGCGCCCGGAGAAGACTGGCGTGAGCGA
CGACGCGACGGTTGACGTCCTGGATCTGACGCCTCTGGGTGAAGGCCACGGGACCCGTGAGTTTGAACCTG
AAAGAGAGTTCGACAGAATCAATCTCGGTATCGTTGACGGCGGCCTGCCGCAGGATCTCTTGCACGTCGCC
CGAGTTGTCCTGGTAGGCGATCTCGGTCATGAACTGCTCGATCTCCTCCTCTTGAAGGTCTCCGCGGCCGG
CGCGCTCCACGGTGGCCGCGAGGTCGTTGGAGATGCGGCCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTCATGCCCGLC
TCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGACGCCCTCGGGATCGCgGGCGCGCATGACCACCTGGGCGAGGTT
GAGCTCCACGTGGCGCGTGAAGACCGCGTAGTTGCAGAGGCGCTGGTAGAGGTAGTTGAGCGTGGTGGCGA
TGTGCTCGGTGACGAAGAAATACATGATCCAGCGGCGGAGCGGCATCTCGCTGACGTCGCCCAGCGCCTCC
AAACGTTCCATGGCCTCGTAAAAGTCCACGGCGAAGTTGAAAAACTGGGAGTTGCGCGCCGAGACGGTCAA
CTCCTCCTCCAGAAGACGGATGAGCTCGGCGATGGTGGCGCGCACCTCGCGCTCGAAGGCCCCCGGGAGTT
CCTCCACTTCCTCTTCTTCCTCCTCCACTAACATCTCTTCTACTTCCTCCTCAGGCGGCAGTGGTGGCGGEG
GGAGGGGGCCTGCGTCGCCGGCGGCGCACGGGCAGACGGTCGATGAAGCGCTCGATGGTCTCGCCGCGLLG
GCGTCGCATGGTCTCGGTGACGGCGCGCCCGTCCTCGCGGGGCCGCAGCGTGAAGACGCCGCCGCGCATCT
CCAGGTGGCCGGGGEEGETCCCCGTTGGGCAGGGAGAGGGCGCTGACGATGCATCTTATCAATTGCCCCGTA
GGGACTCCGCGCAAGGACCTGAGCGTCTCGAGATCCACGGGATCTGAAAACCGCTGAACGAAGGCTTCGAG
CCAGTCGCAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACGGTTTCTTCTGGCGGGTCATGTTGGTTGGGAGCGGGGCGGG
CGATGCTGCTGGTGATGAAGTTGAAATAGGCGGTTCTGAGACGGCGGATGGTGGCGAGGAGCACCAGGTCT
TTGGGCCCGGCTTGCTGGATGCGCAGACGGTCGGCCATGCCCCAGGCGTGGTCCTGACACCTGGCCAGGTC
CTTGTAGTAGTCCTGCATGAGCCGCTCCACGGGCACCTCCTCCTCGCCCGCGCGGCCGTGCATGCGCGTGA
GCCCGAAGCCGCGCTGGGGCTGGACGAGCGCCAGGTCGGCGACGACGCGCTCGGCGAGGATGGCTTGCTGG
ATCTGGGTGAGGGTGGTCTGGAAGTCATCAAAGTCGACGAAGCGGTGGTAGGCTCCGGTGTTGATGGTGTA
GGAGCAGTTGGCCATGACGGACCAGTTGACGGTCTGGTGGCCCGGACGCACGAGCTCGTGGTACTTGAGGC
GCGAGTAGGCGCGCGTGTCGAAGATGTAGTCGTTGCAGGTGCGCACCAGGTACTGGTAGCCGATGAGGAAG
TGCGGCGGCGGCTGGCGGETAGAGCGGCCATCGCTCGGTGGCGEGEGEGCGECCGEGECGCGAGGTCCTCGAGCAT
GGTGCGGTGGTAGCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCGGCGGCGGTGGETGGAGGCGCGCGGGA
ACTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAGGAAGTAGTTCATGGTGGGCACGGTCTGGCCCGTG
AGGCGCGCGCAGTCGTGGATGCTCTATACGGGCAAAAACGAAAGCGGTCAGCGGCTCGACTCCGTGGCCTG
GAGGCTAAGCGAACGGGTTGGGCTGCGCGTGTACCCCGGTTCGAATCTCGAATCAGGCTGGAGCCGCAGCT
AACGTGGTATTGGCACTCCCGTCTCGACCCAAGCCTGCACCAACCCTCCAGGATACGGAGGCGGGTCGTTT
TGCAACTTTTTTTTGGAGGCCGGATGAGACTAGTAAGCGCGGAAAGCGGCCGACCGCGATGGCTCGCTGCC
GTAGTCTGGAGAAGAATCGCCAGGGTTGCGTTGCGGTGTGCCCCGGTTCGAGGCCGGCCGGATTCCGCGGL
TAACGAGGGCGTGGCTGCCCCGTCGTTTCCAAGACCCCATAGCCAGCCGACTTCTCCAGTTACGGAGCGAG
CCCCTCTTTTGTTTTGTTTGTTTTTGCCAGATGCATCCCGTACTGCGGCAGATGCGCCCCCACCACCCTCC
ACCGCAACAACAGCCCCCTCCACAGCCGGCGCTTCTGCCCCCGCCCCAGCAGCAACTTCCAGCCACGACCG
CCGCGGCCGCCGTGAGCGGGGCTGGACAGAGTTATGATCACCAGCTGGCCTTGGAAGAGGGCGAGGGGLTG
GCGCGCCTGGGGGCGTCGTCGCCGGAGCGGCACCCGCGCGTGCAGATGAAAAGGGACGCTCGCGAGGCCTA
CGTGCCCAAGCAGAACCTGTTCAGAGACAGGAGCGGCGAGGAGCCCGAGGAGATGCGCGCGGCCCGGTTCC
ACGCGGGGCGGGAGCTGCGGCGCGGCCTGGACCGAAAGAGGGTGCTGAGGGACGAGGATTTCGAGGCGGAC
GAGCTGACGGGGATCAGCCCCGCGCGCGCGCACGTGGCCGCGGCCAACCTGGTCACGGCGTACGAGCAGAL
CGTGAAGGAGGAGAGCAACTTCCAAAAATCCTTCAACAACCACGTGCGCACCCTGATCGCGCGCGAGGAGG
TGACCCTGGGCCTGATGCACCTGTGGGACCTGCTGGAGGCCATCGTGCAGAACCCCACCAGCAAGCCGCTG
ACGGCGCAGCTGTTCCTGGTGGTGCAGCATAGTCGGGACAACGAAGCGTTCAGGGAGGCGCTGCTGAATAT
CACCGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTCCTGGACCTGGTGAACATTCTGCAGAGCATCGTGGTGCAGGAGCGCG
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GGCTGCCGCTGTCCGAGAAGCTGGCGGCCATCAACTTCTCGGTGCTGAGTTTGGGCAAGTACTACGCTAGG
AAGATCTACAAGACCCCGTACGTGCCCATAGACAAGGAGGTGAAGATCGACGGGTTTTACATGCGCATGAC
CCTGAAAGTGCTGACCCTGAGCGACGATCTGGGGGTGTACCGCAACGACAGGATGCACCGTGCGGTGAGCG
CCAGCAGGCGGCGCGAGCTGAGCGACCAGGAGCTGATGCATAGTCTGCAGCGGGCCCTGACCGGGGLCCGGE
ACCGAGGGGGAGAGCTACTTTGACATGGGCGCGGACCTGCACTGGCAGCCCAGCCGCCGGGCCTTGGAGGL
GGCGGCAGGACCCTACGTAGAAGAGGTGGACGATGAGGTGGACGAGGAGGGCGAGTACCTGGAAGACTGAT
GGCGCGACCGTATTTTTGCTAGATGCAACAACAACAGCCACCTCCTGATCCCGCGATGCGGGCGGCGLCTGC
AGAGCCAGCCGTCCGGCATTAACTCCTCGGACGATTGGACCCAGGCCATGCAACGCATCATGGCGCTGACG
ACCCGCAACCCCGAAGCCTTTAGACAGCAGCCCCAGGCCAACCGGCTCTCGGCCATCCTGGAGGCCGTGGT
GCCCTCGCGCTCCAACCCCACGCACGAGAAGGTCCTGGCCATCGTGAACGCGCTGGTGGAGAACAAGGCCA
TCCGCGGCGACGAGGCCGGCCTGGTGTACAACGCGCTGCTGGAGCGCGTGGCCCGCTACAACAGCACCAAC
GTGCAGACCAACCTGGACCGCATGGTGACCGACGTGCGCGAGGCCGTGGCCCAGCGCGAGCGGTTCCACCG
CGAGTCCAACCTGGGATCCATGGTGGCGCTGAACGCCTTCCTCAGCACCCAGCCCGCCAACGTGCCCCGGE
GCCAGGAGGACTACACCAACTTCATCAGCGCCCTGCGCCTGATGGTGACCGAGGTGCCCCAGAGCGAGGTG
TACCAGTCCGGGCCGGACTACTTCTTCCAGACCAGTCGCCAGGGCTTGCAGACCGTGAACCTGAGCCAGGC
TTTCAAGAACTTGCAGGGCCTGTGGGGCGTGCAGGCCCCGGTCGGGGACCGCGCGACGGTGTCGAGCCTGE
TGACGCCGAACTCGCGCCTGCTGCTGCTGCTGGTGGCCCCCTTCACGGACAGCGGCAGCATCAACCGCAAC
TCGTACCTGGGCTACCTGATTAACCTGTACCGCGAGGCCATCGGCCAGGCGCACGTGGACGAGCAGACCTA
CCAGGAGATCACCCACGTGAGCCGCGCCCTGGGCCAGGACGACCCGGGCAACCTGGAAGCCACCCTGAACT
TTTTGCTGACCAACCGGTCGCAGAAGATCCCGCCCCAGTACGCGCTCAGCACCGAGGAGGAGCGCATCCTG
CGTTACGTGCAGCAGAGCGTGGGCCTGTTCCTGATGCAGGAGGGGGCCACCCCCAGCGCCGCGCTCGACAT
GACCGCGCGCAACATGGAGCCCAGCATGTACGCCAGCAACCGCCCGTTCATCAATAAACTGATGGACTACT
TGCATCGGGCGGCCGCCATGAACTCTGACTATTTCACCAACGCCATCCTGAATCCCCACTGGCTCCCGCCG
CCGGGGTTCTACACGGGCGAGTACGACATGCCCGACCCCAATGACGGGTTCCTGTGGGACGATGTGGACAG
CAGCGTGTTCTCCCCCCGACCGGGTGCTAACGAGCGCCCCTTGTGGAAGAAGGAAGGCAGCGACCGACGLCC
CGTCCTCGGCGCTGTCCGGCCGCGAGGGTGCTGCCGCGGCGGTGCCCGAGGCCGCCAGTCCTTTCCCGAGC
TTGCCCTTCTCGCTGAACAGTATCCGCAGCAGCGAGCTGGGCAGGATCACGCGCCCGCGCTTGCTGGGCGA
AGAGGAGTACTTGAATGACTCGCTGTTGAGACCCGAGCGGGAGAAGAACTTCCCCAATAACGGGATAGAAA
GCCTGGTGGACAAGATGAGCCGCTGGAAGACGTATGCGCAGGAGCACAGGGACGATCCCCGGGCGTCGCAG
GGGGCCACGAGCCGGGGCAGCGCCGCCCGTAAACGCCGGTGGCACGACAGGCAGCGGGGACAGATGTGGGA
CGATGAGGACTCCGCCGACGACAGCAGCGTGTTGGACTTGGGTGGGAGTGGTAACCCGTTCGCTCACCTGC
GCCCCCGTATCGGGCGCATGATGTAAGAGAAACCGAAAATAAATGATACTCACCAAGGCCATGGCGACCAG
CGTGCGTTCGTTTCTTCTCTGTTGTTGTTGTATCTAGTATGATGAGGCGTGCGTACCCGGAGGGTCCTCCT
CCCTCGTACGAGAGCGTGATGCAGCAGGCGATGGCGGCGGCGGCGATGCAGCCCCCGCTGGAGGCTCCTTA
CGTGCCCCCGCGGTACCTGGCGCCTACGGAGGGGCGGAACAGCATTCGTTACTCGGAGCTGGCACCCTTGT
ACGATACCACCCGGTTGTACCTGGTGGACAACAAGTCGGCGGACATCGCCTCGCTGAACTACCAGAACGAC
CACAGCAACTTCCTGACCACCGTGGTGCAGAACAATGACTTCACCCCCACGGAGGCCAGCACCCAGACCAT
CAACTTTGACGAGCGCTCGCGGTGGGGCGGCCAGCTGAAAACCATCATGCACACCAACATGCCCAACGTGA
ACGAGTTCATGTACAGCAACAAGTTCAAGGCGCGGGTGATGGTCTCCCGCAAGACCCCCAATGGGGTGACA
GTGACAGAGGATTATGATGGTAGTCAGGATGAGCTGAAGTATGAATGGGTGGAATTTGAGCTGCCCGAAGG
CAACTTCTCGGTGACCATGACCATCGACCTGATGAACAACGCCATCATCGACAATTACTTGGCGGTGGGGC
GGCAGAACGGGGTGCTGGAGAGCGACATCGGCGTGAAGTTCGACACTAGGAACTTCAGGCTGGGCTGGGAC
CCCGTGACCGAGCTGGTCATGCCCGGGGTGTACACCAACGAGGCTTTCCATCCCGATATTGTCTTGCTGCC
CGGCTGCGGGGTGGACTTCACCGAGAGCCGCCTCAGCAACCTGCTGGGCATTCGCAAGAGGCAGCCCTTCC
AGGAAGGCTTCCAGATCATGTACGAGGATCTGGAGGGGGGCAACATCCCCGCGCTCCTGGATGTCGACGCC
TATGAGAAAAGCAAGGAGGATGCAGCAGCTGAAGCAACTGCAGCCGTAGCTACCGCCTCTACCGAGGTCAG
GGGCGATAATTTTGCAAGCGCCGCAGCAGTGGCAGCGGCCGAGGCGGCTGAAACCGAAAGTAAGATAGTCA
TTCAGCCGGTGGAGAAGGATAGCAAGAACAGGAGCTACAACGTACTACCGGACAAGATAAACACCGCCTAC
CGCAGCTGGTACCTAGCCTACAACTATGGCGACCCCGAGAAGGGCGTGCGCTCCTGGACGCTGCTCACCAL
CTCGGACGTCACCTGCGGCGTGGAGCAAGTCTACTGGTCGCTGCCCGACATGATGCAAGACCCGGTCACCT
TCCGCTCCACGCGTCAAGTTAGCAACTACCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTCCTGCCCGTCTACTCCAAGAGC
TTCTTCAACGAGCAGGCCGTCTACTCGCAGCAGCTGCGCGCCTTCACCTCGCTTACGCACGTCTTCAACCG
CTTCCCCGAGAACCAGATCCTCGTCCGCCCGCCCGCGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTG
CTCTCACAGATCACGGGACCCTGCCGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCGTTACTGAC
GCCAGACGCCGCACCTGCCCCTACGTCTACAAGGCCCTGGGCATAGTCGCGCCGCGCGTCCTCTCGAGLCCG
CACCTTCTAAATGTCCATTCTCATCTCGCCCAGTAATAACACCGGTTGGGGCCTGCGCGCGCCCAGCAAGA
TGTACGGAGGCGCTCGCCAACGCTCCACGCAACACCCCGTGCGCGTGCGCGGGCACTTCCGCGCTCCCTGG
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GGCGCCCTCAAGGGCCGCGTGCGGTCGCGCACCACCGTCGACGACGTGATCGACCAGGTGGTGGCCGALCGL
GCGCAACTACACCCCCGCCGCCGCGCCCGTCTCCACCGTGGACGCCGTCATCGACAGCGTGGTGGCCGALG
CGCGCCGGTACGCCCGCGCCAAGAGCCGGLCGEGCGGCGECATCGCCCGGCGGCACCGGAGCACCCCCGCCATG
CGCGCGGCGCGAGCCTTGCTGCGCAGGGCCAGGCGCACGGGACGCAGGGCCATGCTCAGGGCGGCCAGALG
CGCGGCTTCAGGCGCCAGCGCCGGCAGGACCCGGAGACGCGCGGCCACGGCGGCGGCAGCGGCCATCGLCA
GCATGTCCCGCCCGCGGCGAGGGAACGTGTACTGGGTGCGCGACGCCGCCACCGGTGTGCGCGTGCCCGTG
CGCACCCGCCCCCCTCGCACTTGAAGATGTTCACTTCGCGATGTTGATGTGTCCCAGCGGCGAGGAGGATG
TCCAAGCGCAAATTCAAGGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCTGAGATCTACGGCCCTGCGGTGGTGAA
GGAGGAAAGAAAGCCCCGCAAAATCAAGCGGGTCAAAAAGGACAAAAAGGAAGAAGAAAGTGATGTGGACG
GATTGGTGGAGTTTGTGCGCGAGTTCGCCCCCCGGCGGCGCGTGCAGTGGCGCGGGCGGAAGGTGCAACCG
GTGCTGAGACCCGGCACCACCGTGGTCTTCACGCCCGGCGAGCGCTCCGGCACCGCTTCCAAGCGCTCCTA
CGACGAGGTGTACGGGGATGATGATATTCTGGAGCAGGCGGCCGAGCGCCTGGGCGAGTTTGCTTACGGCA
AGCGCAGCCGTTCCGCACCGAAGGAAGAGGCGGTGTCCATCCCGCTGGACCACGGCAACCCCACGCCGAGC
CTCAAGCCCGTGACCTTGCAGCAGGTGCTGCCGACCGCGGCGCCGCGCCGGEGEGEGTTCAAGCGCGAGGGCGA
GGATCTGTACCCCACCATGCAGCTGATGGTGCCCAAGCGCCAGAAGCTGGAAGACGTGCTGGAGACCATGA
AGGTGGACCCGGACGTGCAGCCCGAGGTCAAGGTGCGGCCCATCAAGCAGGTGGCCCCGGGCCTGGGLGTG
CAGACCGTGGACATCAAGATTCCCACGGAGCCCATGGAAACGCAGACCGAGCCCATGATCAAGCCCAGCAC
CAGCACCATGGAGGTGCAGACGGATCCCTGGATGCCATCGGCTCCTAGTCGAAGACCCCGGCGCAAGTACG
GCGCGGCCAGCCTGCTGATGCCCAACTACGCGCTGCATCCTTCCATCATCCCCACGCCGGGCTACCGCGGL
ACGCGCTTCTACCGCGGTCATACCAGCAGCCGCCGCCGCAAGACCACCACTCGCCGCCGCCGTCGCCGCAL
CGCCGCTGCAACCACCCCTGCCGCCCTGGTGCGGAGAGTGTACCGCCGCGGCCGCGCACCTCTGACCCTGC
CGCGCGCGCGCTACCACCCGAGCATCGCCATTTAAACTTTCGCCEGCTTTGCAGATCAATGGCCCTCACAT
GCCGCCTTCGCGTTCCCATTACGGGCTACCGAGGAAGAAAACCGCGCCGTAGAAGGCTGGCGGGGAACGGE
ATGCGTCGCCACCACCACCGGCGGCGGCGCGCCATCAGCAAGCGGTTGGGGGGAGGCTTCCTGCCCGCGLT
GATCCCCATCATCGCCGCGGCGATCGGGGCGATCCCCGGCATTGCTTCCGTGGCGGTGCAGGCCTCTCAGC
GCCACTGAGACACACTTGGAAACATCTTGTAATAAACCaAATGGACTCTGACGCTCCTGGTCCTGTGATGTG
TTTTCGTAGACAGATGGAAGACATCAATTTTTCGTCCCTGGCTCCGCGACACGGCACGCGGCCGTTCATGG
GCACCTGGAGCGACATCGGCACCAGCCAACTGAACGGGGGCGCCTTCAATTGGAGCAGTCTCTGGAGCGGG
CTTAAGAATTTCGGGTCCACGCTTAAAACCTATGGCAGCAAGGCGTGGAACAGCACCACAGGGCAGGCGLT
GAGGGATAAGCTGAAAGAGCAGAACTTCCAGCAGAAGGTGGTCGATGGGCTCGCCTCGGGCATCAACGGGG
TGGTGGACCTGGCCAACCAGGCCGTGCAGCGGCAGATCAACAGCCGCCTGGACCCGGTGCCGLCCCGLCGGEL
TCCGTGGAGATGCCGCAGGTGGAGGAGGAGCTGCCTCCCCTGGACAAGCGGGGCGAGAAGCGALCCLCLCGLCC
CGATGCGGAGGAGACGCTGCTGACGCACACGGACGAGCCGCCCCCGTACGAGGAGGCGGTGAAACTGGGTC
TGCCCACCACGCGGCCCATCGCGCCCCTGGCCACCGGGGTGCTGAAACCCGAAAAGCCCGCGACCCTGGAC
TTGCCTCCTCCCCAGCCTTCCCGCCCCTCTACAGTGGCTAAGCCCCTGCCGCCGGTGGCCGTGGCCCGLGL
GCGACCCGGGGGCACCGCCCGCCCTCATGCGAACTGGCAGAGCACTCTGAACAGCATCGTGGGTCTGGGAG
TGCAGAGTGTGAAGCGCCGCCGCTGCTATTAAACCTACCGTAGCGCTTAACTTGCTTGTCTGTGTGTGTAT
GTATTATGTCGCCGCCGCCGCTGTCCACCAGAAGGAGGAGTGAAGAGGCGCGTCGCCGAGTTGCAAGATGG
CCACCCCATCGATGCTGCCCCAGTGGGCGTACATGCACATCGCCGGACAGGACGCTTCGGAGTACCTGAGT
CCGGGTCTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACAGACACCTACTTCAGTCTGGGGAACAAGTTTAGGAACCCCAC
GGTGGCGCCCACGCACGATGTGACCACCGACCGCAGCCAGCGGCTGACGCTGCGCTTCGTGCCCGTGGALCC
GCGAGGACAACACCTACTCGTACAAAGTGCGCTACACGCTGGCCGTGGGCGACAACCGCGTGCTGGACATG
GCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTGGATCGGGGCCCTAGCTTCAAACCCTACTCCGGCACCGL
CTACAACAGTCTGGCCCCCAAGGGAGCACCCAACACTTGTCAGTGGACATATAAAGCCGATGGTGAAACTG
CCACAGAAAAAACCTATACATATGGAAATGCACCCGTGCAGGGCATTAACATCACAAAAGATGGTATTCAA
CTTGGAACTGACACCGATGATCAGCCAATCTACGCAGATAAAACCTATCAGCCTGAACCTCAAGTGGGTGA
TGCTGAATGGCATGACATCACTGGTACTGATGAAAAGTATGGAGGCAGAGCTCTTAAGCCTGATACCAAAA
TGAAGCCTTGTTATGGTTCTTTTGCCAAGCCTACTAATAAAGAAGGAGGTCAGGCAAATGTGAAAACAGGA
ACAGGCACTACTAAAGAATATGACATAGACATGGCTTTCTTTGACAACAGAAGTGCGGCTGCTGCTGGCCT
AGCTCCAGAAATTGTTTTGTATACTGAAAATGTGGATTTGGAAACTCCAGATACCCATATTGTATACAAAG
CAGGCACAGATGACAGCAGCTCTTCTATTAATTTGGGTCAGCAAGCCATGCCCAACAGACCTAACTACATT
GGTTTCAGAGACAACTTTATCGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAATATGGGGGTGCTGGCCGGTCA
GGCTTCTCAGCTGAATGCTGTGGTTGACTTGCAAGACAGAAACACCGAGCTGTCCTACCAGCTCTTGCTTG
ACTCTCTGGGTGACAGAACCCGGTATTTCAGTATGTGGAATCAGGCGGTGGACAGCTATGATCCTGATGTG
CGCATTATTGAAAATCATGGTGTGGAGGATGAACTTCCCAACTATTGTTTCCCTCTGGATGCTGTTGGCAG
AACAGATACTTATCAGGGAATTAAGGCTAATGGAACTGATCAAACCACATGGACCAAAGATGACAGTGTCA
ATGATGCTAATGAGATAGGCAAGGGTAATCCATTCGCCATGGAAATCAACATCCAAGCCAACCTGTGGAGG
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AACTTCCTCTACGCCAACGTGGCCCTGTACCTGCCCGACTCTTACAAGTACACGCCGGCCAATGTTACCCT
GCCCACCAACACCAACACCTACGATTACATGAACGGCCGGGTGGTGGCGCCCTCGCTGGTGGACTCCTACA
TCAACATCGGGGCGCGCTGGTCGCTGGATCCCATGGACAACGTGAACCCCTTCAACCACCACCGCAATGCG
GGGCTGCGCTACCGCTCCATGCTCCTGGGCAACGGGCGCTACGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCCCCAGAA
ATTTTTCGCCATCAAGAGCCTCCTGCTCCTGCCCGGGTCCTACACCTACGAGTGGAACTTCCGCAAGGACG
TCAACATGATCCTGCAGAGCTCCCTCGGCAACGACCTGCGCACGGACGGGGCCTCCATCTCCTTCACCAGC
ATCAACCTCTACGCCACCTTCTTCCCCATGGCGCACAACACGGCCTCCACGCTCGAGGCCATGCTGCGCAA
CGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCGGCCAACATGCTCTACCCCATCCCGGCCAALG
CCACCAACGTGCCCATCTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGTCCTTCACGCGTCTC
AAGACCAAGGAGACGCCCTCGCTGGGCTCCGGGTTCGACCCCTACTTCGTCTACTCGGGCTCCATCCCCTA
CCTCGACGGCACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTCTCCATCACCTTCGACTCCTCCGTCAGCT
GGCCCGGCAACGACCGGCTCCTGACGCCCAACGAGTTCGAAATCAAGCGCACCGTCGACGGCGAGGGCTAC
AACGTGGCCCAGTGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTGGTCCAGATGCTGGCCCACTACAACATCGGCTA
CCAGGGCTTCTACGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTCTTCCGCAACTTCCAGCCCATGA
GCCGCCAGGTGGTGGACGAGGTCAACTACAAGGACTACCAGGCCGTCACCCTGGCCTACCAGCACAACAAC
TCGGGCTTCGTCGGCTACCTCGCGCCCACCATGCGCCAGGGCCAGCCCTACCCCGCCAACTACCCCTACCC
GCTCATCGGCAAGAGCGCCGTCACCAGCGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGGTCATGTGGCGCA
TCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCGCTCACCGACCTCGGCCAGAACATGCTCTATGCCAAC
TCCGCCCACGCGCTAGACATGAATTTCGAAGTCGACCCCATGGATGAGTCCACCCTTCTCTATGTTGTCTT
CGAAGTCTTCGACGTCGTCCGAGTGCACCAGCCCCACCGCGGCGTCATCGAGGCCGTCTACCTGCGCACCC
CCTTCTCGGCCGGTAACGCCACCACCTAAGCTCTTGCTTCTTGCAAGCCATGGCCGCGGGCTCCGGCGAGC
AGGAGCTCAGGGCCATCATCCGCGACCTGGGCTGCGGGCCCTACTTCCTGGGCACCTTCGATAAGCGCTTC
CCGGGATTCATGGCCCCGCACAAGCTGGCCTGCGCCATCGTCAACACGGCCGGCCGCGAGACCGGGGGLGA
GCACTGGCTGGCCTTCGCCTGGAACCCGCGCTCGAACACCTGCTACCTCTTCGACCCCTTCGGGTTCTCGG
ACGAGCGCCTCAAGCAGATCTACCAGTTCGAGTACGAGGGCCTGCTGCGCCGCAGCGCCCTGGCCACCGAG
GACCGCTGCGTCACCCTGGAAAAGTCCACCCAGACCGTGCAGGGTCCGCGCTCGGCCGCCTGCGGGCTCTT
CTGCTGCATGTTCCTGCACGCCTTCGTGCACTGGCCCGACCGCCCCATGGACAAGAACCCCACCATGAACT
TGCTGACGGGGGTGCCCAACGGCATGCTCCAGTCGCCCCAGGTGGAACCCACCCTGCGCCGCAACCAGGAG
GCGCTCTACCGCTTCCTCAACTCCCACTCCGCCTACTTTCGCTCCCACCGCGCGCGCATCGAGAAGGCCACL
CGCCTTCGACCGCATGAATCAAGACATGTAAACCGTGTGTGTATGTTAAATGTCTTTAATAAACAGCACTT
TCATGTTACACATGCATCTGAGATGATTTATTTAGAAATCGAAAGGGTTCTGCCGGGTCTCGGCATGGCCC
GCGGGCAGGGACACGTTGCGGAACTGGTACTTGGCCAGCCACTTGAACTCGGGGATCAGCAGTTTGGGCAG
CGGGGTGTCGGGGAAGGAGTCGGTCCACAGCTTCCGCGTCAGTTGCAGGGCGCCCAGCAGGTCGGGCGLGE
AGATCTTGAAATCGCAGTTGGGACCCGCGTTCTGCGCGCGGGAGTTGCGGTACACGGGGTTGCAGCACTGG
AACACCATCAGGGCCGGGTGCTTCACGCTCGCCAGCACCGTCGCGTCGGTGATGCTCTCCACGTCGAGGTC
CTCGGCGTTGGCCATCCCGAAGGGGGTCATCTTGCAGGTCTGCCTTCCCATGGTGGGCACGCACCCGGGLT
TGTGGTTGCAATCGCAGTGCAGGGGGATCAGCATCATCTGGGCCTGGTCGGCGTTCATCCCCGGGTACATG
GCCTTCATGAAAGCCTCCAATTGCCTGAACGCCTGCTGGGCCTTGGCTCCCTCGGTGAAGAAGACCCCGCA
GGACTTGCTAGAGAACTGGTTGGTGGCGCACCCGGCGTCGTGCACGCAGCAGCGCGCGTCGTTGTTGGCCA
GCTGCACCACGCTGCGCCCCCAGCGGTTCTGGGTGATCTTGGCCCGGTCGGGGTTCTCCTTCAGCGCGCGC
TGCCCGTTCTCGCTCGCCACATCCATCTCGATCATGTGCTCCTTCTGGATCATGGTGGTCCCGTGCAGGCA
CCGCAGCTTGCCCTCGGCCTCGGTGCACCCGTGCAGCCACAGCGCGCACCCGGTGCACTCCCAGTTCTTGT
GGGCGATCTGGGAATGCGCGTGCACGAAGCCCTGCAGGAAGCGGCCCATCATGGTGGTCAGGGTCTTGTTG
CTAGTGAAGGTCAGCGGAATGCCGCGGTGCTCCTCGTTGATGTACAGGTGGCAGATGCGGCGGTACACCTC
GCCCTGCTCGGGCATCAGCTGGAAGTTGGCTTTCAGGTCGGTCTCCACGCGGTAGCGGTCCATCAGCATAG
TCATGATTTCCATACCCTTCTCCCAGGCCGAGACGATGGGCAGGCTCATAGGGTTCTTCACCATCATCTTA
GCGCTAGCAGCCGCGGCCAGGGGGTCGCTCTCGTCCAGGGTCTCAAAGCTCCGCTTGCCGTCCTTCTCGGT
GATCCGCACCGGGGGGTAGCTGAAGCCCACGGCCGCCAGCTCCTCCTCGGCCTGTCTTTCGTCCTCGCTGT
CCTGGCTGACGTCCTGCAGGACCACATGCTTGGTCTTGCGGGGTTTCTTCTTGGGCGGCAGCGGCGGCGGA
GATGTTGGAGATGGCGAGGGGGAGCGCGAGTTCTCGCTCACCACTACTATCTCTTCCTCTTCTTGGTCCGA
GGCCACGCGGCGGTAGGTATGTCTCTTCGGGGGCAGAGGCGGAGGCGACGGGCTCTCGCCGCCGCGACTTG
GCGGATGGCTGGCAGAGCCCCTTCCGCGTTCGGGGGTGCGCTCCCGGCGGCGCTCTGACTGACTTCCTCCG
CGGCCGGCCATTGTGTTCTCCTAGGGAGGAACAACAAGCATGGAGACTCAGCCATCGCCAACCTCGCCATC
TGCCCCCACCGCCGACGAGAAGCAGCAGCAGCAGAATGAAAGCTTAACCGCCCCGLCCGLCCCAGLCCCCGLCA
CCTCCGACGCGGCCGTCCCAGACATGCAAGAGATGGAGGAATCCATCGAGATTGACCTGGGCTATGTGACG
CCCGCGGAGCACGAGGAGGAGCTGGCAGTGCGCTTTTCACAAGAAGAGATACACCAAGAACAGCCAGAGCA
GGAAGCAGAGAATGAGCAGAGTCAGGCTGGGCTCGAGCATGACGGCGACTACCTCCACCTGAGCGGGGGGEG




202

AGGACGCGCTCATCAAGCATCTGGCCCGGCAGGCCACCATCGTCAAGGATGCGCTGCTCGACCGCACCGAG
GTGCCCCTCAGCGTGGAGGAGCTCAGCCGCGCCTACGAGTTGAACCTCTTCTCGCCGCGCGTGCCCCCCAA
GCGCCAGCCCAATGGCACCTGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCGGTCTTCGCGGTGCCCGAGG
CCCTGGCCACCTACCACATCTTTTTCAAGAACCAAAAGATCCCCGTCTCCTGCCGCGCCAACCGCACCCGL
GCCGACGCCCTTTTCAACCTGGGTCCCGGCGCCCGCCTACCTGATATCGCCTCCTTGGAAGAGGTTCCCAA
GATCTTCGAGGGTCTGGGCAGCGACGAGACTCGGGCCGCGAACGCTCTGCAAGGAGAAGGAGGAGAGCATG
AGCACCACAGCGCCCTGGTCGAGTTGGAAGGCGACAACGCGCGGCTGGCGGTGCTCAAACGCACGGTCGAG
CTGACCCATTTCGCCTACCCGGCTCTGAACCTGCCCCCCAAAGTCATGAGCGCGGTCATGGACCAGGTGCT
CATCAAGCGCGCGTCGCCCATCTCCGAGGACGAGGGCATGCAAGACTCCGAGGAGGGCAAGCCCGTGGTCA
GCGACGAGCAGCTGGCCCGGTGGCTGGGTCCTAATGCTAGTCCCCAGAGTTTGGAAGAGCGGCGCAAACTC
ATGATGGCCGTGGTCCTGGTGACCGTGGAGCTGGAGTGCCTGCGCCGCTTCTTCGCCGACGCGGAGACCCT
GCGCAAGGTCGAGGAGAACCTGCACTACCTCTTCAGGCACGGGTTCGTGCGCCAGGCCTGCAAGATCTCCA
ACGTGGAGCTGACCAACCTGGTCTCCTACATGGGCATCTTGCACGAGAACCGCCTGGGGCAGAACGTGCTG
CACACCACCCTGCGCGGGGAGGCCCGGCGCGACTACATCCGCGACTGCGTCTACCTCTACCTCTGCCACAL
CTGGCAGACGGGCATGGGCGTGTGGCAGCAGTGTCTGGAGGAGCAGAACCTGAAAGAGCTCTGCAAGCTCC
TGCAGAAGAACCTCAAGGGTCTGTGGACCGGGTTCGACGAGCGCACCACCGCCTCGGACCTGGCCGACCTC
ATTTTCCCCGAGCGCCTCAGGCTGACGCTGCGCAACGGCCTGCCCGACTTTATGAGCCAAAGCATGTTGCA
AAACTTTCGCTCTTTCATCCTCGAACGCTCCGGAATCCTGCCCGCCACCTGCTCCGCGCTGCCCTCGGACT
TCGTGCCGCTGACCTTCCGCGAGTGCCCCCCGCCGCTGTGGAGCCACTGCTACCTGCTGCGCCTGGCCAAC
TACCTGGCCTACCACTCGGACGTGATCGAGGACGTCAGCGGCGAGGGCCTGCTCGAGTGCCACTGCCGCTG
CAACCTCTGCACGCCGCACCGCTCCCTGGCCTGCAACCCCCAGCTGCTGAGCGAGACCCAGATCATCGGCA
CCTTCGAGTTGCAAGGGCCCAGCGAAGGCGAGGGTTCAGCCGCCAAGGGGGGTCTGAAACTCACCCCGGGEG
CTGTGGACCTCGGCCTACTTGCGCAAGTTCGTGCCCGAGGACTACCATCCCTTCGAGATCAGGTTCTACGA
GGACCAATCCCATCCGCCCAAGGCCGAGCTGTCGGCCTGCGTCATCACCCAGGGGGCGATCCTGGCCCAAT
TGCAAGCCATCCAGAAATCCCGCCAAGAATTCTTGCTGAAAAAGGGCCGCGGGGTCTACCTCGACCCCCAG
ACCGGTGAGGAGCTCAACCCCGGCTTCCCCCAGGATGCCCCGAGGAAACAAGAAGCTGAAAGTGGAGCTGC
CGCCCGTGGAGGATTTGGAGGAAGACTGGGAGAACAGCAGTCAGGCAGAGGAGGAGGAGATGGAGGAAGAC
TGGGACAGCACTCAGGCAGAGGAGGACAGCCTGCAAGACAGTCTGGAGGAAGACGAGGAGGAGGCAGAGGA
GGAGGTGGAAGAAGCAGCCGCCGCCAGACCGTCGTCCTCGGCGGGGGAGAAAGCAAGCAGCACGGATACCA
TCTCCGCTCCGGGTCGGGGTCCCGCTCGACCACACAGTAGATGGGACGAGACCGGACGATTCCCGAACCCC
ACCACCCAGACCGGTAAGAAGGAGCGGCAGGGATACAAGTCCTGGCGGGGGCACAAAAACGCCATCGTCTC
CTGCTTGCAGGCCTGCGGGGGCAACATCTCCTTCACCCGGCGCTACCTGCTCTTCCACCGCGGGGTGAACT
TTCCCCGCAACATCTTGCATTACTACCGTCACCTCCACAGCCCCTACTACTTCCAAGAAGAGGCAGCAGCA
GCAGAAAAAGACCAGCAGAAAACCAGCAGCTAGAAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGGTGGACTGAGGATCG
CGGCGAACGAGCCGGCGCAAACCCGGGAGCTGAGGAACCGGATCTTTCCCACCCTCTATGCCATCTTCCAG
CAGAGTCGGGGGCAGGAGCAGGAACTGAAAGTCAAGAACCGTTCTCTGCGCTCGCTCACCCGCAGTTGTCT
GTATCACAAGAGCGAAGACCAACTTCAGCGCACTCTCGAGGACGCCGAGGCTCTCTTCAACAAGTACTGCG
CGCTCACTCTTAAAGAGTAGCCCGCGCCCGCCCAGTCGCAGAAAAAGGCGGGAATTACGTCACCTGTGCCC
TTCGCCCTAGCCGCCTCCACCCATCATCATGAGCAAAGAGATTCCCACGCCTTACATGTGGAGCTACCAGC
CCCAGATGGGCCTGGCCGCCGGTGCCGCCCAGGACTACTCCACCCGCATGAATTGGCTCAGCGCCGGGLLC
GCGATGATCTCACGGGTGAATGACATCCGCGCCCACCGAAACCAGATACTCCTAGAACAGTCAGCGCTCAC
CGCCACGCCCCGCAATCACCTCAATCCGCGTAATTGGCCCGCCGCCCTGGTGTACCAGGAAATTCCCCAGC
CCACGACCGTACTACTTCCGCGAGACGCCCAGGCCGAAGTCCAGCTGACTAACTCAGGTGTCCAGCTGGCG
GGCGGCGCCACCCTGTGTCGTCACCGCCCCGCTCAGGGTATAAAGCGGCTGGTGATCCGGGGCAGAGGCAL
ACAGCTCAACGACGAGGTGGTGAGCTCTTCGCTGGGTCTGCGACCTGACGGAGTCTTCCAACTCGCCGGAT
CGGGGAGATCTTCCTTCACGCCTCGTCAGGCCGTCCTGACTTTGGAGAGTTCGTCCTCGCAGCCCCGCTCG
GGTGGCATCGGCACTCTCCAGTTCGTGGAGGAGTTCACTCCCTCGGTCTACTTCAACCCCTTCTCCGGCTC
CCCCGGCCACTACCCGGACGAGTTCATCCCGAACTTCGACGCCATCAGCGAGTCGGTGGACGGCTACGATT
GAATGTCCCATGGTGGCGCAGCTGACCTAGCTCGGCTTCGACACCTGGACCACTGCCGCCGCTTCCGCTGC
TTCGCTCGGGATCTCGCCGAGTTTGCCTACTTTGAGCTGCCCGAGGAGCACCCTCAGGGCCCGGCCCACGG
AGTGCGGATCGTCGTCGAAGGGGGCCTCGACTCCCACCTGCTTCGGATCTTCAGCCAGCGTCCGATCCTGG
TCGAGCGCGAGCAAGGACAGACCCTTCTGACTCTGTACTGCATCTGCAACCACCCCGGCCTGCATGAAAGT
CTTTGTTGTCTGCTGTGTACTGAGTATAATAAAAGCTGAGATCAGCGACTACTCCGGACTTCCGTGTGTTC
CTGAATCCATCAACCAGTCTTTGTTCTTCACCGGGAACGAGACCGAGCTCCAGCTCCAGTGTAAGCCCCAC
AAGAAGTACCTCACCTGGCTGTTCCAGGGCTCCCCGATCGCCGTTGTCAACCACTGCGACAACGACGGAGT
CCTGCTGAGCGGCCCTGCCAACCTTACTTTTTCCACCCGCAGAAGCAAGCTCCAGCTCTTCCAACCCTTCC
TCCCCGGGACCTATCAGTGCGTCTCGGGACCCTGCCATCACACCTTCCACCTGATCCCGAATACCACAGCG
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TCGCTCCCCGCTACTAACAACCAAACTAACCTCCACCAACGCCACCGTCGCGACGGCCACAATACATGCCC
ATATTAGACTATGAGGCCGAGCCACAGCGACCCATGCTCCCCGCTATTAGTTACTTCAATCTAACCGGCGG
AGATGACTGACCCACTGGCCAACAACAACGTCAACGACCTTCTCCTGGACATGGACGGCCGCGCCTCGGAG
CAGCGACTCGCCCAACTTCGCATTCGCCAGCAGCAGGAGAGAGCCGTCAAGGAGCTGCAGGATGCGGTGGC
CATCCACCAGTGCAAGAGAGGCATCTTCTGCCTGGTGAAACAGGCCAAGATCTCCTACGAGGTCACTCCAA
ACGACCATCGCCTCTCCTACGAGCTCCTGCAGCAGCGCCAGAAGTTCACCTGCCTGGTCGGAGTCAACCCC
ATCGTCATCACCCAGCAGTCTGGCGATACCAAGGGGTGCATCCACTGCTCCTGCGACTCCCCCGACTGCGT
CCACACTCTGATCAAGACCCTCTGCGGCCTCCGCGACCTCCTCCCCATGAACTAATCACCCCCTTATCCAG
TGAAATAAAGATCATATTGATGATGATTTTACAGAAATAAAAAATAATCATTTGATTTGAAATAAAGATAC
AATCATATTGATGATTTGAGTTTAACAAAAAAATAAAGAATCACTTACTTGAAATCTGATACCAGGTCTCT
GTCCATGTTTTCTGCCAACACCACTTCACTCCCCTCTTCCCAGCTCTGGTACTGCAGGCCCCGGCGGGLTG
CAAACTTCCTCCACACGCTGAAGGGGATGTCAAATTCCTCCTGTCCCTCAATCTTCATTTTATCTTCTATC
AGATGTCCAAAAAGCGCGTCCGGGTGGATGATGACTTCGACCCCGTCTACCCCTACGATGCAGACAACGCA
CCGACCGTGCCCTTCATCAACCCCCCCTTCGTCTCTTCAGATGGATTCCAAGAGAAGCCCCTGGGGGTGTT
GTCCCTGCGACTGGCCGACCCCGTCACCACCAAGAACGGGGAAATCACCCTCAAGCTGGGAGAGGGGGTGG
ACCTCGATTCCTCGGGAAAACTCATCTCCAACACGGCCACCAAGGCCGCCGCCCCTCTCAGTTTTTCCAAC
AACACCATTTCCCTTAACATGGATCACCCCTTTTACACTAAAGATGGAAAATTATCCTTACAAGTTTCTCC
ACCATTAAATATACTGAGAACAAGCATTCTAAACACACTAGCTTTAGGTTTTGGATCAGGTTTAGGACTCC
GTGGCTCTGCCTTGGCAGTACAGTTAGTCTCTCCACTTACATTTGATACTGATGGAAACATAAAGCTTACC
TTAGACAGAGGTTTGCATGTTACAACAGGAGATGCAATTGAAAGCAACATAAGCTGGGCTAAAGGTTTAAA
ATTTGAAGATGGAGCCATAGCAACCAACATTGGAAATGGGTTAGAGTTTGGAAGCAGTAGTACAGAAACAG
GTGTTGATGATGCTTACCCAATCCAAGTTAAACTTGGATCTGGCCTTAGCTTTGACAGTACAGGAGCCATA
ATGGCTGGTAACAAAGAAGACGATAAACTCACTTTGTGGACAACACCTGATCCATCACCAAACTGTCAAAT
ACTCGCAGAAAATGATGCAAAACTAACACTTTGCTTGACTAAATGTGGTAGTCAAATACTGGCCACTGTGT
CAGTCTTAGTTGTAGGAAGTGGAAACCTAAACCCCATTACTGGCACCGTAAGCAGTGCTCAGGTGTTTCTA
CGTTTTGATGCAAACGGTGTTCTTTTAACAGAACATTCTACACTAAAAAAATACTGGGGGTATAGGCAGGG
AGATAGCATAGATGGCACTCCATATACCAATGCTGTAGGATTCATGCCCAATTTAAAAGCTTATCCAAAGT
CACAAAGTTCTACTACTAAAAATAATATAGTAGGGCAAGTATACATGAATGGAGATGTTTCAAAACCTATG
CTTCTCACTATAACCCTCAATGGTACTGATGACAGCAACAGTACATATTCAATGTCATTTTCATACACCTG
GACTAATGGAAGCTATGTTGGAGCAACATTTGGGGCTAACTCTTATACCTTCTCATACATCGCCCAAGAAT
GAACACTGTATCCCACCCTGCATGCCAACCCTTCCCACCCCACTCTGTGGAACAAACTCTGAAACACAARAA
TAAAATAAAGTTCAAGTGTTTTATTGATTCAACAGTTTTACAGGATTCGAGCAGTTATTTTTCCTCCACCC
TCCCAGGACATGGAATACACCACCCTCTCCCCCCGCACAGCCTTGAACATCTGAATGCCATTGGTGATGGA
CATGCTTTTGGTCTCCACGTTCCACACAGTTTCAGAGCGAGCCAGTCTCGGGTCGGTCAGGGAGATGAAAC
CCTCCGGGCACTCCCGCATCTGCACCTCACAGCTCAACAGCTGAGGATTGTCCTCGGTGGTCGGGATCACG
GTTATCTGGAAGAAGCAGAAGAGCGGCGGTGGGAATCATAGTCCGCGAACGGGATCGGCCGGTGGTGTCGC
ATCAGGCCCCGCAGCAGTCGCTGCCGCCGCCGCTCCGTCAAGCTGCTGCTCAGGGGGTCCGGGTCCAGGGA
CTCCCTCAGCATGATGCCCACGGCCCTCAGCATCAGTCGTCTGGTGCGGCGGGCGCAGCAGCGCATGCGGA
TCTCGCTCAGGTCGCTGCAGTACGTGCAACACAGAACCACCAGGTTGTTCAACAGTCCATAGTTCAACACG
CTCCAGCCGAAACTCATCGCGGGAAGGATGCTACCCACGTGGCCGTCGTACCAGATCCTCAGGTAAATCAA
GTGGTGCCCCCTCCAGAACACGCTGCCCACGTACATGATCTCCTTGGGCATGTGGCGGTTCACCACCTCCC
GGTACCACATCACCCTCTGGTTGAACATGCAGCCCCGGATGATCCTGCGGAACCACAGGGCCAGCACCGLC
CCGCCCGCCATGCAGCGAAGAGACCCCGGGTCCCGGCAATGGCAATGGAGGACCCACCGCTCGTACCCGTG
GATCATCTGGGAGCTGAACAAGTCTATGTTGGCACAGCACAGGCATATGCTCATGCATCTCTTCAGCACTC
TCAACTCCTCGGGGGTCAAAACCATATCCCAGGGCACGGGGAACTCTTGCAGGACAGCGAACCCCGCAGAA
CAGGGCAATCCTCGCACAGAACTTACATTGTGCATGGACAGGGTATCGCAATCAGGCAGCACCGGGTGATC
CTCCACCAGAGAAGCGCGGGTCTCGGTCTCCTCACAGCGTGGTAAGGGGGCCGGCCGATACGGGTGATGGC
GGGACGCGGCTGATCGTGTTCGCGACCGTGTCATGATGCAGTTGCTTTCGGACATTTTCGTACTTGCTGTA
GCAGAACCTGGTCCGGGCGCTGCACACCGATCGCCGGCGGCGETCTCGGCGCTTGGAACGCTCGGTGTTGA
AATTGTAAAACAGCCACTCTCTCAGACCGTGCAGCAGATCTAGGGCCTCAGGAGTGATGAAGATCCCATCA
TGCCTGATGGCTCTGATCACATCGACCACCGTGGAATGGGCCAGACCCAGCCAGATGATGCAATTTTGTTG
GGTTTCGGTGACGGCGGGGGAGGGAAGAACAGGAAGAACCATGATTAACTTTTAATCCAAACGGTCTCGGA
GTACTTCAAAATGAAGATCGCGGAGATGGCACCTCTCGCCCCCGCTGTGTTGGTGGAAAATAACAGCCAGG
TCAAAGGTGATACGGTTCTCGAGATGTTCCACGGTGGCTTCCAGCAAAGCCTCCACGCGCACATCCAGAAA
CAAGACAATAGCGAAAGCGGGAGGGTTCTCTAATTCCTCAATCATCATGTTACACTCCTGCACCATCCCCA
GATAATTTTCATTTTTCCAGCCTTGAATGATTCGAACTAGTTCGTGAGGTAAATCCAAGCCAGCCATGATA
AAGAGCTCGCGCAGAGCGCCCTCCACCGGCATTCTTAAGCACACCCTCATAATTCCAAGATATTCTGCTCC
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TGGTTCACCTGCAGCAGATTGACAAGCGGAATATCAAAATCTCTGCCGCGATCCCTGAGCTCCTCCCTCAG
CAATAACTGTAAGTACTCTTTCATATCCTCTCCGAAATTTTTAGCCATAGGACCACCAGGAATAAGATTAG
GGCAAGCCACAGTACAGATAAACCGAAGTCCTCCCCAGTGAGCATTGCCAAATGCAAGACTGCTATAAGCA
TGCTGGCTAGACCCGGTGATATCTTCCAGATAACTGGACAGAAAATCGCCCAGGCAATTTTTAAGAAAATC
AACAAAAGAAAAATCCTCCAGGTGGACGTTTAGAGCCTCGGGAACAACGATGAAGTAAATGCAAGCGGTGC
GTTCCAGCATGGTTAGTTAGCTGATCTGTAGAAAAAACAAAAATGAACATTAAACCATGCTAGCCTGGCGA
ACAGGTGGGTAAATCGTTCTCTCCAGCACCAGGCAGGCCACGGGGTCTCCGGCGCGACCCTCGTAAAAATT
GTCGCTATGATTGAAAACCATCACAGAGAGACGTTCCCGGTGGCCGGCGTGAATGATTCGACAAGATGAAT
ACACCCCCGGAACATTGGCGTCCGCGAGTGAAAAAAAGCGCCCGAGGAAGCAATAAGGCACTACAATGCTC
AGTCTCAAGTCCAGCAAAGCGATGCCATGCGGATGAAGCACAAAATTCTCAGGTGCGTACAAAATGTAATT
ACTCCCCTCCTGCACAGGCAGCAAAGCCCCCGATCCCTCCAGGTACACATACAAAGCCTCAGCGTCCATAG
CTTACCGAGCAGCAGCACACAACAGGCGCAAGAGTCAGAGAAAGGCTGAGCTCTAACCTGTCCACCCGCTC
TCTGCTCAATATATAGCCCAGATCTACACTGACGTAAAGGCCAAAGTCTAAAAATACCCGCCAAATAATCA
CACACGCCCAGCACACGCCCAGAAACCGGTGACACACTCAAAAAAATACGCGCACTTCCTCAAACGCCCAA
AACTGCCGTCATTTCCGGGTTCCCACGCTACGTCATCAAAACACGACTTTCAAATTCCGTCGACCGTTAAA
AACGTCACCCGCCCCGCCCCTAACGGTCGCCCGTCTCTCAGCCAATCAGCGCCCCGCATCCCCAAATTCAA
ACACCTCATTTGCATATTAACGCGCACAAAAAGTTTGAGGTATATTATTGATGATGG

ChAdV68.5WTnt .GFP (SEQ ID NO:13); AC 000011.1 con secuencias E1l (nt 577
a 3.403) y E3 (nt 27.125- 31.825) eliminadas; nucledétidos de ATCC VR-
594 correspondientes sustituidos en cinco posiciones; GFP informante
bajo control del promotor/potenciador de CMV insertado en el lugar de
El eliminada

CCATCTTCAATAATATACCTCAAACTTTTTGTGCGCGTTAATATGCAAATGAGGCGTTTGAATTTGGGGAG
GAAGGGCGGTGATTGGTCGAGGGATGAGCGACCGTTAGGGGCGGGGCGAGTGACGTTTTGATGACGTGGTT
GCGAGGAGGAGCCAGTTTGCAAGTTCTCGTGGGAAAAGTGACGTCAAACGAGGTGTGGTTTGAACACGGAA
ATACTCAATTTTCCCGCGCTCTCTGACAGGAAATGAGGTGTTTCTGGGCGGATGCAAGTGAAAACGGGCCA
TTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGAAAATCTGAGTAATTTCGCGTTTATGGCAGGGAGGAGTATTT
GCCGAGGGCCGAGTAGACTTTGACCGATTACGTGGGGGTTTCGATTACCGTGTTTTTCACCTAAATTTCCG
CGTACGGTGTCAAAGTCCGGTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCTGATCGCCAGGGTATTTAAACCTGCGCTCT
CCAGTCAAGAGGCCACTCTTGAGTGCCAGCGAGAAGAGTTTTCTCCTCCGCGCCGCGAGTCAGATCTACAC
TTTGAAAGTAGGGATAACAGGGTAATgacattgattattgactagttGttaaTAGTAATCAATTACGGGGT
CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG
CCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCA
TTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAA
GTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGYTGATGCGGTTTTGGCAGTA
CACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGA
GTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATG
GGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAA
CGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACAGCGATCGCGccaccATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
TGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCC
GGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCC
CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCALCA
TGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAG
GACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCT
GAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACA
ACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAG
GACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGLC
CGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCC
TGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTtTACAAGTAGtgaGTTTAAACT
CCCATTTAAATGTGAGGGTTAATGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCAC
AACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTA
TAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGG
GAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAGT
GAGTAGTGTTCTGGGGCGGGGGAGGACCTGCATGAGGGCCAGAATAACTGAAATCTGTGCTTTTCTGTGTG
TTGCAGCAGCATGAGCGGAAGCGGCTCCTTTGAGGGAGGGGTATTCAGCCCTTATCTGACGGGGCGTCTCC
CCTCCTGGGCGGGAGTGCGTCAGAATGTGATGGGATCCACGGTGGACGGCCGGCCCGTGCAGCCCGCGAAL




205

TCTTCAACCCTGACCTATGCAACCCTGAGCTCTTCGTCGTTGGACGCAGCTGCCGCCGCAGCTGCTGCATC
TGCCGCCAGCGCCGTGCGCGGAATGGCCATGGGCGCCGGCTACTACGGCACTCTGGTGGCCAACTCGAGTT
CCACCAATAATCCCGCCAGCCTGAACGAGGAGAAGCTGTTGCTGCTGATGGCCCAGCTCGAGGCCTTGACC
CAGCGCCTGGGCGAGCTGACCCAGCAGGTGGCTCAGCTGCAGGAGCAGACGCGGGCCGCGGTTGCCACGGT
GAAATCCAAATAAAAAATGAATCAATAAATAAACGGAGACGGTTGTTGATTTTAACACAGAGTCTGAATCT
TTATTTGATTTTTCGCGCGCGGTAGGCCCTGGACCACCGGTCTCGATCATTGAGCACCCGGTGGATCTTTT
CCAGGACCCGGTAGAGGTGGGCTTGGATGTTGAGGTACATGGGCATGAGCCCGTCCCGGGGGTGGAGGTAG
CTCCATTGCAGGGCCTCGTGCTCGGGGGTGGTGTTGTAAATCACCCAGTCATAGCAGGGGCGCAGGGCATG
GTGTTGCACAATATCTTTGAGGAGGAGACTGATGGCCACGGGCAGCCCTTTGGTGTAGGTGTTTACAAATC
TGTTGAGCTGGGAGGGATGCATGCGGGGGGAGATGAGGTGCATCTTGGCCTGGATCTTGAGATTGGCGATG
TTACCGCCCAGATCCCGCCTGGGGTTCATGTTGTGCAGGACCACCAGCACGGTGTATCCGGTGCACTTGGG
GAATTTATCATGCAACTTGGAAGGGAAGGCGTGAAAGAATTTGGCGACGCCTTTGTGCCCGCCCAGGTTTT
CCATGCACTCATCCATGATGATGGCGATGGGCCCGTGGGCGGCGEGCCTGGGCAAAGACGTTTCGGGGGTCG
GACACATCATAGTTGTGGTCCTGGGTGAGGTCATCATAGGCCATTTTAATGAATTTGGGGCGGAGGGTGCC
GGACTGGGGGACAAAGGTACCCTCGATCCCGGGGGCGTAGTTCCCCTCACAGATCTGCATCTCCCAGGCTT
TGAGCTCGGAGGGGGGGATCATGTCCACCTGCGGGGCGATAAAGAACACGGTTTCCGGGGCGGGGGAGATG
AGCTGGGCCGAAAGCAAGTTCCGGAGCAGCTGGGACTTGCCGCAGCCGGTGGGGCCGTAGATGACCCCGAT
GACCGGCTGCAGGTGGTAGTTGAGGGAGAGACAGCTGCCGTCCTCCCGGAGGAGGGGGGCCACCTCGTTCA
TCATCTCGCGCACGTGCATGTTCTCGCGCACCAGTTCCGCCAGGAGGCGCTCTCCCCCCAGGGATAGGAGC
TCCTGGAGCGAGGCGAAGTTTTTCAGCGGCTTGAGTCCGTCGGCCATGGGCATTTTGGAGAGGGTTTGTTG
CAAGAGTTCCAGGCGGTCCCAGAGCTCGGTGATGTGCTCTACGGCATCTCGATCCAGCAGACCTCCTCGTT
TCGCGGGTTGGGACGGCTGCGGGAGTAGGGCACCAGACGATGGGCGTCCAGCGCAGCCAGGGTCCGGTCCT
TCCAGGGTCGCAGCGTCCGCGTCAGGGTGGTCTCCGTCACGGTGAAGGGGTGCGCGCCGGGCTGGGCGCTT
GCGAGGGTGCGCTTCAGGCTCATCCGGCTGGTCGAAAACCGCTCCCGATCGGCGCCCTGCGCGTCGGCCAG
GTAGCAATTGACCATGAGTTCGTAGTTGAGCGCCTCGGCCGCGTGGCCTTTGGCGCGGAGCTTACCTTTGG
AAGTCTGCCCGCAGGCGGGACAGAGGAGGGACTTGAGGGCGTAGAGCTTGGGGGCGAGGAAGACGGALCTCG
GGGGCGTAGGCGTCCGCGCCGCAGTGGGCGCAGACGGTCTCGCACTCCACGAGCCAGGTGAGGTCGGGLTG
GTCGGGGTCAAAAACCAGTTTCCCGCCGTTCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTTTGGTCTCCATGAGCTCGT
GTCCCCGCTGGGTGACAAAGAGGCTGTCCGTGTCCCCGTAGACCGACTTTATGGGCCGGTCCTCGAGCGGT
GTGCCGCGGTCCTCCTCGTAGAGGAACCCCGCCCACTCCGAGACGAAAGCCCGGGTCCAGGCCAGCACGAA
GGAGGCCACGTGGGACGGGTAGCGGTCGTTGTCCACCAGCGGGTCCACCTTTTCCAGGGTATGCAAACACA
TGTCCCCCTCGTCCACATCCAGGAAGGTGATTGGCTTGTAAGTGTAGGCCACGTGACCGGGGGTCCCGGLCC
GGGGGGGTATAAAAGGGTGCGGGTCCCTGCTCGTCCTCACTGTCTTCCGGATCGCTGTCCAGGAGCGCCAG
CTGTTGGGGTAGGTATTCCCTCTCGAAGGCGGGCATGACCTCGGCACTCAGGTTGTCAGTTTCTAGAAACG
AGGAGGATTTGATATTGACGGTGCCGGCGGAGATGCCTTTCAAGAGCCCCTCGTCCATCTGGTCAGAAAAG
ACGATCTTTTTGTTGTCGAGCTTGGTGGCGAAGGAGCCGTAGAGGGCGTTGGAGAGGAGCTTGGCGATGGA
GCGCATGGTCTGGTTTTTTTCCTTGTCGGCGCGCTCCTTGGCGGCGATGTTGAGCTGCACGTACTCGCGCG
CCACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGGTGGTCAGCTCGTCGGGCACGATTCTGACCTGCCAGCCCCGATTA
TGCAGGGTGATGAGGTCCACACTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCATTAGTCCAGCAGAGGCGTCC
GCCCTTGCGCGAGCAGAAGGGGGGCAGGGGGTCCAGCATGACCTCGTCGGGGGGGTCGGCATCGATGGTGA
AGATGCCGGGCAGGAGGTCGGGGTCAAAGTAGCTGATGGAAGTGGCCAGATCGTCCAGGGCAGCTTGCCAT
TCGCGCACGGCCAGCGCGCGCTCGTAGGGACTGAGGGGCGTGCCCCAGGGCATGGGATGGGTAAGCGCGGA
GGCGTACATGCCGCAGATGTCGTAGACGTAGAGGGGCTCCTCGAGGATGCCGATGTAGGTGGGGTAGCAGC
GCCCCCCGCGGATGCTGGCGCGCACGTAGTCATACAGCTCGTGCGAGGGGGCGAGGAGCCCCGGGCCCAGG
TTGGTGCGACTGGGCTTTTCGGCGCGGTAGACGATCTGGCGGAAAATGGCATGCGAGTTGGAGGAGATGGT
GGGCCTTTGGAAGATGTTGAAGTGGGCGTGGGGCAGTCCGACCGAGTCGCGGATGAAGTGGGCGTAGGAGT
CTTGCAGCTTGGCGACGAGCTCGGCGGTGACTAGGACGTCCAGAGCGCAGTAGTCGAGGGTCTCCTGGATG
ATGTCATACTTGAGCTGTCCCTTTTGTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGAAGGAACTCTTCGCGGTCCTTCCA
GTACTCTTCGAGGGGGAACCCGTCCTGATCTGCACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACGGCCT
TGTAGGCGCAGCAGCCCTTCTCCACGGGGAGGGCGTAGGCCTGGGCGGCCTTGCGCAGGGAGGTGTGCGTG
AGGGCGAAAGTGTCCCTGACCATGACCTTGAGGAACTGGTGCTTGAAGTCGATATCGTCGCAGCCCCCCTG
CTCCCAGAGCTGGAAGTCCGTGCGCTTCTTGTAGGCGGGGTTGGGCAAAGCGAAAGTAACATCGTTGAAGA
GGATCTTGCCCGCGCGGGGCATAAAGTTGCGAGTGATGCGGARAAGGTTGGGGCACCTCGGCCCGGTTGTTG
ATGACCTGGGCGGCGAGCACGATCTCGTCGAAGCCGTTGATGTTGTGGCCCACGATGTAGAGTTCCACGAA
TCGCGGACGGCCCTTGACGTGGGGCAGTTTCTTGAGCTCCTCGTAGGTGAGCTCGTCGGGGTCGCTGAGCC
CGTGCTGCTCGAGCGCCCAGTCGGCGAGATGGGGGTTGGCGCGGAGGAAGGAAGTCCAGAGATCCACGGLC
AGGGCGGTTTGCAGACGGTCCCGGTACTGACGGAACTGCTGCCCGACGGCCATTTTTTCGGGGGTGACGCA
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GTAGAAGGTGCGGGGGTCCCCGTGCCAGCGATCCCATTTGAGCTGGAGGGCGAGATCGAGGGCGAGCTCGA
CGAGCCGGTCGTCCCCGGAGAGTTTCATGACCAGCATGAAGGGGACGAGCTGCTTGCCGAAGGACCCCATC
CAGGTGTAGGTTTCCACATCGTAGGTGAGGAAGAGCCTTTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATGGGGAAGAA
CTGGATCTCCTGCCACCAATTGGAGGAATGGCTGTTGATGTGATGGAAGTAGAAATGCCGACGGCGCGLCG
AACACTCGTGCTTGTGTTTATACAAGCGGCCACAGTGCTCGCAACGCTGCACGGGATGCACGTGCTGCACG
AGCTGTACCTGAGTTCCTTTGACGAGGAATTTCAGTGGGAAGTGGAGTCGTGGCGCCTGCATCTCGTGCTG
TACTACGTCGTGGTGGTCGGCCTGGCCCTCTTCTGCCTCGATGGTGGTCATGCTGACGAGCCCGCGCGGGA
GGCAGGTCCAGACCTCGGCGCGAGCGGGTCGGAGAGCGAGGACGAGGGCGCGCAGGCCGGAGCTGTCCAGG
GTCCTGAGACGCTGCGGAGTCAGGTCAGTGGGCAGCGGCGGCGCGCGGTTGACTTGCAGGAGTTTTTCCAG
GGCGCGCGGGAGGTCCAGATGGTACTTGATCTCCACCGCGCCATTGGTGGCGACGTCGATGGCTTGCAGGG
TCCCGTGCCCCTGGGGTGTGACCACCGTCCCCCGTTTCTTCTTGGGCGGCTGGGGCGACGGGGGCGGTGCC
TCTTCCATGGTTAGAAGCGGCGGCGAGGACGCGCGCCGGGCGGCAGGGGCGGCTCGGGGCCCGGAGGCAGG
GGCGGCAGGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCEGGETAGGTTCTGGTACTGCGCCCGGAGAAGACTGGCGTGAGC
GACGACGCGACGGTTGACGTCCTGGATCTGACGCCTCTGGGTGAAGGCCACGGGACCCGTGAGTTTGAACC
TGAAAGAGAGTTCGACAGAATCAATCTCGGTATCGTTGACGGCGGCCTGCCGCAGGATCTCTTGCACGTCG
CCCGAGTTGTCCTGGTAGGCGATCTCGGTCATGAACTGCTCGATCTCCTCCTCTTGAAGGTCTCCGCGGCC
GGCGCGCTCCACGGTGGCCGCGAGGTCGTTGGAGATGCGGCCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTCATGCCCG
CCTCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGACGCCCTCGGGATCGCgGGCGCGCATGACCACCTGGGCGAGG
TTGAGCTCCACGTGGCGCGTGAAGACCGCGTAGTTGCAGAGGCGCTGGTAGAGGTAGTTGAGCGTGGTGGC
GATGTGCTCGGTGACGAAGAAATACATGATCCAGCGGCGGAGCGGCATCTCGCTGACGTCGCCCAGCGCCT
CCAAACGTTCCATGGCCTCGTAAAAGTCCACGGCGAAGTTGAAAAACTGGGAGTTGCGCGCCGAGACGGTC
AACTCCTCCTCCAGAAGACGGATGAGCTCGGCGATGGTGGCGCGCACCTCGCGCTCGAAGGCCCCCGGGAG
TTCCTCCACTTCCTCTTCTTCCTCCTCCACTAACATCTCTTCTACTTCCTCCTCAGGCGGCAGTGGTGGCG
GGGGAGGGGGCCTGCGTCGCCGGCGEGCGCACGGGCAGACGGTCGATGAAGCGCTCGATGGTCTCGCCGLGL
CGGCGTCGCATGGTCTCGGTGACGGCGCGCCCGTCCTCGCGGGGCCGCAGCGTGAAGACGCCGCCGCGCAT
CTCCAGGTGGCCGGGGGGGTCCCCGTTGGGCAGGGAGAGGGCGCTGACGATGCATCTTATCAATTGCCCCG
TAGGGACTCCGCGCAAGGACCTGAGCGTCTCGAGATCCACGGGATCTGAAAACCGCTGAACGAAGGCTTCG
AGCCAGTCGCAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACGGTTTCTTCTGGCGGGTCATGTTGGTTGGGAGCGGGGCG
GGCGATGCTGCTGGTGATGAAGTTGAAATAGGCGGTTCTGAGACGGCGGATGGTGGCGAGGAGCACCAGGT
CTTTGGGCCCGGCTTGCTGGATGCGCAGACGGTCGGCCATGCCCCAGGCGTGGTCCTGACACCTGGCCAGG
TCCTTGTAGTAGTCCTGCATGAGCCGCTCCACGGGCACCTCCTCCTCGCCCGCGCGGCCGTGCATGCGCGT
GAGCCCGAAGCCGCGCTGGGGCTGGACGAGCGCCAGGTCGGCGACGACGCGCTCGGCGAGGATGGCTTGCT
GGATCTGGGTGAGGGTGGTCTGGAAGTCATCAAAGTCGACGAAGCGGTGGTAGGCTCCGGTGTTGATGGTG
TAGGAGCAGTTGGCCATGACGGACCAGTTGACGGTCTGGTGGCCCGGACGCACGAGCTCGTGGTACTTGAG
GCGCGAGTAGGCGCGCGTGTCGAAGATGTAGTCGTTGCAGGTGCGCACCAGGTACTGGTAGCCGATGAGGA
AGTGCGGCGGCGGCTGGCGGTAGAGCGGCCATCGCTCGGTGGCGGGGGCGCCGGGCGCGAGGTCCTCGAGC
ATGGTGCGGTGGTAGCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCGGCGGCGGTGGTGGAGGCGCGCGG
GAACTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAGGAAGTAGTTCATGGTGGGCACGGTCTGGCCCG
TGAGGCGCGCGCAGTCGTGGATGCTCTATACGGGCAAAAACGAAAGCGGTCAGCGGCTCGACTCCGTGGCC
TGGAGGCTAAGCGAACGGGTTGGGCTGCGCGTGTACCCCGGTTCGAATCTCGAATCAGGCTGGAGCCGCAG
CTAACGTGGTATTGGCACTCCCGTCTCGACCCAAGCCTGCACCAACCCTCCAGGATACGGAGGCGGGTCGT
TTTGCAACTTTTTTTTGGAGGCCGGATGAGACTAGTAAGCGCGGAAAGCGGCCGACCGCGATGGCTCGCTG
CCGTAGTCTGGAGAAGAATCGCCAGGGTTGCGTTGCGGTGTGCCCCGGTTCGAGGCCGGCCGGATTCCGLG
GCTAACGAGGGCGTGGCTGCCCCGTCGTTTCCAAGACCCCATAGCCAGCCGACTTCTCCAGTTACGGAGCG
AGCCCCTCTTTTGTTTTGTTTGTTTTTGCCAGATGCATCCCGTACTGCGGCAGATGCGCCCCCACCACCCT
CCACCGCAACAACAGCCCCCTCCACAGCCGGCGCTTCTGCCCCCGCCCCAGCAGCAACTTCCAGCCACGALC
CGCCGCGGCCGCCGTGAGCGGGGCTGGACAGAGTTATGATCACCAGCTGGCCTTGGAAGAGGGCGAGGGGL
TGGCGCGCCTGGGGGCETCGTCGCCGGAGCGGCACCCGCGCGTGCAGATGAAAAGGGACGCTCGCGAGGLCC
TACGTGCCCAAGCAGAACCTGTTCAGAGACAGGAGCGGCGAGGAGCCCGAGGAGATGCGCGCGGCCCGGTT
CCACGCGGGGCGGGAGCTGCGGCGCGGCCTGGACCGAAAGAGGGTGCTGAGGGACGAGGATTTCGAGGCGG
ACGAGCTGACGGGGATCAGCCCCGCGCGCGCGCACGTGGCCGCGGCCAACCTGGTCACGGCGTACGAGCAG
ACCGTGAAGGAGGAGAGCAACTTCCAAAAATCCTTCAACAACCACGTGCGCACCCTGATCGCGCGCGAGGA
GGTGACCCTGGGCCTGATGCACCTGTGGGACCTGCTGGAGGCCATCGTGCAGAACCCCACCAGCAAGCCGL
TGACGGCGCAGCTGTTCCTGGTGGTGCAGCATAGTCGGGACAACGAAGCGTTCAGGGAGGCGCTGCTGAAT
ATCACCGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTCCTGGACCTGGTGAACATTCTGCAGAGCATCGTGGTGCAGGAGCG
CGGGCTGCCGCTGTCCGAGAAGCTGGCGGCCATCAACTTCTCGGTGCTGAGTTTGGGCAAGTACTACGCTA
GGAAGATCTACAAGACCCCGTACGTGCCCATAGACAAGGAGGTGAAGATCGACGGGTTTTACATGCGCATG
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ACCCTGAAAGTGCTGACCCTGAGCGACGATCTGGGGGTGTACCGCAACGACAGGATGCACCGTGCGGTGAG
CGCCAGCAGGCGGCGCGAGCTGAGCGACCAGGAGCTGATGCATAGTCTGCAGCGGGCCCTGACCGGGGLCG
GGACCGAGGGGGAGAGCTACTTTGACATGGGCGCGGACCTGCACTGGCAGCCCAGCCGCCGGGCCTTGGAG
GCGGCGGCAGGACCCTACGTAGAAGAGGTGGACGATGAGGTGGACGAGGAGGGCGAGTACCTGGAAGACTG
ATGGCGCGACCGTATTTTTGCTAGATGCAACAACAACAGCCACCTCCTGATCCCGCGATGCGGGCGGCGLT
GCAGAGCCAGCCGTCCGGCATTAACTCCTCGGACGATTGGACCCAGGCCATGCAACGCATCATGGCGCTGA
CGACCCGCAACCCCGAAGCCTTTAGACAGCAGCCCCAGGCCAACCGGCTCTCGGCCATCCTGGAGGCCGTG
GTGCCCTCGCGCTCCAACCCCACGCACGAGAAGGTCCTGGCCATCGTGAACGCGCTGGTGGAGAACAAGGC
CATCCGCGGCGACGAGGCCGGCCTGGTGTACAACGCGCTGCTGGAGCGCGTGGCCCGCTACAACAGCALCCA
ACGTGCAGACCAACCTGGACCGCATGGTGACCGACGTGCGCGAGGCCGTGGCCCAGCGCGAGCGGTTCCAC
CGCGAGTCCAACCTGGGATCCATGGTGGCGCTGAACGCCTTCCTCAGCACCCAGCCCGCCAACGTGCCCCG
GGGCCAGGAGGACTACACCAACTTCATCAGCGCCCTGCGCCTGATGGTGACCGAGGTGCCCCAGAGCGAGG
TGTACCAGTCCGGGCCGGACTACTTCTTCCAGACCAGTCGCCAGGGCTTGCAGACCGTGAACCTGAGCCAG
GCTTTCAAGAACTTGCAGGGCCTGTGGGGCGTGCAGGCCCCGGETCGGGGACCGCGCGACGGTGTCGAGCCT
GCTGACGCCGAACTCGCGCCTGCTGCTGCTGCTGGTGGCCCCCTTCACGGACAGCGGCAGCATCAACCGCA
ACTCGTACCTGGGCTACCTGATTAACCTGTACCGCGAGGCCATCGGCCAGGCGCACGTGGACGAGCAGACC
TACCAGGAGATCACCCACGTGAGCCGCGCCCTGGGCCAGGACGACCCGGGCAACCTGGAAGCCACCCTGAA
CTTTTTGCTGACCAACCGGTCGCAGAAGATCCCGCCCCAGTACGCGCTCAGCACCGAGGAGGAGCGCATCC
TGCGTTACGTGCAGCAGAGCGTGGGCCTGTTCCTGATGCAGGAGGGGGCCACCCCCAGCGCCGCGCTCGAC
ATGACCGCGCGCAACATGGAGCCCAGCATGTACGCCAGCAACCGCCCGTTCATCAATAAACTGATGGACTA
CTTGCATCGGGCGGCCGCCATGAACTCTGACTATTTCACCAACGCCATCCTGAATCCCCACTGGCTCCCGC
CGCCGGGGTTCTACACGGGCGAGTACGACATGCCCGACCCCAATGACGGGTTCCTGTGGGACGATGTGGAC
AGCAGCGTGTTCTCCCCCCGACCGGGTGCTAACGAGCGCCCCTTGTGGAAGAAGGAAGGCAGCGACCGACG
CCCGTCCTCGGCGCTGTCCGGCCGCGAGGGTGCTGCCGCGGCGGTGCCCGAGGCCGCCAGTCCTTTCCCGA
GCTTGCCCTTCTCGCTGAACAGTATCCGCAGCAGCGAGCTGGGCAGGATCACGCGCCCGCGCTTGCTGGGL
GAAGAGGAGTACTTGAATGACTCGCTGTTGAGACCCGAGCGGGAGAAGAACTTCCCCAATAACGGGATAGA
AAGCCTGGTGGACAAGATGAGCCGCTGGAAGACGTATGCGCAGGAGCACAGGGACGATCCCCGGGLGTCGL
AGGGGGCCACGAGCCGGGGCAGCGCCGCCCGTAAACGCCGGTGGCACGACAGGCAGCGGGGACAGATGTGG
GACGATGAGGACTCCGCCGACGACAGCAGCGTGTTGGACTTGGGTGGGAGTGGTAACCCGTTCGCTCACCT
GCGCCCCCGTATCGGGCGCATGATGTAAGAGAAACCGAAAATAAATGATACTCACCAAGGCCATGGCGACC
AGCGTGCGTTCGTTTCTTCTCTGTTGTTGTTGTATCTAGTATGATGAGGCGTGCGTACCCGGAGGGTCCTC
CTCCCTCGTACGAGAGCGTGATGCAGCAGGCGATGGCGGCGGCGGCGATGCAGCCCCCGCTGGAGGCTCCT
TACGTGCCCCCGCGGTACCTGGCGCCTACGGAGGGGCGGAACAGCATTCGTTACTCGGAGCTGGCACCCTT
GTACGATACCACCCGGTTGTACCTGGTGGACAACAAGTCGGCGGACATCGCCTCGCTGAACTACCAGAALCG
ACCACAGCAACTTCCTGACCACCGTGGTGCAGAACAATGACTTCACCCCCACGGAGGCCAGCACCCAGACC
ATCAACTTTGACGAGCGCTCGCGGTGGGGCGGCCAGCTGAAAACCATCATGCACACCAACATGCCCAACGT
GAACGAGTTCATGTACAGCAACAAGTTCAAGGCGCGGGTGATGGTCTCCCGCAAGACCCCCAATGGGGTGA
CAGTGACAGAGGATTATGATGGTAGTCAGGATGAGCTGAAGTATGAATGGGTGGAATTTGAGCTGCCCGAA
GGCAACTTCTCGGTGACCATGACCATCGACCTGATGAACAACGCCATCATCGACAATTACTTGGCGGTGGG
GCGGCAGAACGGGGTGCTGGAGAGCGACATCGGCGTGAAGTTCGACACTAGGAACTTCAGGCTGGGCTGGG
ACCCCGTGACCGAGCTGGTCATGCCCGGGGTGTACACCAACGAGGCTTTCCATCCCGATATTGTCTTGCTG
CCCGGCTGCGGGGTGGACTTCACCGAGAGCCGCCTCAGCAACCTGCTGGGCATTCGCAAGAGGCAGCCCTT
CCAGGAAGGCTTCCAGATCATGTACGAGGATCTGGAGGGGGGCAACATCCCCGCGCTCCTGGATGTCGALCG
CCTATGAGAAAAGCAAGGAGGATGCAGCAGCTGAAGCAACTGCAGCCGTAGCTACCGCCTCTACCGAGGTC
AGGGGCGATAATTTTGCAAGCGCCGCAGCAGTGGCAGCGGCCGAGGCGGCTGAAACCGAAAGTAAGATAGT
CATTCAGCCGGTGGAGAAGGATAGCAAGAACAGGAGCTACAACGTACTACCGGACAAGATAAACACCGLCCT
ACCGCAGCTGGTACCTAGCCTACAACTATGGCGACCCCGAGAAGGGCGTGCGCTCCTGGACGCTGCTCACC
ACCTCGGACGTCACCTGCGGCGTGGAGCAAGTCTACTGGTCGCTGCCCGACATGATGCAAGACCCGGTCAC
CTTCCGCTCCACGCGTCAAGTTAGCAACTACCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTCCTGCCCGTCTACTCCAAGA
GCTTCTTCAACGAGCAGGCCGTCTACTCGCAGCAGCTGCGCGCCTTCACCTCGCTTACGCACGTCTTCAAC
CGCTTCCCCGAGAACCAGATCCTCGTCCGCCCGCCCGCGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCC
TGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGCCGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCGTTACTG
ACGCCAGACGCCGCACCTGCCCCTACGTCTACAAGGCCCTGGGCATAGTCGCGCCGCGCGTCCTCTCGAGC
CGCACCTTCTAAATGTCCATTCTCATCTCGCCCAGTAATAACACCGGTTGGGGCCTGCGCGCGCCCAGCAA
GATGTACGGAGGCGCTCGCCAACGCTCCACGCAACACCCCGTGCGCGTGCGCGGGCACTTCCGCGCTCCCT
GGGGCGCCCTCAAGGGCCGCGTGCGGTCGCGCACCACCGTCGACGACGTGATCGACCAGGTGGTGGCCGAL
GCGCGCAACTACACCCCCGCCGCCGCGCCCGTCTCCACCGTGGACGCCGTCATCGACAGCGTGGTGGCCGA
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CGCGCGCCGGTACGCCCGCGCCAAGAGCCGGCGGCGGCGCATCGCCCGGCGGCACCGGAGCALCCCCCGLCA
TGCGCGCGGCGCGAGCCTTGCTGCGCAGGGCCAGGCGCACGGGACGCAGGGCCATGCTCAGGGCGGCCAGA
CGCGCGGCTTCAGGCGCCAGCGCCGGCAGGACCCGGAGACGLCGCGGCCALCGGLCGGLCGEGCAGCGGCCATCGL
CAGCATGTCCCGCCCGCGGCGAGGGAACGTGTACTGGGTGCGCGACGCCGCCACCGGTGTGCGCGTGLCCCG
TGCGCACCCGCCCCCCTCGCACTTGAAGATGTTCACTTCGCGATGTTGATGTGTCCCAGCGGCGAGGAGGA
TGTCCAAGCGCAAATTCAAGGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCTGAGATCTACGGCCCTGCGGTGGTG
AAGGAGGAAAGAAAGCCCCGCAAAATCAAGCGGGTCAAAAAGGACAAAAAGGAAGAAGAAAGTGATGTGGA
CGGATTGGTGGAGTTTGTGCGCGAGTTCGCCCCCCGGCGGCGCGETGCAGTGGCGCGGGCGGAAGGTGCAAL
CGGTGCTGAGACCCGGCACCACCGTGGTCTTCACGCCCGGCGAGCGCTCCGGCACCGCTTCCAAGCGCTCC
TACGACGAGGTGTACGGGGATGATGATATTCTGGAGCAGGCGGCCGAGCGCCTGGGCGAGTTTGCTTACGG
CAAGCGCAGCCGTTCCGCACCGAAGGAAGAGGCGGTGTCCATCCCGCTGGACCACGGCAACCCCACGLCCGA
GCCTCAAGCCCGTGACCTTGCAGCAGGTGCTGCCGACCGCGGLCGCCGCGCCGGGGGTTCAAGCGCGAGGGL
GAGGATCTGTACCCCACCATGCAGCTGATGGTGCCCAAGCGCCAGAAGCTGGAAGACGTGCTGGAGACCAT
GAAGGTGGACCCGGACGTGCAGCCCGAGGTCAAGGTGCGGCCCATCAAGCAGGTGGCCCCGGGCCTGGGLG
TGCAGACCGTGGACATCAAGATTCCCACGGAGCCCATGGAAACGCAGACCGAGCCCATGATCAAGCCCAGC
ACCAGCACCATGGAGGTGCAGACGGATCCCTGGATGCCATCGGCTCCTAGTCGAAGACCCCGGCGCAAGTA
CGGCGCGGCCAGCCTGCTGATGCCCAACTACGCGCTGCATCCTTCCATCATCCCCACGCCGGGCTACCGLG
GCACGCGCTTCTACCGCGGTCATACCAGCAGCCGCCGCCGCAAGACCACCACTCGLLCGLCGLLGTCGLLCGL
ACCGCCGCTGCAACCACCCCTGCCGCCCTGGTGCGGAGAGTGTACCGCCGCGGCCGCGCACCTCTGACCCT
GCCGCGCGCGCGCTACCACCCGAGCATCGCCATTTAAACTTTCGCCEGCTTTGCAGATCAATGGCCCTCAC
ATGCCGCCTTCGCGTTCCCATTACGGGCTACCGAGGAAGAAAACCGCGCCGTAGAAGGCTGGCGGGGAACG
GGATGCGTCGCCACCACCACCGGCGGCGGCGCGCCATCAGCAAGCGGTTGGGGGGAGGCTTCCTGCCCGLG
CTGATCCCCATCATCGCCGCGGCGATCGGGGCGATCCCCGGCATTGCTTCCGTGGCGGTGCAGGCCTCTCA
GCGCCACTGAGACACACTTGGAAACATCTTGTAATAAACCaATGGACTCTGACGCTCCTGGTCCTGTGATG
TGTTTTCGTAGACAGATGGAAGACATCAATTTTTCGTCCCTGGCTCCGCGACACGGCACGCGGCCGTTCAT
GGGCACCTGGAGCGACATCGGCACCAGCCAACTGAACGGGGGCGCCTTCAATTGGAGCAGTCTCTGGAGCG
GGCTTAAGAATTTCGGGTCCACGCTTAAAACCTATGGCAGCAAGGCGTGGAACAGCACCACAGGGCAGGCG
CTGAGGGATAAGCTGAAAGAGCAGAACTTCCAGCAGAAGGTGGTCGATGGGCTCGCCTCGGGCATCAACGG
GGTGGTGGACCTGGCCAACCAGGCCGTGCAGCGGCAGATCAACAGCCGCCTGGACCCGGTGLCCGCCCGLLG
GCTCCGTGGAGATGCCGCAGGTGGAGGAGGAGCTGCCTCCCCTGGACAAGCGGGGCGAGAAGCGACCCCGL
CCCGATGCGGAGGAGACGCTGCTGACGCACACGGACGAGCCGCCCCCGTACGAGGAGGCGGTGAAACTGGG
TCTGCCCACCACGCGGCCCATCGCGCCCCTGGCCACCGGGGTGCTGAAACCCGAAAAGCCCGCGACCCTGG
ACTTGCCTCCTCCCCAGCCTTCCCGCCCCTCTACAGTGGCTAAGCCCCTGCCGCCGGTGGCCGTGGCCCGL
GCGCGACCCGGGGGCACCGCCCGCCCTCATGCGAACTGGCAGAGCACTCTGAACAGCATCGTGGGTCTGGEG
AGTGCAGAGTGTGAAGCGCCGCCGCTGCTATTAAACCTACCGTAGCGCTTAACTTGCTTGTCTGTGTGTGT
ATGTATTATGTCGCCGCCGCCGCTGTCCACCAGAAGGAGGAGTGAAGAGGCGCGTCGCCGAGTTGCAAGAT
GGCCACCCCATCGATGCTGCCCCAGTGGGCGTACATGCACATCGCCGGACAGGACGCTTCGGAGTACCTGA
GTCCGGGTCTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACAGACACCTACTTCAGTCTGGGGAACAAGTTTAGGAACCCC
ACGGTGGCGCCCACGCACGATGTGACCACCGACCGCAGCCAGCGGCTGACGCTGCGCTTCGTGCCCGTGGA
CCGCGAGGACAACACCTACTCGTACAAAGTGCGCTACACGCTGGCCGTGGGCGACAACCGCGTGCTGGACA
TGGCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTGGATCGGGGCCCTAGCTTCAAACCCTACTCCGGCACC
GCCTACAACAGTCTGGCCCCCAAGGGAGCACCCAACACTTGTCAGTGGACATATAAAGCCGATGGTGAAAC
TGCCACAGAAAAAACCTATACATATGGAAATGCACCCGTGCAGGGCATTAACATCACAAAAGATGGTATTC
AACTTGGAACTGACACCGATGATCAGCCAATCTACGCAGATAAAACCTATCAGCCTGAACCTCAAGTGGGT
GATGCTGAATGGCATGACATCACTGGTACTGATGAAAAGTATGGAGGCAGAGCTCTTAAGCCTGATACCAA
AATGAAGCCTTGTTATGGTTCTTTTGCCAAGCCTACTAATAAAGAAGGAGGTCAGGCAAATGTGAAAACAG
GAACAGGCACTACTAAAGAATATGACATAGACATGGCTTTCTTTGACAACAGAAGTGCGGCTGCTGCTGGC
CTAGCTCCAGAAATTGTTTTGTATACTGAAAATGTGGATTTGGAAACTCCAGATACCCATATTGTATACAA
AGCAGGCACAGATGACAGCAGCTCTTCTATTAATTTGGGTCAGCAAGCCATGCCCAACAGACCTAACTACA
TTGGTTTCAGAGACAACTTTATCGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAATATGGGGGTGCTGGCCGGT
CAGGCTTCTCAGCTGAATGCTGTGGTTGACTTGCAAGACAGAAACACCGAGCTGTCCTACCAGCTCTTGCT
TGACTCTCTGGGTGACAGAACCCGGTATTTCAGTATGTGGAATCAGGCGGTGGACAGCTATGATCCTGATG
TGCGCATTATTGAAAATCATGGTGTGGAGGATGAACTTCCCAACTATTGTTTCCCTCTGGATGCTGTTGGC
AGAACAGATACTTATCAGGGAATTAAGGCTAATGGAACTGATCAAACCACATGGACCAAAGATGACAGTGT
CAATGATGCTAATGAGATAGGCAAGGGTAATCCATTCGCCATGGAAATCAACATCCAAGCCAACCTGTGGA
GGAACTTCCTCTACGCCAACGTGGCCCTGTACCTGCCCGACTCTTACAAGTACACGCCGGCCAATGTTACC
CTGCCCACCAACACCAACACCTACGATTACATGAACGGCCGGGTGGTGGCGCCCTCGCTGGTGGACTCCTA
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CATCAACATCGGGGCGCGCTGGTCGCTGGATCCCATGGACAACGTGAACCCCTTCAACCACCACCGCAATG
CGGGGCTGCGCTACCGCTCCATGCTCCTGGGCAACGGGCGCTACGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCCCCAG
AAATTTTTCGCCATCAAGAGCCTCCTGCTCCTGCCCGGGTCCTACACCTACGAGTGGAACTTCCGCAAGGA
CGTCAACATGATCCTGCAGAGCTCCCTCGGCAACGACCTGCGCACGGACGGGGCCTCCATCTCCTTCACCA
GCATCAACCTCTACGCCACCTTCTTCCCCATGGCGCACAACACGGCCTCCACGCTCGAGGCCATGCTGCGC
AACGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCGGCCAACATGCTCTACCCCATCCCGGCCAA
CGCCACCAACGTGCCCATCTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGTCCTTCACGCGTC
TCAAGACCAAGGAGACGCCCTCGCTGGGCTCCGGGTTCGACCCCTACTTCGTCTACTCGGGCTCCATCCCC
TACCTCGACGGCACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTCTCCATCACCTTCGACTCCTCCGTCAG
CTGGCCCGGCAACGACCGGCTCCTGACGCCCAACGAGTTCGAAATCAAGCGCACCGTCGACGGCGAGGGLT
ACAACGTGGCCCAGTGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTGGTCCAGATGCTGGCCCACTACAACATCGGC
TACCAGGGCTTCTACGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTCTTCCGCAACTTCCAGCCCAT
GAGCCGCCAGGTGGTGGACGAGGTCAACTACAAGGACTACCAGGCCGTCACCCTGGCCTACCAGCACAACA
ACTCGGGCTTCGTCGGCTACCTCGCGCCCACCATGCGCCAGGGCCAGCCCTACCCCGCCAACTACCCCTAC
CCGCTCATCGGCAAGAGCGCCGTCACCAGCGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGGTCATGTGGCG
CATCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCGCTCACCGACCTCGGCCAGAACATGCTCTATGCCA
ACTCCGCCCACGCGCTAGACATGAATTTCGAAGTCGACCCCATGGATGAGTCCACCCTTCTCTATGTTGTC
TTCGAAGTCTTCGACGTCGTCCGAGTGCACCAGCCCCACCGCGGCGTCATCGAGGCCGTCTACCTGCGCAC
CCCCTTCTCGGCCGGTAACGCCACCACCTAAGCTCTTGCTTCTTGCAAGCCATGGCCGCGGGCTCCGGCGA
GCAGGAGCTCAGGGCCATCATCCGCGACCTGGGCTGCGGGCCCTACTTCCTGGGCACCTTCGATAAGCGCT
TCCCGGGATTCATGGCCCCGCACAAGCTGGCCTGCGCCATCGTCAACACGGCCGGCCGCGAGACCGGGEGEE
GAGCACTGGCTGGCCTTCGCCTGGAACCCGCGCTCGAACACCTGCTACCTCTTCGACCCCTTCGGGTTCTC
GGACGAGCGCCTCAAGCAGATCTACCAGTTCGAGTACGAGGGCCTGCTGCGCCGCAGCGCCCTGGCCALCCG
AGGACCGCTGCGTCACCCTGGAAAAGTCCACCCAGACCGTGCAGGGTCCGCGLCTCGGLLCGCCTGLGGGLTE
TTCTGCTGCATGTTCCTGCACGCCTTCGTGCACTGGCCCGACCGCCCCATGGACAAGAACCCCACCATGAA
CTTGCTGACGGGGGTGCCCAACGGCATGCTCCAGTCGCCCCAGGTGGAACCCACCCTGCGCCGCAACCAGG
AGGCGCTCTACCGCTTCCTCAACTCCCACTCCGCCTACTTTCGCTCCCACCGCGCGCGCATCGAGAAGGCC
ACCGCCTTCGACCGCATGAATCAAGACATGTAAACCGTGTGTGTATGTTAAATGTCTTTAATAAACAGCAC
TTTCATGTTACACATGCATCTGAGATGATTTATTTAGAAATCGAAAGGGTTCTGCCGGGTCTCGGCATGGC
CCGCGGGCAGGGACACGTTGCGGAACTGGTACTTGGCCAGCCACTTGAACTCGGGGATCAGCAGTTTGGGC
AGCGGGGTGTCGGGGAAGGAGTCGGTCCACAGCTTCCGCGTCAGTTGCAGGGCGCCCAGCAGGTCGGGLGE
GGAGATCTTGAAATCGCAGTTGGGACCCGCGTTCTGCGCGCGGGAGTTGCGGTACACGGGGTTGCAGCACT
GGAACACCATCAGGGCCGGGTGCTTCACGCTCGCCAGCACCGTCGCGTCGGTGATGCTCTCCACGTCGAGG
TCCTCGGCGTTGGCCATCCCGAAGGGGGTCATCTTGCAGGTCTGCCTTCCCATGGTGGGCACGCACCCGGG
CTTGTGGTTGCAATCGCAGTGCAGGGGGATCAGCATCATCTGGGCCTGGTCGGCGTTCATCCCCGGGTACA
TGGCCTTCATGAAAGCCTCCAATTGCCTGAACGCCTGCTGGGCCTTGGCTCCCTCGGTGAAGAAGACCCCG
CAGGACTTGCTAGAGAACTGGTTGGTGGCGCACCCGGCGTCGTGCACGCAGCAGCGCGCGTCGTTGTTGGC
CAGCTGCACCACGCTGCGCCCCCAGCGGTTCTGGGTGATCTTGGCCCGGTCGGGGTTCTCCTTCAGCGLCGC
GCTGCCCGTTCTCGCTCGCCACATCCATCTCGATCATGTGCTCCTTCTGGATCATGGTGGTCCCGTGCAGG
CACCGCAGCTTGCCCTCGGCCTCGGTGCACCCGTGCAGCCACAGCGCGCACCCGGTGCACTCCCAGTTCTT
GTGGGCGATCTGGGAATGCGCGTGCACGAAGCCCTGCAGGAAGCGGCCCATCATGGTGGTCAGGGTCTTGT
TGCTAGTGAAGGTCAGCGGAATGCCGCGGTGCTCCTCGTTGATGTACAGGTGGCAGATGCGGCGGTACACC
TCGCCCTGCTCGGGCATCAGCTGGAAGTTGGCTTTCAGGTCGGTCTCCACGCGGTAGCGGTCCATCAGCAT
AGTCATGATTTCCATACCCTTCTCCCAGGCCGAGACGATGGGCAGGCTCATAGGGTTCTTCACCATCATCT
TAGCGCTAGCAGCCGCGGCCAGGGGGTCGCTCTCGTCCAGGGTCTCAAAGCTCCGCTTGCCGTCCTTCTCG
GTGATCCGCACCGGGGGGTAGCTGAAGCCCACGGCCGCCAGCTCCTCCTCGGCCTGTCTTTCGTCCTCGCT
GTCCTGGCTGACGTCCTGCAGGACCACATGCTTGGTCTTGCGGGGTTTCTTCTTGGGCGGCAGCGGCGGCG
GAGATGTTGGAGATGGCGAGGGGGAGCGCGAGTTCTCGCTCACCACTACTATCTCTTCCTCTTCTTGGTCC
GAGGCCACGCGGCGGTAGGTATGTCTCTTCGGGGGCAGAGGCGGAGGCGACGGGCTCTCGCCGCCGCGALCT
TGGCGGATGGCTGGCAGAGCCCCTTCCGCGTTCGGGGGTGCGCTCCCGGCGGCGCTCTGACTGACTTCCTC
CGCGGCCGGCCATTGTGTTCTCCTAGGGAGGAACAACAAGCATGGAGACTCAGCCATCGCCAACCTCGCCA
TCTGCCCCCACCGCCGACGAGAAGCAGCAGCAGCAGAATGAAAGCTTAACCGCCCCGLCLCGCCCAGLCCCLGL
CACCTCCGACGCGGCCGTCCCAGACATGCAAGAGATGGAGGAATCCATCGAGATTGACCTGGGCTATGTGA
CGCCCGCGGAGCACGAGGAGGAGCTGGCAGTGCGCTTTTCACAAGAAGAGATACACCAAGAACAGCCAGAG
CAGGAAGCAGAGAATGAGCAGAGTCAGGCTGGGCTCGAGCATGACGGCGACTACCTCCACCTGAGCGGGGEG
GGAGGACGCGCTCATCAAGCATCTGGCCCGGCAGGCCACCATCGTCAAGGATGCGCTGCTCGACCGCACCG
AGGTGCCCCTCAGCGTGGAGGAGCTCAGCCGCGCCTACGAGTTGAACCTCTTCTCGCCGCGCGTGCCCCCC
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AAGCGCCAGCCCAATGGCACCTGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCGGTCTTCGCGGTGCCCGA
GGCCCTGGCCACCTACCACATCTTTTTCAAGAACCAAAAGATCCCCGTCTCCTGCCGCGCCAACCGCACCC
GCGCCGACGCCCTTTTCAACCTGGGTCCCGGCGCCCGCCTACCTGATATCGCCTCCTTGGAAGAGGTTCCC
AAGATCTTCGAGGGTCTGGGCAGCGACGAGACTCGGGCCGCGAACGCTCTGCAAGGAGAAGGAGGAGAGCA
TGAGCACCACAGCGCCCTGGTCGAGTTGGAAGGCGACAACGCGCGGCTGGCGGTGCTCAAACGCACGGTCG
AGCTGACCCATTTCGCCTACCCGGCTCTGAACCTGCCCCCCAAAGTCATGAGCGCGGTCATGGACCAGGTG
CTCATCAAGCGCGCGTCGCCCATCTCCGAGGACGAGGGCATGCAAGACTCCGAGGAGGGCAAGCCCGTGGT
CAGCGACGAGCAGCTGGCCCGGTGGCTGGGTCCTAATGCTAGTCCCCAGAGTTTGGAAGAGCGGCGCAAALC
TCATGATGGCCGTGGTCCTGGTGACCGTGGAGCTGGAGTGCCTGCGCCGCTTCTTCGCCGACGCGGAGACC
CTGCGCAAGGTCGAGGAGAACCTGCACTACCTCTTCAGGCACGGGTTCGTGCGCCAGGCCTGCAAGATCTC
CAACGTGGAGCTGACCAACCTGGTCTCCTACATGGGCATCTTGCACGAGAACCGCCTGGGGCAGAACGTGC
TGCACACCACCCTGCGCGGGGAGGCCCGGCGCGACTACATCCGCGACTGCGTCTACCTCTACCTCTGCCAC
ACCTGGCAGACGGGCATGGGCGTGTGGCAGCAGTGTCTGGAGGAGCAGAACCTGAAAGAGCTCTGCAAGCT
CCTGCAGAAGAACCTCAAGGGTCTGTGGACCGGGTTCGACGAGCGCACCACCGCCTCGGACCTGGCCGALCC
TCATTTTCCCCGAGCGCCTCAGGCTGACGCTGCGCAACGGCCTGCCCGACTTTATGAGCCAAAGCATGTTG
CAAAACTTTCGCTCTTTCATCCTCGAACGCTCCGGAATCCTGCCCGCCACCTGCTCCGCGCTGCCCTCGGA
CTTCGTGCCGCTGACCTTCCGCGAGTGCCCCCCGCCGCTGTGGAGCCACTGCTACCTGCTGCGCCTGGCCA
ACTACCTGGCCTACCACTCGGACGTGATCGAGGACGTCAGCGGCGAGGGCCTGCTCGAGTGCCACTGCCGL
TGCAACCTCTGCACGCCGCACCGCTCCCTGGCCTGCAACCCCCAGCTGCTGAGCGAGACCCAGATCATCGG
CACCTTCGAGTTGCAAGGGCCCAGCGAAGGCGAGGGTTCAGCCGCCAAGGGGGGTCTGAAACTCACCCCGG
GGCTGTGGACCTCGGCCTACTTGCGCAAGTTCGTGCCCGAGGACTACCATCCCTTCGAGATCAGGTTCTAC
GAGGACCAATCCCATCCGCCCAAGGCCGAGCTGTCGGCCTGCGTCATCACCCAGGGGGCGATCCTGGCCCA
ATTGCAAGCCATCCAGAAATCCCGCCAAGAATTCTTGCTGAAAAAGGGCCGCGGGGTCTACCTCGACCCCC
AGACCGGTGAGGAGCTCAACCCCGGCTTCCCCCAGGATGCCCCGAGGAAACAAGAAGCTGAAAGTGGAGCT
GCCGCCCGTGGAGGATTTGGAGGAAGACTGGGAGAACAGCAGTCAGGCAGAGGAGGAGGAGATGGAGGAAG
ACTGGGACAGCACTCAGGCAGAGGAGGACAGCCTGCAAGACAGTCTGGAGGAAGACGAGGAGGAGGCAGAG
GAGGAGGTGGAAGAAGCAGCCGCCGCCAGACCGTCGTCCTCGGCGGGGGAGAAAGCAAGCAGCACGGATAC
CATCTCCGCTCCGGGTCGGGGTCCCGCTCGACCACACAGTAGATGGGACGAGACCGGACGATTCCCGAALCC
CCACCACCCAGACCGGTAAGAAGGAGCGGCAGGGATACAAGTCCTGGCGGGGGCACAAAAACGCCATCGTC
TCCTGCTTGCAGGCCTGCGGGGGCAACATCTCCTTCACCCGGCGCTACCTGCTCTTCCACCGCGGGGTGAA
CTTTCCCCGCAACATCTTGCATTACTACCGTCACCTCCACAGCCCCTACTACTTCCAAGAAGAGGCAGCAG
CAGCAGAAAAAGACCAGCAGAAAACCAGCAGCTAGAAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGGTGGACTGAGGAT
CGCGGCGAACGAGCCGGCGCAAACCCGGGAGCTGAGGAACCGGATCTTTCCCACCCTCTATGCCATCTTCC
AGCAGAGTCGGGGGCAGGAGCAGGAACTGAAAGTCAAGAACCGTTCTCTGCGCTCGCTCACCCGCAGTTGT
CTGTATCACAAGAGCGAAGACCAACTTCAGCGCACTCTCGAGGACGCCGAGGCTCTCTTCAACAAGTACTG
CGCGCTCACTCTTAAAGAGTAGCCCGCGCCCGCCCAGTCGCAGAAAAAGGCGGGAATTACGTCACCTGTGC
CCTTCGCCCTAGCCGCCTCCACCCATCATCATGAGCAAAGAGATTCCCACGCCTTACATGTGGAGCTACCA
GCCCCAGATGGGCCTGGCCGCCGGTGCCGCCCAGGACTACTCCACCCGCATGAATTGGCTCAGCGCCGGGL
CCGCGATGATCTCACGGGTGAATGACATCCGCGCCCACCGAAACCAGATACTCCTAGAACAGTCAGCGCTC
ACCGCCACGCCCCGCAATCACCTCAATCCGCGTAATTGGCCCGCCGCCCTGGTGTACCAGGAAATTCCCCA
GCCCACGACCGTACTACTTCCGCGAGACGCCCAGGCCGAAGTCCAGCTGACTAACTCAGGTGTCCAGCTGG
CGGGCGGCGCCACCCTGTGTCGTCACCGCCCCGCTCAGGGTATAAAGCGGCTGGTGATCCGGGGCAGAGGC
ACACAGCTCAACGACGAGGTGGTGAGCTCTTCGCTGGGTCTGCGACCTGACGGAGTCTTCCAACTCGCCGG
ATCGGGGAGATCTTCCTTCACGCCTCGTCAGGCCGTCCTGACTTTGGAGAGTTCGTCCTCGCAGCCCCGCT
CGGGTGGCATCGGCACTCTCCAGTTCGTGGAGGAGTTCACTCCCTCGGTCTACTTCAACCCCTTCTCCGGC
TCCCCCGGCCACTACCCGGACGAGTTCATCCCGAACTTCGACGCCATCAGCGAGTCGGTGGACGGCTACGA
TTGAAACTAATCACCCCCTTATCCAGTGAAATAAAGATCATATTGATGATGATTTTACAGAAATAAAAAAT
AATCATTTGATTTGAAATAAAGATACAATCATATTGATGATTTGAGTTTAACAAAAAAATAAAGAATCACT
TACTTGAAATCTGATACCAGGTCTCTGTCCATGTTTTCTGCCAACACCACTTCACTCCCCTCTTCCCAGCT
CTGGTACTGCAGGCCCCGGCGGGCTGCAAACTTCCTCCACACGCTGAAGGGGATGTCAAATTCCTCCTGTC
CCTCAATCTTCATTTTATCTTCTATCAGATGTCCAAAAAGCGCGTCCGGGTGGATGATGACTTCGACCCCG
TCTACCCCTACGATGCAGACAACGCACCGACCGTGCCCTTCATCAACCCCCCCTTCGTCTCTTCAGATGGA
TTCCAAGAGAAGCCCCTGGGGGTGTTGTCCCTGCGACTGGCCGACCCCGTCACCACCAAGAACGGGGAAAT
CACCCTCAAGCTGGGAGAGGGGGTGGACCTCGATTCCTCGGGAAAACTCATCTCCAACACGGCCACCAAGG
CCGCCGCCCCTCTCAGTTTTTCCAACAACACCATTTCCCTTAACATGGATCACCCCTTTTACACTAAAGAT
GGAAAATTATCCTTACAAGTTTCTCCACCATTAAATATACTGAGAACAAGCATTCTAAACACACTAGCTTT
AGGTTTTGGATCAGGTTTAGGACTCCGTGGCTCTGCCTTGGCAGTACAGTTAGTCTCTCCACTTACATTTG
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ATACTGATGGAAACATAAAGCTTACCTTAGACAGAGGTTTGCATGTTACAACAGGAGATGCAATTGAAAGC
AACATAAGCTGGGCTAAAGGTTTAAAATTTGAAGATGGAGCCATAGCAACCAACATTGGAAATGGGTTAGA
GTTTGGAAGCAGTAGTACAGAAACAGGTGTTGATGATGCTTACCCAATCCAAGTTAAACTTGGATCTGGCC
TTAGCTTTGACAGTACAGGAGCCATAATGGCTGGTAACAAAGAAGACGATAAACTCACTTTGTGGACAACA
CCTGATCCATCACCAAACTGTCAAATACTCGCAGAAAATGATGCAAAACTAACACTTTGCTTGACTAAATG
TGGTAGTCAAATACTGGCCACTGTGTCAGTCTTAGTTGTAGGAAGTGGAAACCTAAACCCCATTACTGGCA
CCGTAAGCAGTGCTCAGGTGTTTCTACGTTTTGATGCAAACGGTGTTCTTTTAACAGAACATTCTACACTA
AAAAAATACTGGGGGTATAGGCAGGGAGATAGCATAGATGGCACTCCATATACCAATGCTGTAGGATTCAT
GCCCAATTTAAAAGCTTATCCAAAGTCACAAAGTTCTACTACTAAAAATAATATAGTAGGGCAAGTATACA
TGAATGGAGATGTTTCAAAACCTATGCTTCTCACTATAACCCTCAATGGTACTGATGACAGCAACAGTACA
TATTCAATGTCATTTTCATACACCTGGACTAATGGAAGCTATGTTGGAGCAACATTTGGGGCTAACTCTTA
TACCTTCTCATACATCGCCCAAGAATGAACACTGTATCCCACCCTGCATGCCAACCCTTCCCACCCCACTC
TGTGGAACAAACTCTGAAACACAAAATAAAATAAAGTTCAAGTGTTTTATTGATTCAACAGTTTTACAGGA
TTCGAGCAGTTATTTTTCCTCCACCCTCCCAGGACATGGAATACACCACCCTCTCCCCCCGCACAGCCTTG
AACATCTGAATGCCATTGGTGATGGACATGCTTTTGGTCTCCACGTTCCACACAGTTTCAGAGCGAGCCAG
TCTCGGGTCGGTCAGGGAGATGAAACCCTCCGGGCACTCCCGCATCTGCACCTCACAGCTCAACAGCTGAG
GATTGTCCTCGGTGGTCGGGATCACGGTTATCTGGAAGAAGCAGAAGAGCGGCGGTGGGAATCATAGTCCG
CGAACGGGATCGGCCGGTGGTGTCGCATCAGGCCCCGCAGCAGTCGCTGCCGCCGCCGCTCCGTCAAGCTG
CTGCTCAGGGGGTCCGGGTCCAGGGACTCCCTCAGCATGATGCCCACGGCCCTCAGCATCAGTCGTCTGGT
GCGGCGGGCGCAGCAGCGCATGCGGATCTCGCTCAGGTCGCTGCAGTACGTGCAACACAGAACCACCAGGT
TGTTCAACAGTCCATAGTTCAACACGCTCCAGCCGAAACTCATCGCGGGAAGGATGCTACCCACGTGGCCG
TCGTACCAGATCCTCAGGTAAATCAAGTGGTGCCCCCTCCAGAACACGCTGCCCACGTACATGATCTCCTT
GGGCATGTGGCGGTTCACCACCTCCCGGTACCACATCACCCTCTGGTTGAACATGCAGCCCCGGATGATCC
TGCGGAACCACAGGGCCAGCACCGCCCCGCCCGCCATGCAGCGAAGAGACCCCGGGTCCCGGCAATGGCAA
TGGAGGACCCACCGCTCGTACCCGTGGATCATCTGGGAGCTGAACAAGTCTATGTTGGCACAGCACAGGCA
TATGCTCATGCATCTCTTCAGCACTCTCAACTCCTCGGGGGTCAAAACCATATCCCAGGGCACGGGGAACT
CTTGCAGGACAGCGAACCCCGCAGAACAGGGCAATCCTCGCACAGAACTTACATTGTGCATGGACAGGGTA
TCGCAATCAGGCAGCACCGGGTGATCCTCCACCAGAGAAGCGCGGGTCTCGGTCTCCTCACAGCGTGGTAA
GGGGGCCGGCCGATACGGGTGATGGCGGGACGCGGCTGATCGTGTTCGCGACCGTGTCATGATGCAGTTGC
TTTCGGACATTTTCGTACTTGCTGTAGCAGAACCTGGTCCGGGCGCTGCACACCGATCGCCGGCGGLCGGETC
TCGGCGCTTGGAACGCTCGGTGTTGAAATTGTAAAACAGCCACTCTCTCAGACCGTGCAGCAGATCTAGGG
CCTCAGGAGTGATGAAGATCCCATCATGCCTGATGGCTCTGATCACATCGACCACCGTGGAATGGGCCAGA
CCCAGCCAGATGATGCAATTTTGTTGGGTTTCGGTGACGGCGGGGGAGGGAAGAACAGGAAGAACCATGAT
TAACTTTTAATCCAAACGGTCTCGGAGTACTTCAAAATGAAGATCGCGGAGATGGCACCTCTCGCCCCCGL
TGTGTTGGTGGAAAATAACAGCCAGGTCAAAGGTGATACGGTTCTCGAGATGTTCCACGGTGGCTTCCAGC
AAAGCCTCCACGCGCACATCCAGAAACAAGACAATAGCGAAAGCGGGAGGGTTCTCTAATTCCTCAATCAT
CATGTTACACTCCTGCACCATCCCCAGATAATTTTCATTTTTCCAGCCTTGAATGATTCGAACTAGTTCcT
GAGGTAAATCCAAGCCAGCCATGATAAAGAGCTCGCGCAGAGCGCCCTCCACCGGCATTCTTAAGCACACC
CTCATAATTCCAAGATATTCTGCTCCTGGTTCACCTGCAGCAGATTGACAAGCGGAATATCAAAATCTCTG
CCGCGATCCCTGAGCTCCTCCCTCAGCAATAACTGTAAGTACTCTTTCATATCCTCTCCGAAATTTTTAGC
CATAGGACCACCAGGAATAAGATTAGGGCAAGCCACAGTACAGATAAACCGAAGTCCTCCCCAGTGAGCAT
TGCCAAATGCAAGACTGCTATAAGCATGCTGGCTAGACCCGGTGATATCTTCCAGATAACTGGACAGAAAA
TCGCCCAGGCAATTTTTAAGAAAATCAACAAAAGAAAAATCCTCCAGGTGGACGTTTAGAGCCTCGGGAAC
AACGATGAAGTAAATGCAAGCGGTGCGTTCCAGCATGGTTAGTTAGCTGATCTGTAGAAAAAACAAAAATG
AACATTAAACCATGCTAGCCTGGCGAACAGGTGGGTAAATCGTTCTCTCCAGCACCAGGCAGGCCACGGGG
TCTCCGGCGCGACCCTCGTAAAAATTGTCGCTATGATTGAAAACCATCACAGAGAGACGTTCCCGGTGGCC
GGCGTGAATGATTCGACAAGATGAATACACCCCCGGAACATTGGCGTCCGCGAGTGAAAAAAAGCGCCCGA
GGAAGCAATAAGGCACTACAATGCTCAGTCTCAAGTCCAGCAAAGCGATGCCATGCGGATGAAGCACAAAA
TTCTCAGGTGCGTACAAAATGTAATTACTCCCCTCCTGCACAGGCAGCAAAGCCCCCGATCCCTCCAGGTA
CACATACAAAGCCTCAGCGTCCATAGCTTACCGAGCAGCAGCACACAACAGGCGCAAGAGTCAGAGAAAGG
CTGAGCTCTAACCTGTCCACCCGCTCTCTGCTCAATATATAGCCCAGATCTACACTGACGTAAAGGCCAAA
GTCTAAAAATACCCGCCAAATAATCACACACGCCCAGCACACGCCCAGAAACCGGTGACACACTCAAAALA
ATACGCGCACTTCCTCAAACGCCCAAAACTGCCGTCATTTCCGGGTTCCCACGCTACGTCATCAAAACACG
ACTTTCAAATTCCGTCGACCGTTAAAAACGTCACCCGCCCCGCCCCTAACGGTCGCCCGTCTCTCAGCCAA
TCAGCGCCCCGCATCCCCAAATTCAAACACCTCATTTGCATATTAACGCGCACAAAAAGTTTGAGGTATAT
TATTGATGATGG
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XV.B. Evaluacién del vector de administraciéon del casete de neoantigeno de
ChAd

XV.B.1. Métodos y materiales de evaluacion del vector de ChAd

Transfeccion de células HEK293A mediante el uso de lipofectamina

El ADN para las construcciones ChAdV68 (ChAdV68.4WTnt.GFP,
ChAdV68.5WTnt.GFP, ChAdV68.4WTnt.MAG25mer y ChAdV68.5WTnt.MAG25mer) se
preparo y se transfecté en células HEK293 mediante el uso del siguiente protocolo.

Se digirieron 10 ug de ADN plasmido con Pacl para liberar el genoma viral. El ADN
fue purificado posteriormente mediante el uso de columnas de limpieza Micro GeneJet DNA
(Thermo Fisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para los fragmentos de
ADN largos y se eluyo en 20 ul de agua previamente calentada; las columnas se dejaron a
37 grados durante 0.5-1 horas antes de la etapa de elucion.

Las células HEK293 se introdujeron en placas de 6 pocillos a una densidad celular
de 108 células/pocillos 14-18 horas antes de la transfeccion. Las células se superpusieron
con 1 ml de medio fresco (DMEM-hiFBS al 10 % con pen/estrep y glutamato) por pocillo.
1-2 ug de ADN purificado se utilizaron por pocillo en una transfeccién con dos veces el
volumen en pl (2-4 pl) de Lipofectamina2000, de acuerdo con el protocolo del fabricante.
0,5 ml de medio OPTI-MEM que contiene la mezcla de transfeccion se agregaron al 1 ml

de medio de crecimiento normal en cada pocillo y se dejo en las células durante la noche.
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Los cultivos celulares transfectados se incubaron a 37 °C durante al menos 5-7 dias.
Si las placas virales no fueron visibles en el dia 7 luego de la transfeccion, las células se
dividieron 1:4 o 1:6 y se incubaron a 37 °C para monitorear el desarrollo de la placa.
Alternativamente, las células transfectadas fueron recolectadas y sometidas a 3 ciclos de
congelamiento y descongelamiento y los lisados celulares se utilizaron para infectar las
células HEK293A y las células se incubaron hasta que se observaron placas de virus.

Transfeccion de vectores ChAdV68 en células HEK293A mediante el uso de
fosfato de calcio y generacion de la soluciéon madre viral terciaria

El ADN para las construcciones ChAdV68 (ChAdV68.4WTnt.GFP,
ChAdV68.5WTnt.GFP, ChAdV68.4WTnt.MAG25mer, ChAdV68.5WTnt.MAG25mer) se
preparo y se transfecté en células HEK293 mediante el uso del siguiente protocolo.

Se cultivaron células HEK293 un dia luego de la transfeccion a 108 células/pocillo
de una placa de 6 pocillos en 5 % de BS/IDMEM/ 1XP/S, 1XGlutamax. Se necesitaron dos
pocillos por transfeccién. Dos o cuatro horas antes de la transfeccion el medio se cambié a
medio fresco. El plasmido ChAdV68.4WTnt.GFP se linealizé con Pacl. El ADN linealizado
fue extraido luego con cloroformo de fenol y se precipitd con el uso de un décimo de
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.3 y dos volumenes de etanol al 100 %. El ADN
precipitado se sedimenté mediante centrifugacién a 12.000 xg durante 5 min antes de lavar
1 X con etanol al 70 %. El sedimento se seco al aire y se resuspendio en 50 yL de agua
estéril. La concentracion de ADN se determiné mediante el uso de un NanoDrop™
(ThermoFisher) y el volumen se ajusté hasta 5 ug de ADN/50 pL.

Se agregaron 169 L de agua estéril a un tubo de microcentrifuga. 5 yL de 2M CaCl,
se agregaron luego al agua y se mezclaron suavemente mediante pipeteo. 50 yL de ADN
se agregaron en gotas a la solucién de agua con CaCl,. Veintiséis uL de CaCl, 2 M se
agregaron luego y se mezclaron suavemente mediante pipeteo dos veces con una
micropipeta. Esta solucion final debe consistir en 5 ug de DNA en 250 uL de CaCl, 0,25 M.
Un segundo tubo se preparé luego con 250 pL de 2XHBS (soluciéon amortiguada Hepes).
Mediante el uso de una pipeta estéril de 2 mL acoplada a un Pipet-Aid se burbujed aire
lentamente a través de la solucion 2XHBS. Al mismo tiempo la solucién de ADN en la
solucion CaCl, 0,25 M se agregd en un gotas. El burbujeo continué durante
aproximadamente 5 segundos luego de la adicion de la gota de ADN final. La solucién se
incubd posteriormente a temperatura ambiente durante hasta 20 minutos antes de
agregarla a células 293A. 250 pL de la solucion de fosfato de ADN/Calcio se agregé en

gotas a una monocapa de células 293A que se cultivaron un dia antes a 108 células por
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pocillo de una placa de 6 pocillos. Las células se regresaron a la incubadora y se incubaron
durante la noche. El medio se cambié 24 h mas tarde. Luego de las 72 h las células se
dividieron 1:6 en una placa de 6 pocillos. Las monocapas se monitorearon diariamente
mediante microscopia de luz para determinar la evidencia de efecto citopatico (CPE). 7-10
dias luego de la transfeccion se observaron placas virales y la monocapa se cultivd
mediante pipeteo del medio en los pocillos para elevar las células. Las células recolectadas
y el medio se transfirieron a un tubo de centrifuga 50 mL seguido de tres rondas de
congelamiento descongelamiento (a -80 °C y 37 °C). El lisado posterior, denominado
solucion madre de virus primaria, se clarificé mediante centrifugacion a velocidad total en
una centrifuga de mesada (4300Xg) y una proporcion del lisado 10-50 %) se utilizd para
infectar células 293A en un matraz T25. Las células infectadas se incubaron durante 48 h
antes de recolectar las células y el medio en CPE completo. Las células se recolectaron
nuevamente, se congelaron descongelaron y se clarificaron antes de utilizar esta solucién
madre viral secundaria para infectar un matraz T150 sembrado con 1,5x 107 células por
matraz. Una vez que se logré el CPE completo a 72 h el medio y las células se recolectaron
y se trataron como con soluciones madre virales iniciales para generar una solucion madre
terciaria.

Produccién en células 293F

La produccion del virus ChAdV68 se llevd a cabo en células 293F cultivadas en
medio 293 FreeStyleTV (ThermoFisher) en una incubadora a CO, al 8 %. En el dia de la
infeccion, las células se diluyeron a 106 células por mL, con una viabilidad del 98 % y se
utilizaron 400 mL por corrida de produccién en matraces Shake de 1L (Corning). Se
utilizaron 4 mL de la solucion madre viral terciaria con un MOI objetivo de > 3,3 por infeccion.
Las células se incubaron durante 48-72 h hasta que la viabilidad fue de 70 % como se midi6
mediante azul de tripano. Las células infectadas se recolectaron luego mediante
centrifugacion, centrifuga de mesada a velocidad total y se lavaron en 1XPBS, se
recentrifugaron y luego se resuspendieron en 20 mL de Tris 10 mM pH 7,4. El sedimento
celular se lis6 mediante congelamiento descongelamiento 3X y se clarific6 mediante
centrifugacion a 4300 Xg durante 5 minutos.

Purificaciéon mediante centrifugaciéon con CsCi

Se purificé el ADN viral mediante centrifugacién con CsClI. Se realizaron dos corridas
de gradiente discontinua. La primera para purificar el virus a partir de los componentes
celulares y la segunda para refinar adicionalmente la separacion a partir de los

componentes celulares y separar particulas defectuosas de las infecciosas.
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Se agregaron 10 mL de CsClI 1,2 (CsCl 26,8 g disueltos en 92 mL de Tris 10 mM pH
8,0) a tubos de polialomero. Luego se agregaron cuidadosamente 8 mL de CsCl 1,4 (CsCl
53 g disueltos en 87 mL de Tris 10 mM pH 8,0) mediante el uso de una pipeta hacia el fondo
del tubo. El virus clarificado fue cuidadosamente colocado en una capa en la superficie de
la capa 1,2. De ser necesario se agregé mas Tris 10 mM al balance de tubos. Los tubos se
colocaron luego en un rotor SW-32Ti y se centrifugd durante 2 h 30 min a 10 °C. El tubo se
retird luego a un gabinete de flujo laminar y la banda del virus se retir6 mediante una aguja
de calibre 18 y una jeringa de 10 mL. Se evité cuidadosamente retirar el ADN y proteina de
la célula hospedadora contaminante. La banda se diluy6 luego al menos 2X con Tris 10 mM
pH 8,0 y se colocd en capas como antes en un gradiente discontinuo como se describe
anteriormente. La corrida se llevé a cabo como se describe anteriormente salvo que en este
caso la corrida se llevé a cabo durante la noche. El dia siguiente la banda se retiré con
cuidado para evitar retirar cualquier banda de particulas defectuosas. El virus se dializé
luego mediante el uso de un casete Slide-a-LyzerTM (Pierce) contra el amortiguador ARM
(Tris 20 mM pH 8,0, NaCl 25 mM, glicerol al 2,5 %). Esto se llevdé a cabo 3X, 1 h por
intercambio de amortiguador. El virus se separo en alicuotas para el almacenamiento a -80
°C.

Ensayos virales

La concentracién de VP se llevd a cabo mediante el uso de un ensayo de OD 260
en funcion del coeficiente de extincion de 1,1 x 10'2 particulas virales (VP) es equivalente a
un valor de absorcion de 1 a OD260 nm. Las dos diluciones (1:5 y 1:10) de adenovirus se
llevaron a cabo en un amortiguador de lisis viral (SDS al 0,1 %, Tris 10 mM pH 7,4, EDTA
1 mM). Se midi6 la OD en duplicado en ambas diluciones y la concentracion de VP/mL se
midié mediante la multiplicacién del valor de OD260 X el factor de dilucién X 1,1 x 10"2VP.

Se calculd una titulacion de la unidad infecciosa (U, por su sigla en inglés) mediante
un ensayo de dilucion limitante de la solucion madre viral. El virus se diluyo inicialmente
100X en DMEM/NS al 5 %/1X PS y luego se diluy6é posteriormente mediante el uso de
diluciones de 10 veces hasta 1 x 107. 100 pL de estas diluciones se agregaron a células
293A que se cultivaron al menos una hora antes de a 3e5 células/pocillos de una placa de
24 pocillos. Esto se lleva a cabo en duplicado. Las placas se incubaron durante 48 h en una
incubadora de CO2 (5 %) a 37 °C. Las células se lavaron luego con 1XPBS y luego se
fijaron con metanol frio al 100 % (-20 °C). Las placas se incubaron luego a -20 °C durante
un minimo de 20 minutos. Los pocillos se lavaron con 1XPBS luego se bloquearon en

1XPBS/BSA al 0,1 % durante 1 h a temperatura ambiente. Un anticuerpo anti-Ad de conejo
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(Abcam, Cambridge, MA) se agreg6 a una dilucién de 1:8000 en amortiguador de bloqueo
(0,25 ml por pocillo) y se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron
4X con PBS 0,5 mL por pocillo. Se agreg6 un anticuerpo anti-conejo de cabra conjugado
con HRP (Bethyl Labs, Montgomery Texas) diluido 1000X por pocillo y se incubé durante 1
h antes de una ronda final de lavado. Se llevaron a cabo 5 lavados con PBS y los placas se
desarrollaron mediante el uso de un sustrato de DAB (tetraclorhidrato de diaminobencidina)
en solucién salina amortiguada con Tirs (DAB 0,67 mg/mL en Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150
mM) con H,O, al 0,01 %. Se desarrollaron pocillos durante 5 minutos antes del conteo. Se
contaron las células en un objetivo de 10X mediante el uso de una dilucién que proporcioné
entre 4-40 células tefidas por campo de visidon. El campo de vision que se utilizé fue una
rejilla de 0,32 mm? que es equivalente a 625 por campo de visién en una placa de 24
pocillos. La cantidad de virus infeccioso/mL puede determinarse mediante la cantidad de
células tenidas por rejillas multiplicada por la cantidad de rejillas por campo de visidon
multiplicado por un factor de dilucion factor 10. De forma similar, cuando se trabaja con
células que expresan GFP puede usarse fluorescencia en lugar de tincion de la capside
para determinar la cantidad de viriones que expresan GFP por mL.

Inmunizaciones

Se inyectaron ratones hembra C57BL/6J y ratones hembra Balb/c con 1x108
particulas virales (VP) de ChAdV68.5WTnt.MAG25mer en una inyeccion intramuscular
bilateral de 100 pL de volumen (50 uL por pata).

Disociacion de esplenocitos

Se agruparon los bazos y ganglios linfaticos para cada raton en 3 mL de RPMI
completo (RPMI, FBS al 10 %, penicilina/estreptomicina). Se realiz6 una disociacién
mecanica mediante el uso del Disociador gentleMACS (Miltenyi Biotec), siguiendo el
protocolo del fabricante. Se filtraron las células disociadas a través de un filtro de 40
micrémetros y se lisaron los glébulos rojos con solucion amortiguadora de lisis de ACK (
NH4CI 150 mM, KHCO3; 10 mM, Na,EDTA 0,1 mM). Las células se filtraron nuevamente a
través de un filtro de 30 micrémetros y luego se volvieron a suspender en RPMI completo.
Se contaron las células en el citdmetro de flujo Attune NxT (Thermo Fisher) mediante el uso
de tincién con yoduro de propidio para excluir células muertas y apoptéticas. Luego, las
células se ajustaron a la concentracién adecuada de células hepaticas para un analisis
posterior.

Analisis inmunospot ligado a enzimas (ELISPOT) ex vivo

Se realizé un analisis ELISPOT de acuerdo con lineamientos de armonizacion
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ELISPOT {DOI: 10.1038/nprot.2015.068} con el kit ELISpotPLUS de IFNg de ratén
(MABTECH). Se incubaron 5x10* esplenocitos con 10 uM de los péptidos indicados durante
16 horas en placas recubiertas con anticuerpo de IFNg de 96 pocillos. Se desarrollaron
manchas mediante el uso de fosfatasa alcalina. Se marca una duracién de 10 minutos para
la reaccion, tras cuyo plazo se pone fin a la reaccion al colocar la placa bajo agua del grifo.
Se contaron las manchas mediante el uso de un AID vSpot Reader Spectrum. Para el
analisis ELISPOT, los pocillos con una saturacion > 50 % se registraron como «cantidad
excesiva para contar”. Las muestras con una desviacion de los pocillos replicados > 10 %
se excluyeron del analisis. Luego, se corrigieron los conteos de manchas con respecto a la
confluencia de pocillos mediante el uso de la formula: conteo de manchas + 2 x (conteo de
manchas X % de confluencia /[100 % - % de confluencia]). Se corrigié el fondo negativo
mediante la sustraccion de los conteos de manchas en los pocillos de estimulacion
peptidica de caracter negativo de los pocillos estimulados con antigenos. Finalmente, los
pocillos etiquetados como «cantidad excesiva para contar» se ajustaron al valor corregido
observado mas alto, con redondeo hasta el multiplo de cien mas cercano.

XV.B.2. Produccion de particulas de administracion viral ChAdV68 luego de la
transfeccion de ADN

En un ejemplo, se transfecté ADN de ChAdV68.4WTnt.GFP (Figura 21) y
ChAdV68.5WTnt.GFP (Figura 22) en células HEK293A y se observé la replicacion del virus
(placas virales) 7-10 dias luego de la transfeccion. Se visualizaron placas virales de
ChAdV68 mediante el uso de microscopia de luz (Figura 21A y 22A) y fluorescente (Figura
21 B-C y Figura 22 B-C). La GFP denota una produccién de particulas de administracion
viral de ChAdV68 productiva.

XV.B.3. Expansion de las particulas de administracion viral de ChAdV68

En un ejemplo, se expandieron los virus ChAdV68.4WTnt.GFP,
ChAdV68.5WTnt.GFP y ChAdV68.5WTnt.MAG25mer en células HEK293F y se produjo
una solucién madre de virus purificada 18 dias luego de la transfeccion (Figura 23). Las
particulas virales se cuantifican en las soluciones madre del virus ChAdV68 purificadas y
se compararon con el adenovirus tipo 5 (Ad5) y las soluciones madre virales de ChAdVY25
(un ChAdV estrechamente relacionado; Dicks, 2012, PloS ONE 7, e40385) producida
mediante el uso del mismo protocolo. Las titulaciones virales de ChAdV68 fueron
comparables a Ad5 y ChAdVY25 (Tabla 7).

Tabla 7. Produccién de vectores adenovirales en células de suspension 293F
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Construccion VP promedio/célula+/- SD
Vectores de Ad5 (vectores multiples) 2.96e4+/- 2.26e4

GFP de Ad5 3.89¢4

GFP de chAdY25 1.75e3+/-6.03e1
ChAdV68.4WTnt.GFP 1.2e4 +/-6.5e3
ChAdV68.5WTnt.GFP 1.8e3

ChAdV68.5WTnt. MAG25mer 1.39e3+/-1.1e3

*SD es solamente descrita cuando se llevaron a cabo las multiples corridas de

produccion

XV.B.4. Evaluacion de la inmunogenicidad en modelos tumorales

Se evaluaron antigenos tumorales de ratdon que expresan el vector C68 en estudios
de inmunogenicidad de raton para demostrar que el vector de C68 produce respuestas de
linfocitos T. Las respuestas de linfocitos T al epitopo de MHC clase | SIINFEKL (SEQ ID
NO: 57) se midieron en ratones hembra C57BL/6J y el epitopo de MHC clase | AH1-A5
(Slansky et al., 2000, Immunity13:529-538) se midioé en ratones Balb/c. Como se muestra
en la Figura 29, se midieron las respuestas de linfocitos T fuertes luego de la inmunizacién
de ratones con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer. Se observaron las respuestas inmunitarias
celulares promedio de 8957 o 4019 células formadoras de manchas (SFC) por 108
esplenocitos en ensayos ELISpot cuando se inmunizaron ratones C57BL/6J o Balb/c con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer, respectivamente, 10 dias luego de la inmunizacion.

XVI. Vector de administracion del casete de neoantigenos de alfavirus

XVILA. Materiales y métodos de evaluacion del vector de administracion de
alfavirus

Transcripcién in vitro para generar ARN

Para evaluacioén in vitro: ADN plasmido se linealiz6 mediante la digestiéon de la
restriccion con Pmel, columna purificada de acuerdo con el protocolo del fabricante (kit de
limpieza de ADN Genedet, Thermo) y se utilizé como plantilla. Se llevé la transcripcion in
vitro mediante el uso del sistema de produccién de ARN a gran escala RiboMAX (Promega)
con el analogo de casquete m’G (Promega) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El
ARNmMm se purificé mediante el uso del kit RNeasy (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Para estudios in vivo: Se generé el ARN y se purifico6 mediante TriLInk
Biotechnologies y se tapd con Cap1 enzimatica.

Transfeccion de ARN
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Las células HEK293A se cultivaron a 6e4 células/pocillo para 96 pocillos y 2e5
células/pocillos para 24 pocillos, ~16 horas antes de la transfeccion. Las células se
transfectaron con ARNm mediante el uso de lipofectamina MessengerMAX (Invitrogen) y

segun el protocolo del fabricante. Para 96 pocillos, se utilizaron 0,15 yL de lipofectamina y

5 10 ng de ARNm por pocillo, y para 24 pocillos, se utilizaron 0,75 pL de lipofectamina y 150
ng de ARNm por pocillo. Se utilizé un ARNm que expresa GFP TriLink Biotechnologies)
como un control de transfeccion.

Ensayo de luciferasa
Se llevé a cabo un ensayo indicador de luciferasa en placas de 96 pocillos de
10 paredes blancas con cada condicion en triplicado mediante el ensayo de luciferasa ONE-
Glo (Promega) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se midié la luminiscencia
mediante el uso del SpectraMax.
gqRT-PCR
Las células transfectadas se enjuagaron y sustituyeron con medio fresco 2 horas
15  después de la transfeccion para eliminar cualquier ARNm sin transfectar. Las células se
recolectaron luego en diversos momentos en RLT mas amortiguador de lisis (Qiagen), se
homogenizaron mediante un QiaShredder (Qiagen) y el ARN se extrajo mediante el uso del
kit RNeasy (Qiagen), todo de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se cuantificé el ARN
total mediante el uso de un Nanodrop (Thermo Scientific). Se llevd a cabo una qRT-PCR
20 mediante el uso del kit RT-PCR de una etapa para sondas Quantitect (Qiagen) en el
gTower? (Analytik Jena) de acuerdo con el protocolo del fabricante, mediante el uso de 20
ng de ARN total por reaccion. Cada muestra se ejecuto en triplicado para cada sonda. Se
utilizaron actina o GusB como genes de referencia. Se generaron cebadores/sondas a
medida mediante IDT (Tabla 8).
25
Tabla 8. Sondas/cebadores de gPCR
Objetivo SEQ ID NO:
Luci Cebador1 | GTGGTGTGCAGCGAGAATAG 138
Cebador2 | CGCTCGTTGTAGATGTCGTTAG 139
Sonda /56-FAM/TTGCAGTTC/ZEN/TTCATGCCCGTGTTG/3IABKFQ/ 140
GusB Cebador1 | GTTTTTGATCCAGACCCAGATG 141
Cebador2 | GCCCATTATTCAGAGCGAGTA 142
Sonda /56-FAM/TGCAGGGTT/ZEN/TCACCAGGATCCAC/3IABKFQ/ 143
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ActB Cebador1 CCTTGCACATGCCGGAG 144
Cebador2 | ACAGAGCCTCGCCTTTG 145

Sonda /56-FAM/TCATCCATG/ZEN/GTGAGCTGGCGG/3IABKFQ/ 146

MAG-25mer Cebador1 CTGAAAGCTCGGTTTGCTAATG 147
Conjunto1 Cebador2 | CCATGCTGGAAGAGACAATCT 148
Sonda /56-FAM/CGTTTCTGA/ZEN/TGGCGCTGACCGATA/3IABKFQ/ 149

MAG-25mer Cebador1 | TATGCCTATCCTGTCTCCTCTG 150
Conjunto2 Cebador2 | GCTAATGCAGCTAAGTCCTCTC 151
Sonda /56-FAM/TGTTTACCC/ZEN/TGACCGTGCCTTCTG/3IABKFQ/ 152
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Modelo tumoral B16-OVA

Los ratones C57BL/6J recibieron la inyeccion en el flanco abdominal izquierdo
inferior de 10° células B16-OVA/animal. Se dejo que los tumores se desarrollaran durante
3 dias antes de la inmunizacion.

Modelo tumoral CT26

Los ratones Balb/c recibieron la inyeccion en el flanco abdominal izquierdo inferior
de 106 células CT26/animal. Se dej6 que los tumores se desarrollaran durante 7 dias antes
de la inmunizacién.

Inmunizaciones

Para la vacuna de srRNA, los ratones recibieron la inyeccion de 10 yg de ARN en
una inyeccion intramuscular bilateral de 100 pL de volumen (50 pL por pata). Para la vacuna
de Ad5, los ratones recibieron la inyeccion de 5x10'° particulas virales (VP) en una
inyeccion intramuscular bilateral de 100 yL de volumen (50 uL por pata). Los animales
recibieron la inyeccion con anti-CTLA-4 (clon 9D9, BioXcell), anti-PD-1 (clon RMP1-14,
BioXcell) o anti-IgG (clon MPC-11, BioXcell), en dosis de 250 ug, 2 veces por semana, a
través de inyeccion intraperitoneal.

Imagenologia luminiscente in vivo

En cada punto temporal, se inyectaron ratones con un sustrato de luciferina 150
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mg/kg via inyeccion intraperitoneal y la bioluminiscencia se midié mediante el sistema de
imagenologia in vivo IVIS (PerkinElmer) 10-15 minutos luego de la inyeccion.

Disociacién de esplenocitos

Se agruparon los bazos y ganglios linfaticos para cada raton en 3 mL de RPMI
completo (RPMI, FBS al 10 %, penicilina/estreptomicina). Se realizé6 una disociacién
mecanica mediante el uso del Disociador gentleMACS (Miltenyi Biotec), siguiendo el
protocolo del fabricante. Se filtraron las células disociadas a través de un filtro de 40
micrémetros y se lisaron los glébulos rojos con solucion amortiguadora de lisis de ACK (
NH4CI 150 mM, KHCO3; 10 mM, Na,EDTA 0,1 mM). Las células se filtraron nuevamente a
través de un filtro de 30 micrémetros y luego se volvieron a suspender en RPMI completo.
Se contaron las células en el citdmetro de flujo Attune NxT (Thermo Fisher) mediante el uso
de tincién con yoduro de propidio para excluir células muertas y apoptéticas. Luego, las
células se ajustaron a la concentracién adecuada de células hepaticas para un analisis
posterior.

Analisis inmunospot ligado a enzimas (ELISPOT) ex vivo

Se realizdé un andlisis ELISPOT de acuerdo con lineamientos de armonizacion
ELISPOT {DOI: 10.1038/nprot.2015.068} con el kit ELISpotPLUS de IFNg de raton
(MABTECH). Se incubaron 5x10* esplenocitos con 10 uM de los péptidos indicados durante
16 horas en placas recubiertas con anticuerpo de IFNg de 96 pocillos. Se desarrollaron
manchas mediante el uso de fosfatasa alcalina. Se marca una duracion de 10 minutos para
la reaccion, tras cuyo plazo se pone fin a la reaccion al colocar la placa bajo agua del grifo.
Se contaron las manchas mediante el uso de un AID vSpot Reader Spectrum. Para el
analisis ELISPOT, los pocillos con una saturacion > 50 % se registraron como «cantidad
excesiva para contar”. Las muestras con una desviacion de los pocillos replicados > 10 %
se excluyeron del analisis. Luego, se corrigieron los conteos de manchas con respecto a la
confluencia de pocillos mediante el uso de la formula: conteo de manchas + 2 x (conteo de
manchas X % de confluencia /[100 % - % de confluencia]). Se corrigié el fondo negativo
mediante la sustraccién de los conteos de manchas en los pocillos de estimulacion
peptidica de caracter negativo de los pocillos estimulados con antigenos. Finalmente, los
pocillos etiquetados como «cantidad excesiva para contar» se ajustaron al valor corregido
observado mas alto, con redondeo hasta el multiplo de cien mas cercano.

XVL.B. Vector del alfavirus

XVI.B.1. Evaluacion in vitro del vector del alfavirus

En una implementacion de la presente invencion, se generd una estructura principal
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de ARN de alfavirus para el sistema de expresion de los neoantigenos a partir de una
encefalitis equina venezolana (VEE, por sus siglas en inglés) (Kinney, 1986, Virology 152:
400-413) en funcion del vector de ARN autorreplicante (srRNA). En un ejemplo, las
secuencias que codifican las proteinas estructurales de VEE ubicadas 3' del promotor
subgendmico 26S se eliminaron (secuencias VEE 7544 a 11.175 eliminadas; numeracién
basada en Kinney et al. 1986; SEQ ID NO:6) y se sustituyeron por secuencias de antigeno
(SEQ ID NO:14 y SEQ ID NO:4) o un indicador de luciferasa (por ejemplo, VEE-Luciferasa,
SEQ ID NO:15) (Figura 24). Se transcribié el ARN a partir del vector de ADN de srRNA in
vitro, transfectado en células HEK293A y se midié la expresion del indicador de luciferasa.
Ademas, se transfecté un ARNm (de no replicacidén) que codifica luciferasa con fines
comparativos. Se observé un aumento de ~30.000 en la sefal indicadora de srRNA para
srRNA de VEE-luciferasa cuando se comparé la medicién de 23 horas con la medicion de
2 horas (Tabla 9). En contraste, el indicador de ARNm exhibié un aumento de < 10 veces

en la senal en el mismo periodo de tiempo (Tabla 9).

Tabla 9. La expresioén de luciferasa del vector de autorreplicacion de VEE aumenta
con el tiempo. Células HEK293A transfectadas con 10 ng de srRNA de VEE-Luciferasa o
10 ng de ARNm de luciferasa de no replicacion (TriLink L-6307) por pocillo en 96 pocillos.
Se midio la luminiscencia en diversos momentos luego de la transfeccion. La expresion de
luciferasa se describe como unidades relativas de luminiscencia (RLU, por sus siglas en

inglés). Cada punto de datos es el promedio +/- SD de 3 pocillos transfectados.

Construccion | Momento (hr) RLU promedio Desv. estandar

(pocillos triplicados)

ARNm 2 878,6666667 120,7904522
ARNm 5 1847,333333 978,515372
ARNm 9 4847 868,3271273
ARNm 23 8639,333333 751,6816702
SRRNA 2 27 15

SRRNA 5 4884,333333 2955,158935
SRRNA 9 182065,5 16030,81784
SRRNA 23 783658,3333 68985,05538

En otro ejemplo, la replicacién del srRNA fue confirmada directamente mediante la
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medicion de los niveles de ARN luego de la transfeccion del srRNA que codifica luciferasa
(VEE-Luciferasa) o un srRNA que codifica un casete de multiple epitopo (VEE-MAG25mer)
mediante el uso de una reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
cuantitativa (QRT-PCR). Se observé un aumento de ~150 veces en el ARN para el srRNA
de VEE-luciferasa (Tabla 10), mientras que se observé un aumento de 30-50 veces en el
ARN para el srRNA de VEE-MAG25mer (Tabla 11). Estos datos confirman que los vectores

de srRNA de VEE se replican cuando se transfectan a las células.

Tabla 10. Medicion directa de la replicacion de ARN en células transfectadas de
srRNA de VEE-Luciferasa. Células HEK293A transfectadas con srRNA de VEE-Luciferasa
(150 ng por pocillo, 24 pocillos) y niveles de ARN cuantificados mediante gRT-PCR en
diversos momentos luego de la transfeccion. Cada medicion se normalizé en funcién del

gen de referencia de Actina y se present6 un cambio de multiplo relativo al momento de 2

horas.

Momento Ct de luciferasa | Ct de | dCt dCtde ref | ddCt Cambio multiplo
(hr) actina relativo

2 20,51 18,14 2,38 2,38 0,00 1,00

4 20,09 18,39 1,70 2,38 -0,67 1,59

6 15,50 18,19 -2,69 2,38 -5,07 33,51

8 13,51 18,36 -4,85 2,38 -7,22 149,43

Tabla 11. Medicion directa de la replicacién de ARN en células transfectadas de
srRNA de VEE-MAG25mer. Células HEK293 transfectadas con srRNA de VEE-MAG25mer
(150 ng por pocillo, 24 pocillos) y niveles de ARN cuantificados mediante qRT-PCR en
diversos momentos luego de la transfeccion. Cada medicion se normalizo en funcion del

gen de referencia de GusB y se presenté un cambio de multiplo relativo al momento de 2
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horas. Las lineas diferentes lineas en la grafica representan 2 conjuntos de

cebadores/sondas de qPCR, los cuales detectan la regién del casete del epitopo del srRNA.

Cebador/ Momento Ct Ct de | dCt dCt de ref | ddCt Relativo
sonda (hr) GusB Cambio multiplo
Conjunto1 2 18,96 22,41 -3,45 -3,45 0,00 1,00
Conjunto1 4 17,46 22,27 -4,81 -3,45 -1,37 2,58
Conjunto1 6 14,87 22,04 -7,17 -3,45 -3,72 13,21
Conjunto1 8 14,16 22,19 -8,02 -3,45 -4,58 23,86
Conjunto1 24 13,16 22,01 -8,86 -3,45 -5,41 42,52
Conjunto1 36 13,53 22,63 -9,10 -3,45 -5,66 50,45
Conjunto2 | 2 17,75 22,41 -4,66 -4,66 0,00 1,00
Conjunto2 | 4 16,66 22,27 -5,61 -4,66 -0,94 1,92
Conjunto2 | 6 14,22 22,04 -7,82 -4,66 -3,15 8,90
Conjunto2 | 8 13,18 22,19 -9,01 -4,66 -4,35 20,35
Conjunto2 | 24 12,22 22,01 -9,80 -4,66 -5,13 35,10
Conjunto2 | 36 13,08 22,63 -9,55 -4,66 -4,89 29,58

XVI.B.2 Evaluacion in vivo del vector del alfavirus

En otro ejemplo, se evaluo la expresion del indicador de VEE-Luciferasa in vivo. Se
administraron inyecciones a ratones de 10 ug de srRNA de VEE-Luciferasa encapsulado
en una nanoparticula lipidica (MC3) y se obtuvieron imagenes a las 24 y 48 horas, y 7y 14
dias después de la inyeccion para determinar la presencia de sefiales bioluminiscentes. Se
detectd una senal de luciferasa 24 horas después de la inyeccion, la cual aumenté con el
paso del tiempo y parecio llegar a su punto maximo 7 dias después de la inyeccion de
srRNA (Figura 25).

XVI.B.3 Evaluaciéon del modelo tumoral con el vector del alfavirus

En una implementacién, para determinar si el vector de srRNA de VEE dirige
respuestas inmunitarias especificas para el antigeno in vivo, se generé un vector de srRNA
de VEE (VEE-UbAAY, SEQ ID NO:14) que expresa 2 epitopos tumorales de ratones del
MHC clase |, SIINFEKL (SEQ ID NO: 57) y AH1-A5 (Slansky et al., 2000, Immunity 13:529-
538). El epitopo SFL (SIINFEKL (SEQ ID NO: 57)) es expresado por la linea celular de
melanoma B16-OVA, y el epitopo AH1-A5 (SPSYAYHQF(SEQ ID NO: 58); Slansky et al.,
2000, Immunity) induce linfocitos T que se dirigen a un epitopo relacionado (AH1/
SPSYVYHQF (SEQ ID NO: 153); Huang et al., 1996, Proc Natl Acad Sci EUA 93:9730-

9735) expresado por la linea celular de carcinoma de colon CT26. En un ejemplo, para los
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estudios in vivo, se generd srRNA de VEE-UbAAY mediante la transcripcion in vitro con
polimerasa T7 (TriLink Biotechnologies), el cual se encapsulé en una nanoparticula lipidica
(MC3).

Se observo una fuerte respuesta de linfocitos T especificos del antigeno dirigida al
SFL dos semanas después de la inmunizacion de ratones con tumores B16-OVA con
srRNA de VEE-UbAAY formulado en MC3. En un ejemplo, se midié una mediana de 3835
células formadoras de manchas (SFC) por cada 10® esplenocitos después de la
estimulacion con el péptido SFL en ensayos ELISpot (Figura 26A, Tabla 12) y un 1,8 %
(mediana) de los linfocitos T CD8 eran especificos para el antigeno SFL tal como se midi6
mediante tincidon con pentameros (Figura 26B, Tabla 12). En otro ejemplo, la administracién
conjunta de un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CTLA-4 con la vacuna de srRNA de VEE
produjo un aumento moderado en las respuestas de linfocitos T a nivel general con una
mediana de 4794,5 SFC por cada 10° esplenocitos medidas en el ensayo ELISpot (Figura
26A, Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de los ensayos ELISPOT y de tincién con pentameros del
MHCI 14 dias después de la inmunizacion con srRNA de VEE en ratones C57BL/6J con
tumores B16-OVA.

Resultado Resultado
positivo para positivo para
SFC/1e6 pentameros SFC/1e6 pentameros
Grupo Raton esplenocitos (% de CD8) Grupo Raton esplenocitos (% de CD8)
1 47 0,22 1 6774 4,92
2 80 0,32 2 2323 1,34
3 0 0,27 3 2997 1,52
4 0 0,29 4 4492 1,86
Control Vax
5 0 0,27 5 4970 3,7
6 0 0,25 6 4,13
7 0 0,23 7 3835 1,66
8 87 0,25 8 3119 1,64
1 0 0,24 Vax + [ 1 6232 2,16
aCTLA4
aCTLA4
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2 0 0,26 2 4242 0,82
3 0 0,39 3 5347 1,57
4 0 0,28 4 6568 2,33
5 0 0,28 5 6269 1,55
6 0 0,28 6 4056 1,74
7 0 0,31 7 4163 1,14
8 6 0,26 8 3667 1,01

* Notese que se excluyeron del analisis los resultados del ratén #6 en el grupo Vax debido

a una variabilidad alta entre pocillos triplicados.

En otra implementacion, para reflejar una estrategia clinica, se realizé una
sensibilizacion/un refuerzo heterdlogos en los modelos tumorales de ratones B16-OVA y
CT26, donde los ratones con tumores se inmunizaron primero con un vector adenoviral que
expresaba el mismo casete antigénico (Ad5-UbAAY) y luego con una inmunizacién de
refuerzo con la vacuna de srRNA de VEE-UbAAY 14 dias después de la sensibilizacién con
Ad5-UbAAY. En un ejemplo, se indujo una respuesta inmunitaria especifica del antigeno
mediante la vacuna de Ad5-UbAAY, lo cual produjo 7330 (mediana) SFC por cada 10°
esplenocitos, tal como se midié en el ensayo ELISpot (Figura 27A, Tabla 13), y 2,9 %
(mediana) de linfocitos T CD8 dirigidos al antigeno SFL, tal como se midié mediante tincién
con pentameros (Figura 27C, Tabla 13). En otro ejemplo, se mantuvo la respuesta de
linfocitos T 2 semanas después del refuerzo con srRNA de VEE-UbAAY en el modelo B16-
OVA con 3960 (mediana) SFC especificas del SFL por cada 10° esplenocitos, tal como se
midié en el ensayo ELISpot (Figura 27B, Tabla 13), y 3,1 % (mediana) de linfocitos T CD8
dirigidos al antigeno SFL, tal como se midié6 mediante tincion con pentameros (Figura 27D,
Tabla 13).
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Tabla 13. Supervisién de la inmunidad de los ratones B16-OVA luego de la

sensibilizacién/el refuerzo heterélogos con sensibilizacion con vacuna Ad5 y refuerzo con

srRNA.
Dia 14
Resultado Resultado
positivo para positivo para
pentameros pentameros
SFC/1e6 SFC/1e6
Grupo Ratén esplenocitos (% de CD8) Grupo Ratén esplenocitos (% de CDS8)
1 0 0,10 1 8514 1,87
2 0 0,09 2 7779 1,91
3 0 0,11 3 6177 3,17
4 46 0,18 4 7945 3,41
Control Vax
5 0 0,11 5 8821 4,51
6 16 0,11 6 6881 2,48
7 0 0,24 7 5365 2,57
8 37 0,10 8 6705 3,98
1 0 0,08 1 9416 2,35
2 29 0,10 2 7918 3,33
3 0 0,09 3 10153 4,50
Vax +
4 29 0,09 4 7212 2,98
aCTLA4 aCTLA4
5 0 0,10 5 11203 4,38
49 0,10 9784 2,27
0 0,10 7267 2,87
31 0,14
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Dia 28
Resultado Resultado
positivo para positivo para
SFC/1e6 pentameros SFC/1e6 pentameros
Grupo Raton esplenocitos (% de CDS8) Grupo Raton esplenocitos (% de CDS8)
2 0 0,17 1 5033 2,61
Control 4 0 0,15 Vax 2 3958 3,08
6 20 0,17 4 3960 3,58
1 7 0,23 Vax + 14 3460 2,44
aCTLA4 |2 0 0,18 aCTLA4 - 75 5670 3,46
3 0 0,14

En otra implementacién, se observaron resultados similares después de una

sensibilizacion con Ad5-UbAAY y un refuerzo con srRNA de VEE-UbAAY en el modelo de
ratones CT26. En un ejemplo, se observd una respuesta especifica del antigeno AH1
después de la sensibilizacion con Ad5-UbAAY (dia 14) con una media de 5187 SFC por

cada 108 esplenocitos tal como se midi6 en el ensayo ELISpot (Figura 28A, Tabla 14) y

3799 SFC por cada 108 esplenocitos tal como se midié en el ensayo ELISpot después del
refuerzo con srRNA de VEE-UbAAY (dia 28) (Figura 28B, Tabla 14).
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Tabla 14. Supervisiéon de la inmunidad después de la sensibilizacion/el refuerzo

heterélogos en el modelo tumoral de ratones CT26.

Dia 12 Dia 21
SFC/1e6 SFC/1e6

Grupo Ratén esplenocitos | Grupo Ratén esplenocitos

1 1799 9 167
Control 2 1442 Control 10 115

3 1235 11 347

1 737 8 511

aPD1

aPD1 2 5230 11 758

3 332 9 3133

1 6287 Vax 10 2036
Vax

2 4086 11 6227

1 5363 8 3844
Vax + aPD1

2 6500 Vax + aPD1 9 2071

11 4888

XVII. Evaluacion del modelo tumoral con combinacion de ChAdV/srRNA

Se evaluaron diversos protocolos de dosificacion mediante el uso de ChAdV68 y
ARN de autorreplicacién (srRNA) en modelos tumorales murinos CT26.

XVIILA Métodos y materiales para la evaluacion del modelo tumoral con
combinacién de ChAdV/srRNA

Inyeccion tumoral

Se administraron inyecciones de la linea celular tumoral CT26 a ratones Balb/c. 7
dias después de la inyeccion de células tumorales, los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en los diferentes grupos de estudio (28-40 ratones por grupo) y se inicio el
tratamiento. Los ratones Balb/c recibieron la inyeccién en el flanco abdominal izquierdo
inferior de 10° células CT26/animal. Se dejé que los tumores se desarrollaran durante 7
dias antes de la inmunizacion. Los grupos de estudio se describen en detalle en la Tabla
15.
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Tabla 15 - Grupos de estudio para la evaluacion del modelo tumoral con
combinacion de ChAdV/srRNA

Grupo N | Tratamiento Dosis Volumen Cronograma Via
1 40 | Control con chAd68 | 1e11 vp 2x 50 yL dia0 IM
Control con srRNA 10 g 50 uL dia 14, 28, 42 IM
Anti-PD1 250 ug 100 pL 2x / semana (dia de inicio 0) IP
2 40 | Control con chAd68 | 1e11 vp 2x 50 yL dia0 IM
Control con srRNA | 10 ug 50 pL dia 14, 28, 42 IM
Anti-lgG 250 g 100 yL 2x / semana (dia de inicio 0) IP
3 28 | Vacuna contra | 1e11 vp 2x 50 pL dia0 IM
chAd68
Vacuna de srRNA 10 ug 50 pL dia 14, 28, 42 IM
Anti-PD1 250 ug 100 pL 2x / semana (dia de inicio 0) P
4 28 | Vacuna contra | 1e11 vp 2x 50 pL dia 0 IM
chAd68
Vacuna de srRNA 10 ug 50 pL dia 14, 28, 42 IM
Anti-lgG 250 g 100 yL 2x / semana (dia de inicio 0) IP
5 28 | Vacuna de srRNA 10 ug 50 pL dia 0, 28, 42 IM
Vacuna contra | 1e11 vp 2x 50 pL dia 14 IM
chAd68
Anti-PD1 250 g 100 yL 2x / semana (dia de inicio 0) IP
6 28 | Vacuna de srRNA 10 ug 50 pL dia 0, 28, 42 IM
Vacuna contra | 1e11 vp 2x 50 pL dia 14 IM
chAd68
Anti-lgG 250 ug 100 uL 2x / semana (dia de inicio 0) IP
7 40 | Vacuna de srRNA 10 ug 50 pL dia 0, 14, 28, 42 IM
Anti-PD1 250 ug 100 pL 2x / semana (dia de inicio 0) IP
8 40 | Vacuna de srRNA 10 ug 50 uL dia 0, 14, 28, 42 IM
Anti-IgG 250 ug 100 pL 2x / semana (dia de inicio 0) IP

Inmunizaciones

Para la vacuna de srRNA, los ratones recibieron la inyeccion de 10 ug de srRNA de
VEE-MAG25mer en una inyeccién intramuscular bilateral de 100 yL de volumen (50 yL por
pata). Para la vacuna de C68, los ratones recibieron la inyeccion de 1x10'" particulas virales
(VP) de ChAdV68.5WTnt.MAG25mer en una inyeccion intramuscular bilateral de 100 pL de

volumen (50 pL por pata). Los animales recibieron la inyeccién de anti-PD-1 (clon RMP1-
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14, BioXcell) o anti-IgG (clon MPC-11, BioXcell), en dosis de 250 ug, 2 veces por semana,
a través de inyeccion intraperitoneal.

Disociacién de esplenocitos

Se agruparon los bazos y ganglios linfaticos para cada ratén en 3 mL de

RPMI completo (RPMI, FBS al 10 %, penicilina/estreptomicina). Se realizé una disociacion
mecanica mediante el uso del Disociador gentleMACS (Miltenyi Biotec), siguiendo el
protocolo del fabricante. Se filtraron las células disociadas a través de un filtro de 40
micrémetros y se lisaron los glébulos rojos con solucion amortiguadora de lisis de ACK (
NH4CI 150 mM, KHCO3; 10 mM, Na,EDTA 0,1 mM). Las células se filtraron nuevamente a
través de un filtro de 30 micrémetros y luego se volvieron a suspender en RPMI completo.
Se contaron las células en el citdmetro de flujo Attune NxT (Thermo Fisher) mediante el uso
de tincién con yoduro de propidio para excluir células muertas y apoptéticas. Luego, las
células se ajustaron a la concentracién adecuada de células hepaticas para un analisis
posterior.

Analisis inmunospot ligado a enzimas (ELISPOT) ex vivo

Se realizdé un andlisis ELISPOT de acuerdo con lineamientos de armonizacion
ELISPOT {DOI: 10.1038/nprot.2015.068} con el kit ELISpotPLUS de IFNg de raton
(MABTECH). Se incubaron 5x10* esplenocitos con 10 uM de los péptidos indicados durante
16 horas en placas recubiertas con anticuerpo de IFNg de 96 pocillos. Se desarrollaron
manchas mediante el uso de fosfatasa alcalina. Se marca una duracion de 10 minutos para
la reaccion, tras cuyo plazo se pone fin a la reaccion al colocar la placa bajo agua del grifo.
Se contaron las manchas mediante el uso de un AID vSpot Reader Spectrum. Para el
analisis ELISPOT, los pocillos con una saturacion > 50 % se registraron como «cantidad
excesiva para contar”. Las muestras con una desviacion de los pocillos replicados > 10 %
se excluyeron del analisis. Luego, se corrigieron los conteos de manchas con respecto a la
confluencia de pocillos mediante el uso de la formula: conteo de manchas + 2 x (conteo de
manchas X % de confluencia /[100 % - % de confluencia]). Se corrigié el fondo negativo
mediante la sustraccién de los conteos de manchas en los pocillos de estimulacion
peptidica de caracter negativo de los pocillos estimulados con antigenos. Finalmente, los
pocillos etiquetados como «cantidad excesiva para contar» se ajustaron al valor corregido

observado mas alto, con redondeo hasta el multiplo de cien mas cercano.
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XVII.B Evaluacion de combinacion de ChAdV/srRNA en un modelo tumoral
CT26

Se evalud la inmunogenicidad y eficacia de la sensibilizacion/el refuerzo heterdlogos
con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer/ srRNa de VEE-MAG25mer o la sensibilizacion/el
refuerzo homologos con srRNA de VEE-MAG25mer en el modelo tumoral de ratén CT26.
Se administraron inyecciones de la linea celular tumoral CT26 a ratones Balb/c. 7 dias
después de la inyeccion de células tumorales, los ratones se distribuyeron aleatoriamente
en los diferentes grupos de estudio y se inicid el tratamiento. Los grupos de estudio se

describen en detalle en la Tabla 15 y mas generalmente en la Tabla 16.

Tabla 16 — Grupos de estudio con sensibilizacion/refuerzo

Grupo Sensibilizacion Refuerzo

1 Control Control
Control + anti-PD-1 Control + anti-PD-1
ChAdV68.5WTnt. MAG25mer srRNA de VEE-MAG25mer
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer + anti- | sSrRNA de VEE-MAG25mer + anti-

N PD-1 PD-1

5 srRNA de VEE-MAG25mer ChAdV68.5WTnt.MAG25mer
srRNA de VEE-MAG25mer ChAdV68.5WTnt.MAG25mer + anti-

° + anti-PD-1 PD-1

7 srRNA de VEE-MAG25mer srRNA de VEE-MAG25mer

8 srRNA de VEE-MAG25mer + anti-PD- | srRNA de VEE-MAG25mer + anti-
1 PD-1

Los bazos se recolectaron 14 dias después de la vacunacion de sensibilizacion para
la supervisién de la inmunidad. Se realizaron mediciones del peso corporal y de los tumores
dos veces por semana y se supervisd la supervivencia. Se observaron respuestas
inmunitarias fuertes en todos los grupos de vacunacién activos.

Se observaron respuestas inmunitarias celulares medianas de 10 630, 12 976, 3319
o 3745 células formadoras de manchas (SFC) por cada 10® esplenocitos en ensayos
ELISpot en ratones inmunizados con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer (ChAdV/grupo 3),
ChAdV68.5WTnt. MAG25mer + anti-PD-1 (ChAdV + PD-1/grupo 4), srRNA de VEE-
MAG25mer (srRNA/mediana para los grupos 5 y 7 combinados) o srRNA de VEE-
MAG25mer + anti-PD-1 (srRNA + PD-1/mediana para los grupos 6 y 8 combinados),
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respectivamente, 14 dias después de la primera inmunizacion (Figura 30 y Tabla 17). En
cambio, el control con vacuna (grupo 1) o el control con vacuna con anti-PD-1 (grupo 2)
presentaron una mediana de respuestas inmunitarias celulares de 296 o 285 SFC por cada

10% esplenocitos, respectivamente.

Tabla 17 — Respuestas inmunitarias celulares en un modelo tumoral CT26

Tratamiento Mediana de SFC/10¢ esplenocitos
Control 296
PD1 285

ChAdV68.5WTnt. MAG25mer
(ChAdV) 10630

ChAdV68.5WTnt.MAG25mer + PD1
(ChAdV + PD-1) 12976

srRNA de VEE-MAG25mer (srRNA) 3319

srRNA de VEE-MAG25mer + PD-1
(srRNA + PD1) 3745

En consonancia con los datos del ELISpot, el 5,6, 7,8, 1,8 0 1,9 % de los linfocitos
T CD8 (mediana) presento respuestas especificas de antigenos en los andlisis de tincién
de citocinas intracelulares (ICS) para ratones inmunizados con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer (ChAdV/grupo 3), ChAdV68.5WTnt.MAG25mer + anti-PD-1
(ChAdV + PD-1/grupo 4), srRNA de VEE-MAG25mer (srRNA/mediana para los grupos 5y
7 combinados) o srRNA de VEE-MAG25mer + anti-PD-1 (srRNA + PD-1/mediana para los
grupos 6 y 8 combinados), respectivamente, 14 dias después de la primera inmunizacién
(Figura 31 y Tabla 18). Los ratones inmunizados con el control con vacuna o control con
vacuna combinado con anti-PD-1 mostraron respuestas de CD8 especificas del antigeno

de 0,2y 0,1 %, respectivamente.
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Tabla 18 — Respuestas de linfocitos T CDR8 en un modelo tumoral CT26
Mediana de % de CD8

Tratamiento positivo para IFN-gamma
Control 0,21

PD1 0,1
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer

(ChAdV) 5,6

ChAdV68 5WTnt MAG25mer  +
PD1 (ChAdV + PD-1) 7.8

srRNA de VEE-MAG25mer
(srRNA) 1,8

srRNA de VEE-MAG25mer + PD-1
(srRNA + PD1) 1,9

Se midi6 el desarrollo del tumor en el modelo de tumor de coléon CT26 para todos
los grupos, y se presenta el desarrollo tumoral hasta 21 dias después del inicio del
tratamiento (28 dias después de la inyeccidn de células tumorales CT-26). Los ratones se
sacrificaron 21 dias después del inicio del tratamiento en funcién de los tamaros grandes
de tumores (> 2500 mm3); por lo tanto, se presentan solamente los primeros 21 dias para
evitar la desviacion analitica. Los volumenes medios de los tumores a los 21 dias fueron de
1129, 848, 2142, 1418, 2198 y 1606 mm3 para la sensibilizacion con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer/refuerzo con srRNA de VEE-MAG25mer (grupo 3), la
sensibilizacion con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer/el refuerzo con srRNA de VEE-
MAG25mer + anti-PD-1 (grupo 4), la sensibilizacién con srRNA de VEE-MAG25mer/el
refuerzo con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer (grupo 5), la sensibilizacion con srRNA de VEE-
MAG25mer/el refuerzo con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer + anti-PD-1 (grupo 6), la
sensibilizacién con srRNA de VEE-MAG25mer/el refuerzo con srRNA de VEE-MAG25mer
(grupo 7) y la sensibilizacién con srRNA de VEE-MAG25mer/el refuerzo con srRNA de VEE-
MAG25mer + anti-PD-1 (grupo 8), respectivamente (Figura 32 y Tabla 19). Los volimenes
medios de los tumores en el control con vacuna o control con vacuna combinado con anti-
PD-1 fueron de 2361 o 2067 mm?3, respectivamente. En funcion de estos datos, el
tratamiento con vacuna con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer / srRNA de VEE-MAG25mer
(grupo 3), ChAdV68.5WTnt.MAG25mer / srRNA de VEE-MAG25mer + anti-PD-1 (grupo 4),
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srRNA de VEE-MAG25mer/ ChAdV68.5WTnt.MAG25mer + anti-PD-1 (grupo 6) y srRNA de
VEE-MAG25mer/srRNA de VEE-MAG25mer + anti-PD-1 (grupo 8) produjo una reduccion
del desarrollo tumoral a los 21 dias que fue significativamente diferente con respecto al

control (grupo 1).

Tabla 19 - Tamano de los tumores en el dia 21, medido en el modelo CT26

Tamaino del tumor

Tratamiento (mm3) SEM
Control 2361 235
PD1 2067 137
chAdV/srRNA 1129 181
chAdV/srRNA + PD1 848 182
srRNA/chAdV 2142 233
srRNA/chAdV + PD1 1418 220
srRNA 2198 134
srRNA + PD1 1606 210

Se superviso la supervivencia durante 35 dias después del inicio del tratamiento en
el modelo tumoral CT-26 (42 después de la inyeccion de células tumorales CT-26). Se
observo una supervivencia mejorada después de la vacunacion de los ratones con 4 de las
combinaciones evaluadas. Después de la vacunacion, el 64 %, 46 %, 41 % y 36 % de los
ratones sobrevivid con sensibilizacion con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer/refuerzo con VEE-
MAG25mer en combinacion con anti-PD-1 (grupo 4; P < 0,0001 en relacion con el grupo de
control 1), sensibilizacién con srRNA de VEE-MAG25mer/refuerzo con srRNA de VEE-
MAG25mer srRNA en combinacién con anti-PD-1 (grupo 8; P = 0,0006 en relacion con el
grupo de control 1), sensibilizacion con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer/refuerzo con srRNA
de VEE-MAG25mer (grupo 3; P = 0,0003 en relacion con el grupo de control 1) y
sensibilizacion con srRNA de VEE-MAG25mer/refuerzo con ChAdV68.5WTnt. MAG25mer
en combinacion con anti-PD-1 (grupo 6; P = 0,0016 en relacion con el grupo de control 1),
respectivamente (Figura 33 y Tabla 20). La supervivencia no fue significativamente
diferente a la del grupo de control 1 (= 14 %) para los grupos de tratamiento restantes
[sensibilizacién con srRNA de VEE-MAG25mer/refuerzo con ChAdV68.5WTnt. MAG25mer
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(grupo 5), sensibilizaciéon con srRNA de VEE-MAG25mer/refuerzo con srRNA de VEE-
MAG25mer (grupo 7) y anti-PD-1 solo (grupo 2)].

Tabla 20 - Supervivencia en el modelo CT26

chAdVv/ srRNA/

chAdV/ srRNA/
srRNA chAdV srRNA

Momento Control PD1 srRNA + PD1 chAdV + PD1 srRNA + PD1

0 100 100 | 100 100,00 | 100,00 100 100 100
21 96 100 | 100 100 100 95 100 100
24 54 64 91 100 68 82 68 71
28 21 32 68 86 45 68 21 64
31 7 14 41 64 14 36 11 46
35 7 14 41 64 14 36 11 46

En conclusion, el ChAdV68.5WTnt.MAG25mer y srRNA de VEE-MAG25mer
provocé respuestas de linfocitos T fuertes a los antigenos tumorales de ratones codificados
por las vacunas. La administracién de una sensibilizacion con ChAdV68.5WTnt. MAG25mer
y un refuerzo con srRNA de VEE-MAG25mer con o sin la administracion conjunta de anti-
PD-1, la sensibilizacién con srRNA de VEE-MAG25mer y el refuerzo con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer en combinacién con anti-PD-1 o la administracion de srRNA
de VEE-MAG25mer como una inmunizacion de sensibilizacion y refuerzo homoélogos en

combinacion con anti-PD-1 a los ratones con tumores produjo una supervivencia mejorada.

XVIII. Estudio en primates no humanos

Se evaluaron diversos protocolos de dosificacion mediante el uso de ChAdV68 y
ARN de autorreplicacién (srRNA) en primates no humanos: (NHP).

XVIII.A. Materiales y métodos para el estudio de primates no humanos

Inmunizaciones

Se inyecto por via intramuscular una vacuna de sensibilizacién en cada NHP para
iniciar el estudio (vacuna de sensibilizacion). Se inmunizaron bilateralmente macacos
rhesus indios Mamu A01 con 1x10'? particulas virales (5x10"" particulas virales por
inyeccion) de ChAdV68.5WTnt.MAG25mer, 30 pg de srRNA de VEE-MAG25MER, 100 pg
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de srRNA de VEE-MAG25mer o 300 ug de srRNA de VEE-MAG25mer formulados en LNP-
1 o LNP-2. Se administraron por via intramuscular 30 ug, 100 ug o 300 ug de refuerzos de
vacuna con srRNA de VEE-MAG25mer 4 semanas después de la vacunacion de
sensibilizacion. En los grupos de estudio adicionales, se administraron 30 pg, 100 ug o 300
Mg de vacunas de srRNA de VEE-MAG25mer como un segundo refuerzo por via
intramuscular 8 semanas después de la vacunacion de sensibilizacién inicial. Se administro
anti-CTLA-4 por via SC cerca del sitio de inmunizaciéon con vacuna o por via IV a grupos
especificados. Se administran inyecciones bilaterales por dosis de acuerdo con los grupos
indicados en las Tablas 21 y 23.

Supervision de la inmunidad

Se aislaron PBMC 7, 14, 28 o 35 dias después de la vacunacién de sensibilizacion
mediante el uso de medio de separacion de linfocitos (LSM, MP Biomedicals) y tubos de
separacion LeucoSep (Greiner Bio-One) y se volvieron a suspender en RPMI que contenia
FBS al 10 % y penicilina/estreptomicina. Se contaron las células en el citdmetro de flujo
Attune NxT (Thermo Fisher) mediante el uso de tincién con yoduro de propidio para excluir
células muertas y apoptéticas. Luego, las células se ajustaron a la concentracion adecuada
de células hepaticas para un analisis posterior. Para cada mono en los estudios, se midieron
las respuestas de los linfocitos T mediante el uso de métodos de ELISport o citometria de
flujo. Se supervisaron las respuestas de linfocitos T de las PBMC a 6 epitopos diferentes
de macacos rhesus Mamu-A*01 clase | codificados en las vacunas mediante la medicién
de la induccién de citocinas, tales como IFN-gamma, mediante el uso del analisis
inmunospot ligado a enzimas (ELISpot) ex vivo. Se realizé un analisis ELISpot de acuerdo
con lineamientos de armonizacion ELISPOT {DOI: 10.1038/nprot.2015.068} con el kit
ELISpotPLUS de IFNg de mono (MABTECH). Se incubaron 200 000 PBMC con 10 yM de
los péptidos indicados durante 16 horas en placas recubiertas con anticuerpo de IFNg de
96 pocillos. Se desarrollaron manchas mediante el uso de fosfatasa alcalina. Se marca una
duracién de 10 minutos para la reaccion, tras cuyo plazo se pone fin a la reaccion al colocar
la placa bajo agua del grifo. Se contaron las manchas mediante el uso de un AID vSpot
Reader Spectrum. Para el andlisis ELISPOT, los pocillos con una saturacion > 50 % se
registraron como «cantidad excesiva para contar”. Las muestras con una desviacién de los
pocillos replicados > 10 % se excluyeron del analisis. Luego, se corrigieron los conteos de
manchas con respecto a la confluencia de pocillos mediante el uso de la férmula: conteo de
manchas + 2 x (conteo de manchas x % de confluencia /[100 % - % de confluencia]). Se

corrigi6 el fondo negativo mediante la sustraccién de los conteos de manchas en los pocillos
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de estimulacion peptidica de caracter negativo de los pocillos estimulados con antigenos.
Finalmente, los pocillos etiquetados como «cantidad excesiva para contar» se ajustaron al
valor corregido observado mas alto, con redondeo hasta el multiplo de cien mas cercano.

Se supervisan las respuestas de linfocitos T CD4 y CD8 especificas de las PBMC a
6 epitopos diferentes de macacos rhesus Mamu-A*01 clase | codificados en las vacunas
mediante la medicién de la induccion de citocinas intracelulares, tales como IFN-gamma,
mediante el uso de citometria de flujo. Los resultados de ambos métodos indican que las
citocinas se inducen con especificidad de antigeno en respuesta a los epitopos.

XVIII.B. Evaluacion de la inmunogenicidad en primates no humanos
(dosificacion de srRNA de alcance corto y medio)

Este estudio se disefié para (a) evaluar la inmunogenicidad y seguridad preliminar
de una inmunizacion de sensibilizacion con ChAdV68.5WTnt. MAG25mer seguida por una
combinacion de sensibilizacion/refuerzo heterélogos en dosis de 100 ug de srRNA de VEE-
MAG25mer; (b) evaluar la cinética de las respuestas de linfocitos T a la combinacion de
sensibilizacién/refuerzo con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer/srRNA de VEE-MAG25mer. Este
grupo de estudio se llevo a cabo en macacos rhesus indios A01 con el fin de demostrar la
inmunogenicidad. Los antigenos seleccionados usados en este estudio son reconocidos
solamente en los macacos Rhesus, especificamente aquellos con un haplotipo de mamu
A*01 MHC clase I|. Los macacos rhesus indios Mamu A01 se distribuyeron aleatoriamente
en los diferentes grupos de estudio (6 macacos por grupo) y recibieron la administracion de
una inyeccion IM del vector de srRNA de VEE-MAG25mer o ChAdV68.5WTnt. MAG25mer
que codifica modelos de antigenos que incluye multiples epitopos con restriccion de mamu
AO01. Los grupos de estudio son como se describen en la Tabla 21.

Este estudio también esta disefiado para evaluar la inmunogenicidad, la seguridad
preliminar y la cinética de la respuesta de linfocitos T de dosis de 30 ug y 100 pug de srRNA
de VEE-MAG25mer como una sensibilizacion/un refuerzo homaélogos, asi como comparar
las respuestas inmunitarias del srRNA de VEE-MAG25mer en nanoparticulas lipidicas
mediante el uso de LNP1 con respecto a LNP2. Estos grupos de estudio se llevaron a cabo
de manera similar a la sensibilizacion/el cebado con ChAdV68/srRNA que se describieron

anteriormente. Los grupos de estudio son como se describen en la Tabla 21.
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Tabla 21 - Grupos de estudio de inmunogenicidad en NHP con dosificacion de

srRNA de alcance corto y medio

Grupo  Sensibilizacion Refuerzo 1 Refuerzo 2
srRNA de VEE-
srRNA de VEE-MAG25mer - srRNA de VEE-
1 MAG25mer  -LNP1
LNP1 (30 ug) MAG25mer -LNP1 (30 ug)
(30 W)
srRNA de VEE- | srRNA de VEE-
srRNA de VEE-MAG25mer -
2 MAG25mer  -LNP1 | MAG25mer -LNP1 (100
LNP1 (100 pg)
(100 pg) Hg)
srRNA de VEE- | srRNA de VEE-
srRNA de VEE-MAG25mer -
3 MAG25mer  -LNP2 | MAG25mer -LNP2 (100
LNP2 (100 pg)
(100 pg) Hg)
srRNA de VEE- | srRNA de VEE-
4 ChAdV68.5WTnt.MAG25mer MAG25mer  -LNP1 | MAG25mer -LNP1 (100
(100 pg) Hg)

Se recolectaron PBMC antes de la inmunizacién y cada semana después de la
inmunizacion inicial durante las primeras 6 semanas para la supervision de la inmunidad.
Ademas, se recolectaron PBMC 8 y 10 semanas después de la inmunizacion inicial, para
la supervision de la inmunidad.

Se midieron las respuestas inmunitarias celulares especificas del antigeno en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a seis epitopos con restriccién de
mamu AO1 antes de la inmunizacion y 7, 14, 21, 28 o 35 dias después de la inmunizacion
de sensibilizacion inicial con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer. Se graficaron las respuestas
inmunitarias combinadas a los seis epitopos para cada momento de supervision de la
inmunidad (Figura 34 y Tabla 22). Se observaron respuestas inmunitarias especificas del
antigeno en todas las mediciones con 1256, 1823, 1905, 987 SFC por cada 108 PBMC (seis
epitopos combinados) 7, 14, 21 o 28 dias después de la inmunizacién de sensibilizacién
inicial con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer, respectivamente. La respuesta inmunitaria mostro
el perfil esperado con respuestas inmunitarias en su punto maximo medidas 7-14 dias
después de la inmunizacion de sensibilizacion, seguidas por una contraccion en la
respuesta inmunitaria después de 28 dias.

También se midieron respuestas inmunitarias celulares especificas del antigeno
combinadas de 1851 SFC por cada 106 PBMC (seis epitopos combinados) 7 dias después
del primer refuerzo con srRNA de VEE-MAG25mer (es decir, 35 dias después de la

inmunizacion inicial con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer). La respuesta inmunitaria medida 7
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dias después del primer refuerzo con srRNA de VEE-MAG25mer (dia 35) fue comparable
a la respuesta inmunitaria maxima medida para la inmunizacion de sensibilizacién con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer (dia 14) y ~2veces mas alta que la medida 28 dias después
de la inmunizacién de sensibilizacion con ChAdV68.5WTnt. MAG25mer.

Tabla 22 — Respuestas inmunitarias celulares con srRNA de alcance corto y medio

Antigeno
Dia | TatTL8 Gag CM9 Env TL9 Env CL9 Gag LW9 | Pol SV9
0 6,6+4,4 5,545,1 7,946,7 3,5+2,8 10,2+7,0 4,841
7 570,1£178,2 | 226,7£119,3 | 214,4+101,0 | 181,5t67,8 25,5+14,2 | 38,1£29,9
14 628,0+224,2 | 350,1£112,7 | 286,7+102,0 | 314,7+165,4 | 56,5+19,0 | 186,5+80,2
21 556,0+117,2 | 473,7£106,3 | 367,5+88,5 280,8+100,9 | 51,9+13,8 | 174,6+60,2
28 328,8+48,3 214,4+43,9 167,7+48,6 143,5+46,6 36,7£13,1 | 95,9+32,4
35 545,0+90,2 548,1+140,8 | 414,5492,5 159,1+61,6 45,2+14,5 | 139,0+52,8

XVIII.C. Evaluacién de Ia
(dosificacion alta de srRNA y anti-CTLA4)

Este estudio se disefidé para evaluar el impacto de la via de administracion de anti-

inmunogenicidad en primates no humanos

CTLA4 sobre las respuestas inmunitarias inducidas mediante vacunacién (p. ej., comparar
el suministro local (SC) de anti-CTLA4 en cercania estrecha de los ganglios linfaticos de
drenaje de vacuna con la administracion sistémica (1V)). Este grupo de estudio se llevé a
indios AO01

inmunogenicidad de una vacuna en especies de primates no humanos, tales como Rhesus,

cabo en macacos rhesus para demostrar la inmunogenicidad. La
es el mejor indicador para predecir la potencia de la vacuna en los seres humanos. Ademas,
los antigenos seleccionados usados en este estudio son reconocidos solamente en los
macacos Rhesus, especificamente aquellos con un haplotipo de mamu A*01 MHC clase |.
Los macacos rhesus indios Mamu AQO1 se distribuyeron aleatoriamente en los diferentes
grupos de estudio (6 macacos por grupo) y recibieron la administracién de una inyeccién
IM de ChAdV68.5WTnt.MAG25mer que codifica modelos de antigenos que incluye
multiples antigenos con restriccion de mamu A01. Se administré anti-CTLA-4 por via SC
cerca del sitio de inmunizacién con vacuna o por via IV a grupos especificados. Los grupos
de estudio se describen en la Tabla 23.

Este estudio también esta disefiado para (a) evaluar la inmunogenicidad y seguridad
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preliminar del srRNA de VEE-MAG25mer en una dosis de 300 pg como una
sensibilizacién/un refuerzo homadlogos o una sensibilizacion/un refuerzo heterélogos en
combinacion con ChAdV68.5WTnt.MAG25mer; (b) comparar las respuestas inmunitarias
del srRNA de VEE-MAG25mer en nanoparticulas lipidicas mediante el uso de LNP1 con
respecto a LNP2 en la dosis de 300 ug; y (c) evaluar la cinética de las respuestas de
srRNA de VEE-MAG25mer vy

ChAdV68.5WTnt.MAG25mer. Estos grupos de estudio se llevan a cabo en macacos rhesus

linfocitos T a las inmunizaciones con
indios mamu AO1 para demostrar la inmunogenicidad. La inmunogenicidad de una vacuna
en especies de primates no humanos, tales como Rhesus, es el mejor indicador para
predecir la potencia de la vacuna en los seres humanos. Ademas, los antigenos
seleccionados usados en este estudio son reconocidos solamente en los macacos Rhesus,
especificamente aquellos con un haplotipo de mamu A*01 MHC clase |. Los macacos
rhesus indios Mamu AO1 se distribuyen aleatoriamente en los diferentes grupos de estudio
(6 macacos por grupo) y recibieron la administracion de una inyeccion IM de
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer o srRNA de VEE-MAG25mer que codifica modelos de
antigenos que incluye multiples epitopos con restriccion de mamu A01. Se administra anti-
CTLA-4 por via SC cerca del sitio de inmunizacién con vacuna o por via IV a grupos
especificados. Los grupos de estudio se describen en la Tabla 23.

Tabla 23 - Grupos de estudio de inmunogenicidad en NHP con dosificacion de

srRNA de alcance alto

Grupo Sensibilizacion Refuerzo 1 Refuerzo 2
] VEE-MAG25mer srRNA- | VEE-MAG25mer srRNA VEE-MAG25mer srRNA -LNP2
LNP2 (300 pg) LNP2 (300 ug) (300 pg)
VEE-MAG25mer srRNA- | VEE-MAG25mer srRNA VEE-MAG25mer srRNA -LNP2
2 LNP2 (300 pg) LNP2 (300 pg) (300 pg)
+anti-CTLA-4 (SC) +anti-CTLA-4 (SC) +anti-CTLA-4 (SC)
N VEE-MAG25mer srRNA- | VEE-MAG25mer srRNA VEE-MAG25mer srRNA -LNP1
LNP1 (300 pg) LNP1 (300 pg) (300 pg)
VEE-MAG25mer srRNA VEE-MAG25mer srRNA -LNP2
4 ChAdV68.5WTnt.MAG25mer
LNP2 (300 ug) (300 pg)
VEE-MAG25mer srRNA VEE-MAG25mer srRNA -LNP2
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer
5 ) LNP2 (300 pg) (300 pg)
+anti-CTLA-4 (SC)
+anti-CTLA-4 (SC) +anti-CTLA-4 (SC)
VEE-MAG25mer srRNA VEE-MAG25mer srRNA -LNP2
5 ChAdV68.5WTnt.MAG25mer LNP2 (300 ug) (300 4g)
+anti-CTLA4 (IV) HI Mg
+anti-CTLA-4 (IV) +anti-CTLA-4 (IV)
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Los macacos rhesus indios Mamu AO01 fueron inmunizados con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer con o sin anti-CTLA-4 administrado por via IV o SC. Se
midieron las respuestas inmunitarias celulares especificas de antigenos en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) a seis epitopos con restriccion de mamu A01
diferentes 14 dias después de la inmunizacién inicial y se graficaron las respuestas
inmunitarias combinadas a los seis epitopos (Figura 35 y Tabla 24). Se observaron
respuestas inmunitarias especificas del antigeno combinadas de 2257, 5887 o 3984 SFC
por cada 10® PBMC (seis epitopos combinados) después de una sola inmunizacién con
ChAdV68.5WTnt.MAG25mer, ChAdV68.5WTnt.MAG25mer con anti-CTLA-4 (IV) o
ChAdV68.5WTnt. MAG25mer (SC), respectivamente.

Tabla 24 - Respuestas inmunitarias celulares con ChAdV68 y anti-CTLA-4

Antigeno

TatTL8 | Gag Env TL9 | EnvCL9 | Gag Pol SV9
Grupo CM9 LW9
chAdV 608,6+1 | 556,7+1 | 478,741 | 297,2498 | 79,8129 | 236,416

32,6 36,4 47,6 .3 .9 6,5
chAdV + anti- | 899,842 | 1081+1 | 1234+1 | 136013 | 567,612 | 744,112
CTLA4 IV 87,6 78,7 66,2 9,8 65,5 35,6
chAdV + anti- | 995,52 | 1149+1 | 629,8+2 | 595,2+19 | 236,17 | 378,819
CTLA4 SC 36,8 58,7 05,6 2,6 1,7 1,3
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Determinadas secuencias

A continuacién, se muestran secuencias para vectores, casetes y anticuerpos.

Tremelimumab VL (SEQ ID NO:16)

PSSLSASVGDRVTITCRASQSINSYLDWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYYSTPFTFGPGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPRE
AKV

Tremelimumab VH (SEQ ID NO:17)

GVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPRGATLYYYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSE
STAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH

Tremelimumab VH CDR1 (SEQ ID NO:18)

GFTFSSYGMH

Tremelimumab VH CDR2 (SEQ ID NO:19)
VIWYDGSNKYYADSV

Tremelimumab VH CDR3 (SEQ ID NO:20)
DPRGATLYYYYYGMDV

Tremelimumab VL CDR1 (SEQ ID NO:21)
RASQSINSYLD

Tremelimumab VL CDR2 (SEQ ID NO:22)
AASSLQS

Tremelimumab VL CDR3 (SEQ ID NO:23)
QQYYSTPFET

Durvalumab (MEDI4736) VL (SEQ ID NO:24)

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQRVSSSYLAWYQQOKPGOAPRLLIYDASSRATGIPDRESGSGSGTD
FTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSLPWTFGQGTKVEIK

MEDI4736 VH (SEQ ID NO:25)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSRYWMSWVROQAPGKGLEWVANIKQODGSEKYYVDSVKGRETIS
RDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREGGWEFGELAFDYWGQGTLVTVSS

MEDI4736 VH CDR1 (SEQ ID NO:26)

RYWMS

MEDI4736 VH CDR2 (SEQ ID NO:27)

NIKQDGSEKYYVDSVKG

MEDI4736 VH CDR3 (SEQ ID NO:28)
EGGWFGELAFDY
MEDI4736 VL CDR1 (SEQ ID NO:29)
RASQRVSSSYLA
MEDI4736 VL CDR2 (SEQ ID NO:30)
DASSRAT
MEDI4736 VL CDR3 (SEQ ID NO:31)
QQYGSLPWT

Nucledtido de UbA76-25merPDTT (SEQ ID NO:32)

GCCCGGGCATTTAAATGCGATCGCATCGATtacgactctagaatagtctagtccgcaggceccacca
tgCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACCCTAGAGGTGGAGCCCAGTGACACCATCGAG
AACGTGAAGGCCAAGATCCAGGATAAAGAGGGCATCCCCCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCCGGCAA
GCAGCTGGAAGATGGCCGCACCCTCTCTGATTACAACATCCAGAAGGAGTCAACCCTGCACCTGGTCCTTC
GCCTGAGAGGTGcCatgtttcaggcgctgagcgaaggctgcacccecgtatgatattaaccagatgectgaac
gtgctgggcgatcatcaggtctcaggccttgagcagcttgagagtataatcaactttgaaaaactgactga
atggaccagttctaatgttatgCCTATCCTGTCTCCTCTGACAAAGGGCATCCTGGGCTTCGTGTTTACCC
TGACCGTGCCTTCTGAGAGAGGACTTagctgcattagcgaagcggatgcgaccaccccggaaagcgcgaac
ctgggcgaagaaattctgagccagctgtatctttggccaagggtgacctaccattccectagttatgetta
ccaccaatttgaaagacgagccaaatataaaagaCACTTCCCCGGCTTTGGCCAGAGCCTGCTGTTTGGCT
ACCCTGTGTACGTGTTCGGCGATTGCGTGCAGGGCGATtgggatgcgattecgectttecgectattgecgegecg




244

ccgggctatgcecgectgcectgecgectgcaacgataccaactatagegetectgetggetgtgggggecctagaagg
acccaggaatcaggactggcttggtgtcccaagacaacttgtaactCGGATGCAGGCTATTCAGAATGCCG
GCCTGTGTACCCTGGTGGCCATGCTGGAAGAGACAATCTTCTGGCTGCAAgcgtttctgatggcgectgacce
gatagcggcccgaaaaccaacattattgtggatagccagtatgtgatgggcattagcaaaccgagectttca
ggaatttgtggattgggaaaacgtgagcccggaactgaacagcaccgatcageccgtttTGGCAAGCCGGAA
TCCTGGCCAGAAATCTGGTGCCTATGGTGGCCACAGTGCAGGGCCAGAACCTGAAGTACCAGggtcagtceca
ctagtcatctctgcttctatcattgtcttcaacctgCtggaactggaaggtgattatcgagatgatggcaa
cgtgtgggtgcataccccgctgagecccgecgcaccctgaacgecgtgggtgaaagecggtggaagaaaaaaaag
gtattccagttcacctagagctggccagtatgaccaacaTggagctcatgagcagtattgtgcatcagcag
gt cAGAACATACGGCCCCGTGTTCATGTGTCTCGGCGGACTGCTTACAATGGTGGCTGGTGCTGTGTGGCT
GACAGTGcgagtgctcgagctgttccgggeccgecgcagectggeccaacgacgtggteccteccagatcatggage
tttgtggtgcagcgtttcgccaggtgtgccataccaccgtgeccgtggccgaacgcgagectgaccecgaaa
tggaacaacgaaaccacccagccccagatcgccaactgcagecgtgtatgacttttttgtgtggetecatta
ttattctgttcgagacacactttggccaagggtgacctaccatatgaacaaatatgcgtatcatatgctgg
aaagacgagccaaatataaaagaGGACCAGGACCTGGCGCTAAATTTGTGGCCGCCTGGACACTGAAAGCC
GCTGCTGGTCCTGGACCTGGCCAGTACATCAAGGCCAACAGCAAGTTCATCGGCATCACCGAACTCGGACC
CGGACCAGGCTGATGATTTCGAAATTTAAATAAGCTTGCGGCCGCTAGGGATAACAGGGTAATtatcacgce
ccaaacatttacagccgcggtgtcaaaaaccgcecgtgg

Polipéptido de UbA76-25merPDTT (SEQ ID NO:33)

MOIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKES
TLHLVLRLRGAMFQALSEGCTPYDINQMLNVLGDHQVSGLEQLESIINFEKLTEWTSSNVMPILSPLTKGI
LGFVFTLTVPSERGLSCISEADATTPESANLGEEILSQLYLWPRVTYHSPSYAYHQFERRAKYKRHFPGEG
QSLLFGYPVYVEFGDCVQGDWDAIRFRYCAPPGYALLRCNDTNYSALLAVGALEGPRNQDWLGVPRQLVTRM
QOATIQONAGLCTLVAMLEETIFWLOQAFLMALTDSGPKTNIIVDSQYVMGISKPSFQEFVDWENVSPELNSTDQ
PEFWOAGILARNLVPMVATVOGONLKYQGOSLVISASIIVENLLELEGDYRDDGNVWVHTPLSPRTLNAWVK
AVEEKKGIPVHLELASMTNMELMSSIVHQOVRTYGPVEMCLGGLLTMVAGAVWLTVRVLELFRAAQLANDV
VLOIMELCGAAFRQVCHTTVPWPNASLTPKWNNETTQPQIANCSVYDFEFVWLHYYSVRDTLWPRVTYHMNK
YAYHMLERRAKYKRGPGPGAKEFVAAWTLKAAAGPGPGQYIKANSKFIGITELGPGPG

Nucledtido de MAG-25merPDTT (SEQ ID NO:34)

ATGGCCGGGATGTTCCAGGCACTGTCCGAAGGCTGCACACCCTATGATATTAACCAGATGCTGAATGTCCT
GGGAGACCACCAGGTCTCTGGCCTGGAGCAGCTGGAGAGCATCATCAACTTCGAGAAGCTGACCGAGTGGA
CAAGCTCCAATGTGATGCCTATCCTGTCCCCACTGACCAAGGGCATCCTGGGCTTCGTGTTTACCCTGACA
GTGCCTTCTGAGCGGGGCCTGTCTTGCATCAGCGAGGCAGACGCAACCACACCAGAGTCCGCCAATCTGGG
CGAGGAGATCCTGTCTCAGCTGTACCTGTGGCCCCGGGTGACATATCACTCCCCTTCTTACGCCTATCACC
AGTTCGAGCGGAGAGCCAAGTACAAGAGACACTTCCCAGGCTTTGGCCAGTCTCTGCTGTTCGGCTACCCC
GTGTACGTGTTCGGCGATTGCGTGCAGGGCGACTGGGATGCCATCCGGTTTAGATACTGCGCACCACCTGG
ATATGCACTGCTGAGGTGTAACGACACCAATTATTCCGCCCTGCTGGCAGTGGGCGCCCTGGAGGGCCCTC
GCAATCAGGATTGGCTGGGCGTGCCAAGGCAGCTGGTGACACGCATGCAGGCCATCCAGAACGCAGGCCTG
TGCACCCTGGTGGCAATGCTGGAGGAGACAATCTTCTGGCTGCAGGCCTTTCTGATGGCCCTGACCGACAG
CGGCCCCAAGACAAACATCATCGTGGATTCCCAGTACGTGATGGGCATCTCCAAGCCTTCTTTCCAGGAGT
TTGTGGACTGGGAGAACGTGAGCCCAGAGCTGAATTCCACCGATCAGCCATTCTGGCAGGCAGGAATCCTG
GCAAGGAACCTGGTGCCTATGGTGGCCACAGTGCAGGGCCAGAATCTGAAGTACCAGGGCCAGAGCCTGGT
CATCAGCGCCTCCATCATCGTGTTTAACCTGCTGGAGCTGGAGGGCGACTATCGGGACGATGGCAACGTGT
GGGTGCACACCCCACTGAGCCCCAGAACACTGAACGCCTGGGTGAAGGCCGTGGAGGAGAAGAAGGGCATC
CCAGTGCACCTGGAGCTGGCCTCCATGACCAATATGGAGCTGATGTCTAGCATCGTGCACCAGCAGGTGAG
GACATACGGACCCGTGTTCATGTGCCTGGGAGGCCTGCTGACCATGGTGGCAGGAGCCGTGTGGCTGACAG
TGCGGGTGCTGGAGCTGTTCAGAGCCGCCCAGCTGGCCAACGATGTGGTGCTGCAGATCATGGAGCTGTGC
GGAGCAGCCTTTCGCCAGGTGTGCCACACCACAGTGCCATGGCCCAATGCCTCCCTGACCCCCAAGTGGAA
CAATGAGACAACACAGCCTCAGATCGCCAACTGTAGCGTGTACGACTTCTTCGTGTGGCTGCACTACTATA
GCGTGAGGGATACCCTGTGGCCCCGCGTGACATACCACATGAATAAGTACGCCTATCACATGCTGGAGAGG
CGCGCCAAGTATAAGAGAGGCCCTGGCCCAGGCGCAAAGTTTGTGGCAGCATGGACCCTGAAGGCCGLCLCGL
CGGCCCCGGCCCCGGCCAGTATATCAAGGCTAACAGTAAGTTCATTGGAATCACAGAGCTGGGACCCGGAC
CTGGA
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Polipéptido de MAG-25merPDTT (SEQ ID NO:35)

MAGMEFQALSEGCTPYDINQMLNVLGDHQVSGLEQLESIINFEKLTEWTSSNVMPILSPLTKGILG
FVFTLTVPSERGLSCISEADATTPESANLGEEILSQLYLWPRVTYHSPSYAYHQFERRAKYKRHEPGEGQOS
LLEGYPVYVEFGDCVQGDWDAIRFRYCAPPGYALLRCNDTNYSALLAVGALEGPRNQDWLGVPRQLVTRMQA
IONAGLCTLVAMLEETIFWLOQAFLMALTDSGPKTNIIVDSQYVMGISKPSFQEFVDWENVSPELNSTDOPF
WOAGILARNLVPMVATVQOGONLKYQGQSLVISASIIVENLLELEGDYRDDGNVWVHTPLSPRTLNAWVKAV
EEKKGIPVHLELASMTNMELMSSIVHQQVRTYGPVFMCLGGLLTMVAGAVWLTVRVLELFRAAQLANDVVL
QIMELCGAAFRQVCHTTVPWPNASLTPKWNNETTQPQIANCSVYDFEVWLHYYSVRDTLWPRVTYHMNKYA
YHMLERRAKYKRGPGPGAKFVAAWTLKAAAGPGPGQYIKANSKFIGITELGPGPG

Nucledtido Ub7625merPDTT NoSFL (SEQ ID NO:36)

GCCCGGGCATTTAAATGCGATCGCATCGATtacgactctagaatagtctagtccgcaggccacca
tgCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACCCTAGAGGTGGAGCCCAGTGACACCATCGAG
AACGTGAAGGCCAAGATCCAGGATAAAGAGGGCATCCCCCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCCGGCAA
GCAGCTGGAAGATGGCCGCACCCTCTCTGATTACAACATCCAGAAGGAGTCAACCCTGCACCTGGTCCTTC
GCCTGAGAGGTGcCatgtttcaggcgctgagcgaaggctgcacccecgtatgatattaaccagatgectgaac
gtgctgggcgatcatcagtttaagcacatcaaagcctttgaccggacatttgctaacaacccaggtcccat
ggttgtgtttgccacacctgggCCTATCCTGTCTCCTCTGACAAAGGGCATCCTGGGCTTCGTGTTTACCC
TGACCGTGCCTTCTGAGAGAGGACTTagctgcattagcgaagcggatgcgaccaccccggaaagcgcgaac
ctgggcgaagaaattctgagccagctgtatctttggccaagggtgacctaccatteccectagttatgetta
ccaccaatttgaaagacgagccaaatataaaagaCACTTCCCCGGCTTTGGCCAGAGCCTGCTGTTTGGCT
ACCCTGTGTACGTGTTCGGCGATTGCGTGCAGGGCGATtgggatgcgattecgectttecgectattgecgecgecg
ccgggctatgcgctgctgecgectgcaacgataccaactatagecgectctgectggectgtgggggecctagaagg
acccaggaatcaggactggcttggtgtcccaagacaacttgtaactCGGATGCAGGCTATTCAGAATGCCG
GCCTGTGTACCCTGGTGGCCATGCTGGAAGAGACAATCTTCTGGCTGCAAgcgtttctgatggecgectgacce
gatagcggcccgaaaaccaacattattgtggatagccagtatgtgatgggcattagcaaaccgagetttcea
ggaatttgtggattgggaaaacgtgagcccggaactgaacagcaccgatcagecgtttTGGCAAGCCGGAA
TCCTGGCCAGAAATCTGGTGCCTATGGTGGCCACAGTGCAGGGCCAGAACCTGAAGTACCAGggtcagtca
ctagtcatctctgcttctatcattgtcttcaacctgCtggaactggaaggtgattatcgagatgatggcaa
cgtgtgggtgcataccccgctgagecccgecgcaccctgaacgecgtgggtgaaagecggtggaagaaaaaaaag
gtattccagttcacctagagctggccagtatgaccaacaTggagctcatgagcagtattgtgcatcagcag
gt cAGAACATACGGCCCCGTGTTCATGTGTCTCGGCGGACTGCTTACAATGGTGGCTGGTGCTGTGTGGCT
GACAGTGcgagtgctcgagctgttccgggececgegecagetggeccaacgacgtggtecteccagatcatggage
tttgtggtgcagcgtttcgccaggtgtgeccataccaccgtgeccgtggccgaacgcgagecctgaccccgaaa
tggaacaacgaaaccacccagccccagatcgccaactgcagecgtgtatgacttttttgtgtggetcecatta
ttattctgttcgagacacactttggccaagggtgacctaccatatgaacaaatatgcgtatcatatgctgg
aaagacgagccaaatataaaagaGGACCAGGACCTGGCGCTAAATTTGTGGCCGCCTGGACACTGAAAGCC
GCTGCTGGTCCTGGACCTGGCCAGTACATCAAGGCCAACAGCAAGTTCATCGGCATCACCGAACTCGGACC
CGGACCAGGCTGATGATTTCGAAATTTAAATAAGCTTGCGGCCGCTAGGGATAACAGGGTAATtatcacgce
ccaaacatttacagccgcggtgtcaaaaaccgegtgg

Polipéptido de Ub7625merPDTT NoSFL (SEQ ID NO:37)

MOIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDOQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKES
TLHLVLRLRGAMFQALSEGCTPYDINQOMLNVLGDHQFKHIKAFDRTFANNPGPMVVFATPGPILSPLTKGI
LGFVFTLTVPSERGLSCISEADATTPESANLGEEILSQLYLWPRVTYHSPSYAYHQFERRAKYKRHFPGEG
QOSLLEFGYPVYVEFGDCVQGDWDAIRFRYCAPPGYALLRCNDTNYSALLAVGALEGPRNQDWLGVPRQLVTRM
OATONAGLCTLVAMLEETIFWLOAFLMALTDSGPKTNIIVDSQYVMGISKPSFQEFVDWENVSPELNSTDQ
PEFWQAGILARNLVPMVATVQOGONLKYQGQSLVISASIIVENLLELEGDYRDDGNVWVHTPLSPRTLNAWVK
AVEEKKGIPVHLELASMTNMELMSSIVHQOVRTYGPVEMCLGGLLTMVAGAVWLTVRVLELFRAAQLANDV
VLOIMELCGAAFRQVCHTTVPWPNASLTPKWNNETTQPQIANCSVYDFEFVWLHYYSVRDTLWPRVTYHMNK
YAYHMLERRAKYKRGPGPGAKFVAAWTLKAAAGPGPGQYIKANSKFIGITELGPGPG

ChAdV68.5WTnt .MAG25mer (SEQ ID NO:2); AC 000011.1 con las
secuencias E1 (de nt 577 a 3.403) y E3 (de nt 27.125 - 31.825)
eliminadas; nucledétidos de ATCC VR-594 correspondientes sustituidos en
cinco posiciones; modelo de casete de neoantigeno bajo control del
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promotor/potenciador del CMV insertado en lugar de la El eliminada;
SvV40 polyA 3’ del casete

CCATCTTCAATAATATACCTCAAACTTTTTGTGCGCGTTAATATGCAAATGAGGCGTTTGAATTT
GGGGAGGAAGGGCGGTGATTGGTCGAGGGATGAGCGACCGTTAGGGGCGGGGCGAGTGACGTTTTGATGAC
GTGGTTGCGAGGAGGAGCCAGTTTGCAAGTTCTCGTGGGAAAAGTGACGTCAAACGAGGTGTGGTTTGAAC
ACGGAAATACTCAATTTTCCCGCGCTCTCTGACAGGAAATGAGGTGTTTCTGGGCGGATGCAAGTGAAAAC
GGGCCATTTTCGCGCGAAAACTGAATGAGGAAGTGAAAATCTGAGTAATTTCGCGTTTATGGCAGGGAGGA
GTATTTGCCGAGGGCCGAGTAGACTTTGACCGATTACGTGGGGGTTTCGATTACCGTGTTTTTCACCTAAA
TTTCCGCGTACGGTGTCAAAGTCCGGTGTTTTTACGTAGGTGTCAGCTGATCGCCAGGGTATTTAAACCTG
CGCTCTCCAGTCAAGAGGCCACTCTTGAGTGCCAGCGAGAAGAGTTTTCTCCTCCGCGCCGCGAGTCAGAT
CTACACTTTGAAAGTAGGGATAACAGGGTAATgacattgattattgactagttGttaaTAGTAATCAATTA
CGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGC
TGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGAC
TTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATA
TGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACC
TTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGgTGATGCGGTTTTG
GCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCA
ATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACG
CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGC
CTGGAACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACAGCGATCGCGCcaccATGGCCGGGATGTTCC
AGGCACTGTCCGAAGGCTGCACACCCTATGATATTAACCAGATGCTGAATGTCCTGGGAGACCACCAGGTC
TCTGGCCTGGAGCAGCTGGAGAGCATCATCAACTTCGAGAAGCTGACCGAGTGGACAAGCTCCAATGTGAT
GCCTATCCTGTCCCCACTGACCAAGGGCATCCTGGGCTTCGTGTTTACCCTGACAGTGCCTTCTGAGCGGG
GCCTGTCTTGCATCAGCGAGGCAGACGCAACCACACCAGAGTCCGCCAATCTGGGCGAGGAGATCCTGTCT
CAGCTGTACCTGTGGCCCCGGGTGACATATCACTCCCCTTCTTACGCCTATCACCAGTTCGAGCGGAGAGC
CAAGTACAAGAGACACTTCCCAGGCTTTGGCCAGTCTCTGCTGTTCGGCTACCCCGTGTACGTGTTCGGCG
ATTGCGTGCAGGGCGACTGGGATGCCATCCGGTTTAGATACTGCGCACCACCTGGATATGCACTGCTGAGG
TGTAACGACACCAATTATTCCGCCCTGCTGGCAGTGGGCGCCCTGGAGGGCCCTCGCAATCAGGATTGGCT
GGGCGTGCCAAGGCAGCTGGTGACACGCATGCAGGCCATCCAGAACGCAGGCCTGTGCACCCTGGTGGCAA
TGCTGGAGGAGACAATCTTCTGGCTGCAGGCCTTTCTGATGGCCCTGACCGACAGCGGCCCCAAGACAAAC
ATCATCGTGGATTCCCAGTACGTGATGGGCATCTCCAAGCCTTCTTTCCAGGAGTTTGTGGACTGGGAGAA
CGTGAGCCCAGAGCTGAATTCCACCGATCAGCCATTCTGGCAGGCAGGAATCCTGGCAAGGAACCTGGTGC
CTATGGTGGCCACAGTGCAGGGCCAGAATCTGAAGTACCAGGGCCAGAGCCTGGTCATCAGCGCCTCCATC
ATCGTGTTTAACCTGCTGGAGCTGGAGGGCGACTATCGGGACGATGGCAACGTGTGGGTGCACACCCCACT
GAGCCCCAGAACACTGAACGCCTGGGTGAAGGCCGTGGAGGAGAAGAAGGGCATCCCAGTGCACCTGGAGC
TGGCCTCCATGACCAATATGGAGCTGATGTCTAGCATCGTGCACCAGCAGGTGAGGACATACGGACCCGTG
TTCATGTGCCTGGGAGGCCTGCTGACCATGGTGGCAGGAGCCGTGTGGCTGACAGTGCGGGTGCTGGAGCT
GTTCAGAGCCGCCCAGCTGGCCAACGATGTGGTGCTGCAGATCATGGAGCTGTGCGGAGCAGCCTTTCGCC
AGGTGTGCCACACCACAGTGCCATGGCCCAATGCCTCCCTGACCCCCAAGTGGAACAATGAGACAACACAG
CCTCAGATCGCCAACTGTAGCGTGTACGACTTCTTCGTGTGGCTGCACTACTATAGCGTGAGGGATACCCT
GTGGCCCCGCGTGACATACCACATGAATAAGTACGCCTATCACATGCTGGAGAGGCGCGCCAAGTATAAGA
GAGGCCCTGGCCCAGGCGCAAAGTTTGTGGCAGCATGGACCCTGAAGGCCGCCGCCGGLCCCCGGCCCCGGL
CAGTATATCAAGGCTAACAGTAAGTTCATTGGAATCACAGAGCTGGGACCCGGACCTGGATAATGAGTTTA
AACTCCCATTTAAATGTGAGGGTTAATGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAA
CCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACC
ATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGAT
GTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATAACTATAACGGTCCTAAGGTAGC
GAGTGAGTAGTGTTCTGGGGCGGGGGAGGACCTGCATGAGGGCCAGAATAACTGAAATCTGTGCTTTTCTG
TGTGTTGCAGCAGCATGAGCGGAAGCGGCTCCTTTGAGGGAGGGGTATTCAGCCCTTATCTGACGGGGCGT
CTCCCCTCCTGGGCGGGAGTGCGTCAGAATGTGATGGGATCCACGGTGGACGGCCGGCCCGTGCAGLCLCLGL
GAACTCTTCAACCCTGACCTATGCAACCCTGAGCTCTTCGTCGTTGGACGCAGCTGCCGCCGCAGCTGCTG
CATCTGCCGCCAGCGCCGTGCGCGGAATGGCCATGGGCGCCGGCTACTACGGCACTCTGGTGGCCAACTCG
AGTTCCACCAATAATCCCGCCAGCCTGAACGAGGAGAAGCTGTTGCTGCTGATGGCCCAGCTCGAGGCCTT
GACCCAGCGCCTGGGCGAGCTGACCCAGCAGGTGGCTCAGCTGCAGGAGCAGACGCGGGCCGCGGTTGCCA
CGGTGAAATCCAAATAAAAAATGAATCAATAAATAAACGGAGACGGTTGTTGATTTTAACACAGAGTCTGA
ATCTTTATTTGATTTTTCGCGCGCGGTAGGCCCTGGACCACCGGTCTCGATCATTGAGCACCCGGTGGATC
TTTTCCAGGACCCGGTAGAGGTGGGCTTGGATGTTGAGGTACATGGGCATGAGCCCGTCCCGGGGGTGGAG
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GTAGCTCCATTGCAGGGCCTCGTGCTCGGGGGTGGTGTTGTAAATCACCCAGTCATAGCAGGGGCGCAGGG
CATGGTGTTGCACAATATCTTTGAGGAGGAGACTGATGGCCACGGGCAGCCCTTTGGTGTAGGTGTTTACA
AATCTGTTGAGCTGGGAGGGATGCATGCGGGGGGAGATGAGGTGCATCTTGGCCTGGATCTTGAGATTGGC
GATGTTACCGCCCAGATCCCGCCTGGGGTTCATGTTGTGCAGGACCACCAGCACGGTGTATCCGGTGCACT
TGGGGAATTTATCATGCAACTTGGAAGGGAAGGCGTGAAAGAATTTGGCGACGCCTTTGTGCCCGCCCAGG
TTTTCCATGCACTCATCCATGATGATGGCGATGGGCCCGTGGGCGGCGGCCTGGGCAAAGACGTTTCGGGG
GTCGGACACATCATAGTTGTGGTCCTGGGTGAGGTCATCATAGGCCATTTTAATGAATTTGGGGCGGAGGG
TGCCGGACTGGGGGACAAAGGTACCCTCGATCCCGGGGGCGTAGTTCCCCTCACAGATCTGCATCTCCCAG
GCTTTGAGCTCGGAGGGGGGGATCATGTCCACCTGCGGGGCGATAAAGAACACGGTTTCCGGGGCGGGGGA
GATGAGCTGGGCCGAAAGCAAGTTCCGGAGCAGCTGGGACTTGCCGCAGCCGGTGGGGCCGTAGATGACCC
CGATGACCGGCTGCAGGTGGTAGTTGAGGGAGAGACAGCTGCCGTCCTCCCGGAGGAGGGGGGCCACCTCG
TTCATCATCTCGCGCACGTGCATGTTCTCGCGCACCAGTTCCGCCAGGAGGCGCTCTCCCCCCAGGGATAG
GAGCTCCTGGAGCGAGGCGAAGTTTTTCAGCGGCTTGAGTCCGTCGGCCATGGGCATTTTGGAGAGGGTTT
GTTGCAAGAGTTCCAGGCGGTCCCAGAGCTCGGTGATGTGCTCTACGGCATCTCGATCCAGCAGACCTCCT
CGTTTCGCGGGTTGGGACGGCTGCGGGAGTAGGGCACCAGACGATGGGCGTCCAGCGCAGCCAGGGTCCGEG
TCCTTCCAGGGTCGCAGCGTCCGCGTCAGGGTGGTCTCCGTCACGGTGAAGGGGTGCGCGCCGGGLCTGGGL
GCTTGCGAGGGTGCGCTTCAGGCTCATCCGGCTGGTCGAAAACCGCTCCCGATCGGCGCCCTGCGCGTCGG
CCAGGTAGCAATTGACCATGAGTTCGTAGTTGAGCGCCTCGGCCGCGTGGCCTTTGGCGCGGAGCTTACCT
TTGGAAGTCTGCCCGCAGGCGGGACAGAGGAGGGACTTGAGGGCGTAGAGCTTGGGGGCGAGGAAGACGGA
CTCGGGGGCGTAGGCGTCCGCGCCGCAGTGGGCGCAGACGGTCTCGCACTCCACGAGCCAGGTGAGGTCGG
GCTGGTCGGGGTCAAAAACCAGTTTCCCGCCGTTCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTTTGGTCTCCATGAGC
TCGTGTCCCCGCTGGGTGACAAAGAGGCTGTCCGTGTCCCCGTAGACCGACTTTATGGGCCGGTCCTCGAG
CGGTGTGCCGCGGTCCTCCTCGTAGAGGAACCCCGCCCACTCCGAGACGAAAGCCCGGGTCCAGGCCAGCA
CGAAGGAGGCCACGTGGGACGGGTAGCGGTCGTTGTCCACCAGCGGGTCCACCTTTTCCAGGGTATGCAAA
CACATGTCCCCCTCGTCCACATCCAGGAAGGTGATTGGCTTGTAAGTGTAGGCCACGTGACCGGGGGTCCC
GGCCGGGGGGGTATAAAAGGGTGCGGGTCCCTGCTCGTCCTCACTGTCTTCCGGATCGCTGTCCAGGAGCG
CCAGCTGTTGGGGTAGGTATTCCCTCTCGAAGGCGGGCATGACCTCGGCACTCAGGTTGTCAGTTTCTAGA
AACGAGGAGGATTTGATATTGACGGTGCCGGCGGAGATGCCTTTCAAGAGCCCCTCGTCCATCTGGTCAGA
AAAGACGATCTTTTTGTTGTCGAGCTTGGTGGCGAAGGAGCCGTAGAGGGCGTTGGAGAGGAGCTTGGCGA
TGGAGCGCATGGTCTGGTTTTTTTCCTTGTCGGCGCGCTCCTTGGCGGCGATGTTGAGCTGCACGTACTCG
CGCGCCACGCACTTCCATTCGGGGAAGACGGTGGTCAGCTCGTCGGGCACGATTCTGACCTGCCAGCCCCG
ATTATGCAGGGTGATGAGGTCCACACTGGTGGCCACCTCGCCGCGCAGGGGCTCATTAGTCCAGCAGAGGC
GTCCGCCCTTGCGCGAGCAGAAGGGGGGCAGGGGGTCCAGCATGACCTCGTCGGGGGGGTCGGCATCGATG
GTGAAGATGCCGGGCAGGAGGTCGGGGTCAAAGTAGCTGATGGAAGTGGCCAGATCGTCCAGGGCAGCTTG
CCATTCGCGCACGGCCAGCGCGCGCTCGTAGGGACTGAGGGGCGTGCCCCAGGGCATGGGATGGGTAAGCG
CGGAGGCGTACATGCCGCAGATGTCGTAGACGTAGAGGGGCTCCTCGAGGATGCCGATGTAGGTGGGGTAG
CAGCGCCCCCCGCGGATGCTGGCGCGCACGTAGTCATACAGCTCGTGCGAGGGGGCGAGGAGCCCCGGGLL
CAGGTTGGTGCGACTGGGCTTTTCGGCGCGGTAGACGATCTGGCGGAAAATGGCATGCGAGTTGGAGGAGA
TGGTGGGCCTTTGGAAGATGTTGAAGTGGGCGTGGGGCAGTCCGACCGAGTCGCGGATGAAGTGGGCGTAG
GAGTCTTGCAGCTTGGCGACGAGCTCGGCGGTGACTAGGACGTCCAGAGCGCAGTAGTCGAGGGTCTCCTG
GATGATGTCATACTTGAGCTGTCCCTTTTGTTTCCACAGCTCGCGGTTGAGAAGGAACTCTTCGCGGTCCT
TCCAGTACTCTTCGAGGGGGAACCCGTCCTGATCTGCACGGTAAGAGCCTAGCATGTAGAACTGGTTGACG
GCCTTGTAGGCGCAGCAGCCCTTCTCCACGGGGAGGGCGTAGGCCTGGGCGGCCTTGCGCAGGGAGGTGTG
CGTGAGGGCGAAAGTGTCCCTGACCATGACCTTGAGGAACTGGTGCTTGAAGTCGATATCGTCGCAGCCCC
CCTGCTCCCAGAGCTGGAAGTCCGTGCGCTTCTTGTAGGCGGGGTTGGGCAAAGCGAAAGTAACATCGTTG
AAGAGGATCTTGCCCGCGCGGGGCATAAAGTTGCGAGTGATGCGGAAAGGTTGGGGCACCTCGGCCCGGTT
GTTGATGACCTGGGCGGCGAGCACGATCTCGTCGAAGCCGTTGATGTTGTGGCCCACGATGTAGAGTTCCA
CGAATCGCGGACGGCCCTTGACGTGGGGCAGTTTCTTGAGCTCCTCGTAGGTGAGCTCGTCGGGGTCGCTG
AGCCCGTGCTGCTCGAGCGCCCAGTCGGCGAGATGGGGETTGGCGCGGAGGAAGGAAGTCCAGAGATCCAC
GGCCAGGGCGGTTTGCAGACGGTCCCGGTACTGACGGAACTGCTGCCCGACGGCCATTTTTTCGGGGGTGA
CGCAGTAGAAGGTGCGGGGGTCCCCGTGCCAGCGATCCCATTTGAGCTGGAGGGCGAGATCGAGGGCGAGC
TCGACGAGCCGGTCGTCCCCGGAGAGTTTCATGACCAGCATGAAGGGGACGAGCTGCTTGCCGAAGGACCC
CATCCAGGTGTAGGTTTCCACATCGTAGGTGAGGAAGAGCCTTTCGGTGCGAGGATGCGAGCCGATGGGGA
AGAACTGGATCTCCTGCCACCAATTGGAGGAATGGCTGTTGATGTGATGGAAGTAGAAATGCCGACGGCGC
GCCGAACACTCGTGCTTGTGTTTATACAAGCGGCCACAGTGCTCGCAACGCTGCACGGGATGCACGTGCTG
CACGAGCTGTACCTGAGTTCCTTTGACGAGGAATTTCAGTGGGAAGTGGAGTCGTGGCGCCTGCATCTCGT
GCTGTACTACGTCGTGGTGGTCGGCCTGGCCCTCTTCTGCCTCGATGGTGGTCATGCTGACGAGCCCGLCGL
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GGGAGGCAGGTCCAGACCTCGGCGCGAGCGGGTCGGAGAGCGAGGACGAGGGCGCGCAGGCCGGAGCTGTC
CAGGGTCCTGAGACGCTGCGGAGTCAGGTCAGTGGGCAGCGGCGGCGCGCGGTTGACTTGCAGGAGTTTTT
CCAGGGCGCGCGGGAGGTCCAGATGGTACTTGATCTCCACCGCGCCATTGGTGGCGACGTCGATGGCTTGC
AGGGTCCCGTGCCCCTGGGGTGTGACCACCGTCCCCCGTTTCTTCTTGGGCGGCTGGGGCGACGGGGGCEE
TGCCTCTTCCATGGTTAGAAGCGGCGGCGAGGACGCGCGCCGGGLCGEGCAGGGGCGGCTCGGGGCCCGGAGG
CAGGGGCGGCAGGGGCACGTCGGCGCCGCGCGCGGGETAGGTTCTGGTACTGCGCCCGGAGAAGACTGGCGT
GAGCGACGACGCGACGGTTGACGTCCTGGATCTGACGCCTCTGGGTGAAGGCCACGGGACCCGTGAGTTTG
AACCTGAAAGAGAGTTCGACAGAATCAATCTCGGTATCGTTGACGGCGGCCTGCCGCAGGATCTCTTGCAC
GTCGCCCGAGTTGTCCTGGTAGGCGATCTCGGTCATGAACTGCTCGATCTCCTCCTCTTGAAGGTCTCCGC
GGCCGGCGCGCTCCACGGTGGCCGCGAGGTCGTTGGAGATGCGGCCCATGAGCTGCGAGAAGGCGTTCATG
CCCGCCTCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGACGCCCTCGGGATCGCgGGCGCGCATGACCACCTGGGL
GAGGTTGAGCTCCACGTGGCGCGTGAAGACCGCGTAGTTGCAGAGGCGCTGGTAGAGGTAGTTGAGCGTGG
TGGCGATGTGCTCGGTGACGAAGAAATACATGATCCAGCGGCGGAGCGGCATCTCGCTGACGTCGCCCAGC
GCCTCCAAACGTTCCATGGCCTCGTAAAAGTCCACGGCGAAGTTGAAAAACTGGGAGTTGCGCGCCGAGALC
GGTCAACTCCTCCTCCAGAAGACGGATGAGCTCGGCGATGGTGGCGCGCACCTCGCGCTCGAAGGCCCLCCG
GGAGTTCCTCCACTTCCTCTTCTTCCTCCTCCACTAACATCTCTTCTACTTCCTCCTCAGGCGGCAGTGGT
GGCGGGGGAGGGGGCCTGCGTCGCCGGCGGCGCACGGGCAGACGGTCGATGAAGCGCTCGATGGTCTCGCC
GCGCCGGCGTCGCATGGTCTCGGTGACGGCGCGCCCGTCCTCGCGGGGCCGCAGCGTGAAGACGCCGLLGL
GCATCTCCAGGTGGCCGGGGGGGTCCCCGTTGGGCAGGGAGAGGGCGCTGACGATGCATCTTATCAATTGC
CCCGTAGGGACTCCGCGCAAGGACCTGAGCGTCTCGAGATCCACGGGATCTGAAAACCGCTGAACGAAGGC
TTCGAGCCAGTCGCAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACGGTTTCTTCTGGCGGGTCATGTTGGTTGGGAGCGG
GGCGGGCGATGCTGCTGGTGATGAAGTTGAAATAGGCGGTTCTGAGACGGCGGATGGTGGCGAGGAGCALCC
AGGTCTTTGGGCCCGGCTTGCTGGATGCGCAGACGGTCGGCCATGCCCCAGGCGTGGTCCTGACACCTGGL
CAGGTCCTTGTAGTAGTCCTGCATGAGCCGCTCCACGGGCACCTCCTCCTCGCCCGCGCGGCCGTGCATGC
GCGTGAGCCCGAAGCCGCGCTGGGGCTGGACGAGCGCCAGGTCGGCGACGACGCGCTCGGCGAGGATGGLT
TGCTGGATCTGGGTGAGGGTGGTCTGGAAGTCATCAAAGTCGACGAAGCGGTGGTAGGCTCCGGTGTTGAT
GGTGTAGGAGCAGTTGGCCATGACGGACCAGTTGACGGTCTGGTGGCCCGGACGCACGAGCTCGTGGTACT
TGAGGCGCGAGTAGGCGCGCGTGTCGAAGATGTAGTCGTTGCAGGTGCGCACCAGGTACTGGTAGCCGATG
AGGAAGTGCGGCGGCGGLCTGGCGGTAGAGCGGCCATCGCTCGGTGGCGGEGEGGCGECCGGGCGCGAGGTCCTC
GAGCATGGTGCGGTGGTAGCCGTAGATGTACCTGGACATCCAGGTGATGCCGGCGGCGGTGGTGGAGGCGC
GCGGGAACTCGCGGACGCGGTTCCAGATGTTGCGCAGCGGCAGGAAGTAGTTCATGGTGGGCACGGTCTGG
CCCGTGAGGCGCGCGCAGTCGTGGATGCTCTATACGGGCAAAAACGAAAGCGGTCAGCGGCTCGACTCCGT
GGCCTGGAGGCTAAGCGAACGGGTTGGGCTGCGCGTGTACCCCGGTTCGAATCTCGAATCAGGCTGGAGCC
GCAGCTAACGTGGTATTGGCACTCCCGTCTCGACCCAAGCCTGCACCAACCCTCCAGGATACGGAGGCGGG
TCGTTTTGCAACTTTTTTTTGGAGGCCGGATGAGACTAGTAAGCGCGGAAAGCGGCCGACCGCGATGGCTC
GCTGCCGTAGTCTGGAGAAGAATCGCCAGGGTTGCGTTGCGGTGTGCCCCGGTTCGAGGCCGGCCGGATTC
CGCGGCTAACGAGGGCGTGGCTGCCCCGTCGTTTCCAAGACCCCATAGCCAGCCGACTTCTCCAGTTACGG
AGCGAGCCCCTCTTTTGTTTTGTTTGTTTTTGCCAGATGCATCCCGTACTGCGGCAGATGCGCCCCCACCA
CCCTCCACCGCAACAACAGCCCCCTCCACAGCCGGCGCTTCTGCCCCCGCCCCAGCAGCAACTTCCAGCCA
CGACCGCCGCGGCCGCCGTGAGCGGGGCTGGACAGAGTTATGATCACCAGCTGGCCTTGGAAGAGGGCGAG
GGGCTGGCGCGCCTGGGGGCGTCGTCGCCGGAGCGGCACCCGCGCGTGCAGATGAAAAGGGACGCTCGCGA
GGCCTACGTGCCCAAGCAGAACCTGTTCAGAGACAGGAGCGGCGAGGAGCCCGAGGAGATGLCGLGLGGLCC
GGTTCCACGCGGGGCGGGAGCTGCGGCGCGEGCCTGGACCGAAAGAGGGTGCTGAGGGACGAGGATTTCGAG
GCGGACGAGCTGACGGGGATCAGCCCCGCGCGCGCGCACGTGGCCGCGGCCAACCTGGTCACGGCGTACGA
GCAGACCGTGAAGGAGGAGAGCAACTTCCAAAAATCCTTCAACAACCACGTGCGCACCCTGATCGCGCGLG
AGGAGGTGACCCTGGGCCTGATGCACCTGTGGGACCTGCTGGAGGCCATCGTGCAGAACCCCACCAGCAAG
CCGCTGACGGCGCAGCTGTTCCTGGTGGTGCAGCATAGTCGGGACAACGAAGCGTTCAGGGAGGCGCTGCT
GAATATCACCGAGCCCGAGGGCCGCTGGCTCCTGGACCTGGTGAACATTCTGCAGAGCATCGTGGTGCAGG
AGCGCGGGCTGCCGCTGTCCGAGAAGCTGGCGGCCATCAACTTCTCGGTGCTGAGTTTGGGCAAGTACTAC
GCTAGGAAGATCTACAAGACCCCGTACGTGCCCATAGACAAGGAGGTGAAGATCGACGGGTTTTACATGCG
CATGACCCTGAAAGTGCTGACCCTGAGCGACGATCTGGGGGTGTACCGCAACGACAGGATGCACCGTGCGG
TGAGCGCCAGCAGGCGGCGCGAGCTGAGCGACCAGGAGCTGATGCATAGTCTGCAGCGGGCCCTGACCGGG
GCCGGGACCGAGGGGGAGAGCTACTTTGACATGGGCGCGGACCTGCACTGGCAGCCCAGCCGCCGGGCCTT
GGAGGCGGCGGCAGGACCCTACGTAGAAGAGGTGGACGATGAGGTGGACGAGGAGGGCGAGTACCTGGAAG
ACTGATGGCGCGACCGTATTTTTGCTAGATGCAACAACAACAGCCACCTCCTGATCCCGCGATGCGGGCGG
CGCTGCAGAGCCAGCCGTCCGGCATTAACTCCTCGGACGATTGGACCCAGGCCATGCAACGCATCATGGCG
CTGACGACCCGCAACCCCGAAGCCTTTAGACAGCAGCCCCAGGCCAACCGGCTCTCGGCCATCCTGGAGGC
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CGTGGTGCCCTCGCGCTCCAACCCCACGCACGAGAAGGTCCTGGCCATCGTGAACGCGCTGGTGGAGAACA
AGGCCATCCGCGGCGACGAGGCCGGCCTGGTGTACAACGCGCTGCTGGAGCGCGTGGCCCGCTACAACAGC
ACCAACGTGCAGACCAACCTGGACCGCATGGTGACCGACGTGCGCGAGGCCGTGGCCCAGCGCGAGCGGTT
CCACCGCGAGTCCAACCTGGGATCCATGGTGGCGCTGAACGCCTTCCTCAGCACCCAGCCCGCCAACGTGC
CCCGGGGCCAGGAGGACTACACCAACTTCATCAGCGCCCTGCGCCTGATGGTGACCGAGGTGCCCCAGAGC
GAGGTGTACCAGTCCGGGCCGGACTACTTCTTCCAGACCAGTCGCCAGGGCTTGCAGACCGTGAACCTGAG
CCAGGCTTTCAAGAACTTGCAGGGCCTGTGGGGCGTGCAGGCCCCGGTCGGGGACCGCGCGACGGTGTCGA
GCCTGCTGACGCCGAACTCGCGCCTGCTGCTGCTGCTGGTGGCCCCCTTCACGGACAGCGGCAGCATCAAC
CGCAACTCGTACCTGGGCTACCTGATTAACCTGTACCGCGAGGCCATCGGCCAGGCGCACGTGGACGAGCA
GACCTACCAGGAGATCACCCACGTGAGCCGCGCCCTGGGCCAGGACGACCCGGGCAACCTGGAAGCCALCCC
TGAACTTTTTGCTGACCAACCGGTCGCAGAAGATCCCGCCCCAGTACGCGCTCAGCACCGAGGAGGAGCGC
ATCCTGCGTTACGTGCAGCAGAGCGTGGGCCTGTTCCTGATGCAGGAGGGGGCCACCCCCAGCGCCGCGLT
CGACATGACCGCGCGCAACATGGAGCCCAGCATGTACGCCAGCAACCGCCCGTTCATCAATAAACTGATGG
ACTACTTGCATCGGGCGGCCGCCATGAACTCTGACTATTTCACCAACGCCATCCTGAATCCCCACTGGCTC
CCGCCGCCGGGGTTCTACACGGGCGAGTACGACATGCCCGACCCCAATGACGGGTTCCTGTGGGACGATGT
GGACAGCAGCGTGTTCTCCCCCCGACCGGGTGCTAACGAGCGCCCCTTGTGGAAGAAGGAAGGCAGCGACC
GACGCCCGTCCTCGGCGCTGTCCGGCCGCGAGGGTGCTGCCGCGGCGGTGCCCGAGGCCGCCAGTCCTTTC
CCGAGCTTGCCCTTCTCGCTGAACAGTATCCGCAGCAGCGAGCTGGGCAGGATCACGCGCCCGCGCTTGLT
GGGCGAAGAGGAGTACTTGAATGACTCGCTGTTGAGACCCGAGCGGGAGAAGAACTTCCCCAATAACGGGA
TAGAAAGCCTGGTGGACAAGATGAGCCGCTGGAAGACGTATGCGCAGGAGCACAGGGACGATCCCCGGGLG
TCGCAGGGGGCCACGAGCCGGGGCAGCGCCGCCCGTAAACGCCGGTGGCACGACAGGCAGCGGGGACAGAT
GTGGGACGATGAGGACTCCGCCGACGACAGCAGCGTGTTGGACTTGGGTGGGAGTGGTAACCCGTTCGCTC
ACCTGCGCCCCCGTATCGGGCGCATGATGTAAGAGAAACCGAAAATAAATGATACTCACCAAGGCCATGGC
GACCAGCGTGCGTTCGTTTCTTCTCTGTTGTTGTTGTATCTAGTATGATGAGGCGTGCGTACCCGGAGGGT
CCTCCTCCCTCGTACGAGAGCGTGATGCAGCAGGCGATGGCGGCGGCGGCGATGCAGCCCCCGCTGGAGGL
TCCTTACGTGCCCCCGCGGTACCTGGCGCCTACGGAGGGGCGGAACAGCATTCGTTACTCGGAGCTGGCAC
CCTTGTACGATACCACCCGGTTGTACCTGGTGGACAACAAGTCGGCGGACATCGCCTCGCTGAACTACCAG
AACGACCACAGCAACTTCCTGACCACCGTGGTGCAGAACAATGACTTCACCCCCACGGAGGCCAGCALCCCA
GACCATCAACTTTGACGAGCGCTCGCGGTGGGGCGGCCAGCTGAAAACCATCATGCACACCAACATGCCCA
ACGTGAACGAGTTCATGTACAGCAACAAGTTCAAGGCGCGGGTGATGGTCTCCCGCAAGACCCCCAATGGG
GTGACAGTGACAGAGGATTATGATGGTAGTCAGGATGAGCTGAAGTATGAATGGGTGGAATTTGAGCTGCC
CGAAGGCAACTTCTCGGTGACCATGACCATCGACCTGATGAACAACGCCATCATCGACAATTACTTGGCGG
TGGGGCGGCAGAACGGGGTGCTGGAGAGCGACATCGGCGTGAAGTTCGACACTAGGAACTTCAGGCTGGGL
TGGGACCCCGTGACCGAGCTGGTCATGCCCGGGGTGTACACCAACGAGGCTTTCCATCCCGATATTGTCTT
GCTGCCCGGCTGCGGGGTGGACTTCACCGAGAGCCGCCTCAGCAACCTGCTGGGCATTCGCAAGAGGCAGC
CCTTCCAGGAAGGCTTCCAGATCATGTACGAGGATCTGGAGGGGGGCAACATCCCCGCGCTCCTGGATGTC
GACGCCTATGAGAAAAGCAAGGAGGATGCAGCAGCTGAAGCAACTGCAGCCGTAGCTACCGCCTCTACCGA
GGTCAGGGGCGATAATTTTGCAAGCGCCGCAGCAGTGGCAGCGGCCGAGGCGGCTGAAACCGAAAGTAAGA
TAGTCATTCAGCCGGTGGAGAAGGATAGCAAGAACAGGAGCTACAACGTACTACCGGACAAGATAAACACC
GCCTACCGCAGCTGGTACCTAGCCTACAACTATGGCGACCCCGAGAAGGGCGTGCGCTCCTGGACGCTGCT
CACCACCTCGGACGTCACCTGCGGCGTGGAGCAAGTCTACTGGTCGCTGCCCGACATGATGCAAGACCCGG
TCACCTTCCGCTCCACGCGTCAAGTTAGCAACTACCCGGTGGTGGGCGCCGAGCTCCTGCCCGTCTACTCC
AAGAGCTTCTTCAACGAGCAGGCCGTCTACTCGCAGCAGCTGCGCGCCTTCACCTCGCTTACGCACGTCTT
CAACCGCTTCCCCGAGAACCAGATCCTCGTCCGCCCGCCCGCGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACG
TTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGCCGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCGTT
ACTGACGCCAGACGCCGCACCTGCCCCTACGTCTACAAGGCCCTGGGCATAGTCGCGCCGCGCGTCCTCTC
GAGCCGCACCTTCTAAATGTCCATTCTCATCTCGCCCAGTAATAACACCGGTTGGGGCCTGCGCGCGCCCA
GCAAGATGTACGGAGGCGCTCGCCAACGCTCCACGCAACACCCCGTGCGCGETGCGCGGGCACTTCCGCGLT
CCCTGGGGCGCCCTCAAGGGCCGCGTGCGGTCGCGCACCACCGTCGACGACGTGATCGACCAGGTGGTGGL
CGACGCGCGCAACTACACCCCCGCCGCCGCGCCCGTCTCCACCGTGGACGCCGTCATCGACAGCGTGGTGG
CcGACGCGCGCCGGTACGCCCGCGCCAAGAGCCGGCGGCGGCGCATCGCCCGGCGGCACCGGAGCALCCCCC
GCCATGCGCGCGGCGCGAGCCTTGCTGCGCAGGGCCAGGCGCACGGGACGCAGGGCCATGCTCAGGGLCGGL
CAGACGCGCGGCTTCAGGCGCCAGCGCCGGCAGGACCCGGAGACGCGCGGCCACGGLCGGLCGGLCAGLCGGLCA
TCGCCAGCATGTCCCGCCCGCGGCGAGGGAACGTGTACTGGGTGCGCGACGCCGCCACCGGTGTGCGCGTG
CCCGTGCGCACCCGCCCCCCTCGCACTTGAAGATGTTCACTTCGCGATGTTGATGTGTCCCAGCGGCGAGG
AGGATGTCCAAGCGCAAATTCAAGGAAGAGATGCTCCAGGTCATCGCGCCTGAGATCTACGGCCCTGCGGT
GGTGAAGGAGGAAAGAAAGCCCCGCAAAATCAAGCGGGTCAAAAAGGACAAAAAGGAAGAAGAAAGTGATG
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TGGACGGATTGGTGGAGTTTGTGCGCGAGTTCGCCCCCCGGCGGCGCGTGCAGTGGCGCGGGCGGAAGGTG
CAACCGGTGCTGAGACCCGGCACCACCGTGGTCTTCACGCCCGGCGAGCGCTCCGGCACCGCTTCCAAGCG
CTCCTACGACGAGGTGTACGGGGATGATGATATTCTGGAGCAGGCGGCCGAGCGCCTGGGCGAGTTTGCTT
ACGGCAAGCGCAGCCGTTCCGCACCGAAGGAAGAGGCGGTGTCCATCCCGCTGGACCACGGCAACCCCACG
CCGAGCCTCAAGCCCGTGACCTTGCAGCAGGTGCTGCCGACCGCGGCGCCGCGCCGGGGGTTCAAGCGCGA
GGGCGAGGATCTGTACCCCACCATGCAGCTGATGGTGCCCAAGCGCCAGAAGCTGGAAGACGTGCTGGAGA
CCATGAAGGTGGACCCGGACGTGCAGCCCGAGGTCAAGGTGCGGCCCATCAAGCAGGTGGCCCCGGGCCTG
GGCGTGCAGACCGTGGACATCAAGATTCCCACGGAGCCCATGGAAACGCAGACCGAGCCCATGATCAAGCC
CAGCACCAGCACCATGGAGGTGCAGACGGATCCCTGGATGCCATCGGCTCCTAGTCGAAGACCCCGGCGCA
AGTACGGCGCGGCCAGCCTGCTGATGCCCAACTACGCGCTGCATCCTTCCATCATCCCCACGCCGGGCTAC
CGCGGCACGCGCTTCTACCGCGGTCATACCAGCAGCCGCCGCCGCAAGACCACCACTCGCCGLCCGLCLGTCG
CCGCACCGCCGCTGCAACCACCCCTGCCGCCCTGGTGCGGAGAGTGTACCGCCGCGGCCGCGCACCTCTGA
CCCTGCCGCGCGCGCGCTACCACCCGAGCATCGCCATTTAAACTTTCGCCEGCTTTGCAGATCAATGGCCC
TCACATGCCGCCTTCGCGTTCCCATTACGGGCTACCGAGGAAGAAAACCGCGCCGTAGAAGGCTGGCGGGG
AACGGGATGCGTCGCCACCACCACCGGCGGCGGCGCGCCATCAGCAAGCGGTTGGGGGGAGGCTTCCTGCC
CGCGCTGATCCCCATCATCGCCGCGGCGATCGGGGCGATCCCCGGCATTGCTTCCGTGGCGGTGCAGGCCT
CTCAGCGCCACTGAGACACACTTGGAAACATCTTGTAATAAACCAATGGACTCTGACGCTCCTGGTCCTGT
GATGTGTTTTCGTAGACAGATGGAAGACATCAATTTTTCGTCCCTGGCTCCGCGACACGGCACGCGGCCGT
TCATGGGCACCTGGAGCGACATCGGCACCAGCCAACTGAACGGGGGCGCCTTCAATTGGAGCAGTCTCTGG
AGCGGGCTTAAGAATTTCGGGTCCACGCTTAAAACCTATGGCAGCAAGGCGTGGAACAGCACCACAGGGCA
GGCGCTGAGGGATAAGCTGAAAGAGCAGAACTTCCAGCAGAAGGTGGTCGATGGGCTCGCCTCGGGCATCA
ACGGGGTGGTGGACCTGGCCAACCAGGCCGTGCAGCGGCAGATCAACAGCCGCCTGGALCCCGGTGLCCGLCC
GCCGGCTCCGTGGAGATGCCGCAGGTGGAGGAGGAGCTGCCTCCCCTGGACAAGCGGGGCGAGAAGCGALCC
CCGCCCCGATGCGGAGGAGACGCTGCTGACGCACACGGACGAGCCGCCCCCGTACGAGGAGGCGGTGAAALC
TGGGTCTGCCCACCACGCGGCCCATCGCGCCCCTGGCCACCGGGGTGCTGAAACCCGAAAAGCCCGCGACC
CTGGACTTGCCTCCTCCCCAGCCTTCCCGCCCCTCTACAGTGGCTAAGCCCCTGCCGCCGGTGGCCGTGGL
CCGCGCGCGACCCGGGGGCACCGCCCGCCCTCATGCGAACTGGCAGAGCACTCTGAACAGCATCGTGGGTC
TGGGAGTGCAGAGTGTGAAGCGCCGCCGCTGCTATTAAACCTACCGTAGCGCTTAACTTGCTTGTCTGTGT
GTGTATGTATTATGTCGCCGCCGCCGCTGTCCACCAGAAGGAGGAGTGAAGAGGCGCGTCGCCGAGTTGCA
AGATGGCCACCCCATCGATGCTGCCCCAGTGGGCGTACATGCACATCGCCGGACAGGACGCTTCGGAGTAC
CTGAGTCCGGGTCTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACAGACACCTACTTCAGTCTGGGGAACAAGTTTAGGAA
CCCCACGGTGGCGCCCACGCACGATGTGACCACCGACCGCAGCCAGCGGCTGACGCTGCGCTTCGTGLCCCG
TGGACCGCGAGGACAACACCTACTCGTACAAAGTGCGCTACACGCTGGCCGTGGGCGACAACCGCGTGCTG
GACATGGCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTGGATCGGGGCCCTAGCTTCAAACCCTACTCCGG
CACCGCCTACAACAGTCTGGCCCCCAAGGGAGCACCCAACACTTGTCAGTGGACATATAAAGCCGATGGTG
AAACTGCCACAGAAAAAACCTATACATATGGAAATGCACCCGTGCAGGGCATTAACATCACAAAAGATGGT
ATTCAACTTGGAACTGACACCGATGATCAGCCAATCTACGCAGATAAAACCTATCAGCCTGAACCTCAAGT
GGGTGATGCTGAATGGCATGACATCACTGGTACTGATGAAAAGTATGGAGGCAGAGCTCTTAAGCCTGATA
CCAAAATGAAGCCTTGTTATGGTTCTTTTGCCAAGCCTACTAATAAAGAAGGAGGTCAGGCAAATGTGAAA
ACAGGAACAGGCACTACTAAAGAATATGACATAGACATGGCTTTCTTTGACAACAGAAGTGCGGCTGCTGC
TGGCCTAGCTCCAGAAATTGTTTTGTATACTGAAAATGTGGATTTGGAAACTCCAGATACCCATATTGTAT
ACAAAGCAGGCACAGATGACAGCAGCTCTTCTATTAATTTGGGTCAGCAAGCCATGCCCAACAGACCTAAC
TACATTGGTTTCAGAGACAACTTTATCGGGCTCATGTACTACAACAGCACTGGCAATATGGGGGTGCTGGC
CGGTCAGGCTTCTCAGCTGAATGCTGTGGTTGACTTGCAAGACAGAAACACCGAGCTGTCCTACCAGCTCT
TGCTTGACTCTCTGGGTGACAGAACCCGGTATTTCAGTATGTGGAATCAGGCGGTGGACAGCTATGATCCT
GATGTGCGCATTATTGAAAATCATGGTGTGGAGGATGAACTTCCCAACTATTGTTTCCCTCTGGATGCTGT
TGGCAGAACAGATACTTATCAGGGAATTAAGGCTAATGGAACTGATCAAACCACATGGACCAAAGATGACA
GTGTCAATGATGCTAATGAGATAGGCAAGGGTAATCCATTCGCCATGGAAATCAACATCCAAGCCAACCTG
TGGAGGAACTTCCTCTACGCCAACGTGGCCCTGTACCTGCCCGACTCTTACAAGTACACGCCGGCCAATGT
TACCCTGCCCACCAACACCAACACCTACGATTACATGAACGGCCGGGTGGTGGCGCCCTCGCTGGTGGACT
CCTACATCAACATCGGGGCGCGCTGGTCGCTGGATCCCATGGACAACGTGAACCCCTTCAACCACCACCGC
AATGCGGGGCTGCGCTACCGCTCCATGCTCCTGGGCAACGGGCGCTACGTGCCCTTCCACATCCAGGTGCC
CCAGAAATTTTTCGCCATCAAGAGCCTCCTGCTCCTGCCCGGGTCCTACACCTACGAGTGGAACTTCCGCA
AGGACGTCAACATGATCCTGCAGAGCTCCCTCGGCAACGACCTGCGCACGGACGGGGCCTCCATCTCCTTC
ACCAGCATCAACCTCTACGCCACCTTCTTCCCCATGGCGCACAACACGGCCTCCACGCTCGAGGCCATGCT
GCGCAACGACACCAACGACCAGTCCTTCAACGACTACCTCTCGGCGGCCAACATGCTCTACCCCATCCCGG
CCAACGCCACCAACGTGCCCATCTCCATCCCCTCGCGCAACTGGGCCGCCTTCCGCGGCTGGTCCTTCACG
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CGTCTCAAGACCAAGGAGACGCCCTCGCTGGGCTCCGGGTTCGACCCCTACTTCGTCTACTCGGGCTCCAT
CCCCTACCTCGACGGCACCTTCTACCTCAACCACACCTTCAAGAAGGTCTCCATCACCTTCGACTCCTCCG
TCAGCTGGCCCGGCAACGACCGGCTCCTGACGCCCAACGAGTTCGAAATCAAGCGCACCGTCGACGGCGAG
GGCTACAACGTGGCCCAGTGCAACATGACCAAGGACTGGTTCCTGGTCCAGATGCTGGCCCACTACAACAT
CGGCTACCAGGGCTTCTACGTGCCCGAGGGCTACAAGGACCGCATGTACTCCTTCTTCCGCAACTTCCAGC
CCATGAGCCGCCAGGTGGTGGACGAGGTCAACTACAAGGACTACCAGGCCGTCACCCTGGCCTACCAGCAC
AACAACTCGGGCTTCGTCGGCTACCTCGCGCCCACCATGCGCCAGGGCCAGCCCTACCCCGCCAACTACCC
CTACCCGCTCATCGGCAAGAGCGCCGTCACCAGCGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGGTCATGT
GGCGCATCCCCTTCTCCAGCAACTTCATGTCCATGGGCGCGCTCACCGACCTCGGCCAGAACATGCTCTAT
GCCAACTCCGCCCACGCGCTAGACATGAATTTCGAAGTCGACCCCATGGATGAGTCCACCCTTCTCTATGT
TGTCTTCGAAGTCTTCGACGTCGTCCGAGTGCACCAGCCCCACCGCGGCGTCATCGAGGCCGTCTACCTGC
GCACCCCCTTCTCGGCCGGTAACGCCACCACCTAAGCTCTTGCTTCTTGCAAGCCATGGCCGCGGGCTCCG
GCGAGCAGGAGCTCAGGGCCATCATCCGCGACCTGGGCTGCGGGCCCTACTTCCTGGGCACCTTCGATAAG
CGCTTCCCGGGATTCATGGCCCCGCACAAGCTGGCCTGCGCCATCGTCAACACGGCCGGCCGCGAGACCGG
GGGCGAGCACTGGCTGGCCTTCGCCTGGAACCCGCGCTCGAACACCTGCTACCTCTTCGACCCCTTCGGGT
TCTCGGACGAGCGCCTCAAGCAGATCTACCAGTTCGAGTACGAGGGCCTGCTGCGCCGCAGCGCCLCTGGLC
ACCGAGGACCGCTGCGTCACCCTGGAAAAGTCCACCCAGACCGTGCAGGGTCCGCGCTCGGCCGCCTGCGG
GCTCTTCTGCTGCATGTTCCTGCACGCCTTCGTGCACTGGCCCGACCGCCCCATGGACAAGAACCCCALCCA
TGAACTTGCTGACGGGGGTGCCCAACGGCATGCTCCAGTCGCCCCAGGTGGAACCCACCCTGCGCCGCAAC
CAGGAGGCGCTCTACCGCTTCCTCAACTCCCACTCCGCCTACTTTCGCTCCCACCGCGCGCGCATCGAGAA
GGCCACCGCCTTCGACCGCATGAATCAAGACATGTAAACCGTGTGTGTATGTTAAATGTCTTTAATAAACA
GCACTTTCATGTTACACATGCATCTGAGATGATTTATTTAGAAATCGAAAGGGTTCTGCCGGGTCTCGGCA
TGGCCCGCGGGCAGGGACACGTTGCGGAACTGGTACTTGGCCAGCCACTTGAACTCGGGGATCAGCAGTTT
GGGCAGCGGGGTGTCGGGGAAGGAGTCGGTCCACAGCTTCCGCGTCAGTTGCAGGGCGCCCAGCAGGTCGG
GCGCGGAGATCTTGAAATCGCAGTTGGGACCCGCGTTCTGCGCGCGGGAGTTGCGGTACACGGGGTTGCAG
CACTGGAACACCATCAGGGCCGGGTGCTTCACGCTCGCCAGCACCGTCGCGTCGGTGATGCTCTCCACGTC
GAGGTCCTCGGCGTTGGCCATCCCGAAGGGGGTCATCTTGCAGGTCTGCCTTCCCATGGTGGGCACGCACC
CGGGCTTGTGGTTGCAATCGCAGTGCAGGGGGATCAGCATCATCTGGGCCTGGTCGGCGTTCATCCCCGGG
TACATGGCCTTCATGAAAGCCTCCAATTGCCTGAACGCCTGCTGGGCCTTGGCTCCCTCGGTGAAGAAGAC
CCCGCAGGACTTGCTAGAGAACTGGTTGGTGGCGCACCCGGCGTCGTGCACGCAGCAGCGCGCGTCGTTGT
TGGCCAGCTGCACCACGCTGCGCCCCCAGCGGTTCTGGGTGATCTTGGCCCGGTCGGGGTTCTCCTTCAGC
GCGCGCTGCCCGTTCTCGCTCGCCACATCCATCTCGATCATGTGCTCCTTCTGGATCATGGTGGTCCCGTG
CAGGCACCGCAGCTTGCCCTCGGCCTCGGTGCACCCGTGCAGCCACAGCGCGCACCCGGTGCACTCCCAGT
TCTTGTGGGCGATCTGGGAATGCGCGTGCACGAAGCCCTGCAGGAAGCGGCCCATCATGGTGGTCAGGGTC
TTGTTGCTAGTGAAGGTCAGCGGAATGCCGCGGTGCTCCTCGTTGATGTACAGGTGGCAGATGCGGCGGTA
CACCTCGCCCTGCTCGGGCATCAGCTGGAAGTTGGCTTTCAGGTCGGTCTCCACGCGGTAGCGGTCCATCA
GCATAGTCATGATTTCCATACCCTTCTCCCAGGCCGAGACGATGGGCAGGCTCATAGGGTTCTTCACCATC
ATCTTAGCGCTAGCAGCCGCGGCCAGGGGGTCGCTCTCGTCCAGGGTCTCAAAGCTCCGCTTGCCGTCCTT
CTCGGTGATCCGCACCGGGGGGTAGCTGAAGCCCACGGCCGCCAGCTCCTCCTCGGCCTGTCTTTCGTCCT
CGCTGTCCTGGCTGACGTCCTGCAGGACCACATGCTTGGTCTTGCGGGGTTTCTTCTTGGGCGGCAGCGGC
GGCGGAGATGTTGGAGATGGCGAGGGGGAGCGCGAGTTCTCGCTCACCACTACTATCTCTTCCTCTTCTTG
GTCCGAGGCCACGCGGCGGTAGGTATGTCTCTTCGGGGGCAGAGGCGGAGGCGACGGGCTCTCGCCGLLCGL
GACTTGGCGGATGGCTGGCAGAGCCCCTTCCGCGTTCGGGGGTGCGCTCCCGGCGGCGCTCTGACTGACTT
CCTCCGCGGCCGGCCATTGTGTTCTCCTAGGGAGGAACAACAAGCATGGAGACTCAGCCATCGCCAACCTC
GCCATCTGCCCCCACCGCCGACGAGAAGCAGCAGCAGCAGAATGAAAGCTTAACCGCCCCGLCCGCCCAGLCC
CCGCCACCTCCGACGCGGCCGTCCCAGACATGCAAGAGATGGAGGAATCCATCGAGATTGACCTGGGCTAT
GTGACGCCCGCGGAGCACGAGGAGGAGCTGGCAGTGCGCTTTTCACAAGAAGAGATACACCAAGAACAGCC
AGAGCAGGAAGCAGAGAATGAGCAGAGTCAGGCTGGGCTCGAGCATGACGGCGACTACCTCCACCTGAGCG
GGGGGGAGGACGCGCTCATCAAGCATCTGGCCCGGCAGGCCACCATCGTCAAGGATGCGCTGCTCGACCGL
ACCGAGGTGCCCCTCAGCGTGGAGGAGCTCAGCCGCGCCTACGAGTTGAACCTCTTCTCGCCGCGCGTGLCC
CCCCAAGCGCCAGCCCAATGGCACCTGCGAGCCCAACCCGCGCCTCAACTTCTACCCGGTCTTCGCGGTGC
CCGAGGCCCTGGCCACCTACCACATCTTTTTCAAGAACCAAAAGATCCCCGTCTCCTGCCGCGCCAACCGL
ACCCGCGCCGACGCCCTTTTCAACCTGGGTCCCGGCGCCCGCCTACCTGATATCGCCTCCTTGGAAGAGGT
TCCCAAGATCTTCGAGGGTCTGGGCAGCGACGAGACTCGGGCCGCGAACGCTCTGCAAGGAGAAGGAGGAG
AGCATGAGCACCACAGCGCCCTGGTCGAGTTGGAAGGCGACAACGCGCGGCTGGCGGTGCTCAAACGCACG
GTCGAGCTGACCCATTTCGCCTACCCGGCTCTGAACCTGCCCCCCAAAGTCATGAGCGCGGTCATGGACCA
GGTGCTCATCAAGCGCGCGTCGCCCATCTCCGAGGACGAGGGCATGCAAGACTCCGAGGAGGGCAAGCCCG
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TGGTCAGCGACGAGCAGCTGGCCCGGTGGCTGGGTCCTAATGCTAGTCCCCAGAGTTTGGAAGAGCGGCGC
AAACTCATGATGGCCGTGGTCCTGGTGACCGTGGAGCTGGAGTGCCTGCGCCGCTTCTTCGCCGACGCGGA
GACCCTGCGCAAGGTCGAGGAGAACCTGCACTACCTCTTCAGGCACGGGTTCGTGCGCCAGGCCTGCAAGA
TCTCCAACGTGGAGCTGACCAACCTGGTCTCCTACATGGGCATCTTGCACGAGAACCGCCTGGGGCAGAAC
GTGCTGCACACCACCCTGCGCGGGGAGGCCCGGCGCGACTACATCCGCGACTGCGTCTACCTCTACCTCTG
CCACACCTGGCAGACGGGCATGGGCGTGTGGCAGCAGTGTCTGGAGGAGCAGAACCTGAAAGAGCTCTGCA
AGCTCCTGCAGAAGAACCTCAAGGGTCTGTGGACCGGGTTCGACGAGCGCACCACCGCCTCGGACCTGGLC
GACCTCATTTTCCCCGAGCGCCTCAGGCTGACGCTGCGCAACGGCCTGCCCGACTTTATGAGCCAAAGCAT
GTTGCAAAACTTTCGCTCTTTCATCCTCGAACGCTCCGGAATCCTGCCCGCCACCTGCTCCGCGCTGCCCT
CGGACTTCGTGCCGCTGACCTTCCGCGAGTGCCCCCCGCCGCTGTGGAGCCACTGCTACCTGCTGCGCCTG
GCCAACTACCTGGCCTACCACTCGGACGTGATCGAGGACGTCAGCGGCGAGGGCCTGCTCGAGTGCCACTG
CCGCTGCAACCTCTGCACGCCGCACCGCTCCCTGGCCTGCAACCCCCAGCTGCTGAGCGAGACCCAGATCA
TCGGCACCTTCGAGTTGCAAGGGCCCAGCGAAGGCGAGGGTTCAGCCGCCAAGGGGGGTCTGAAACTCACC
CCGGGGCTGTGGACCTCGGCCTACTTGCGCAAGTTCGTGCCCGAGGACTACCATCCCTTCGAGATCAGGTT
CTACGAGGACCAATCCCATCCGCCCAAGGCCGAGCTGTCGGCCTGCGTCATCACCCAGGGGGCGATCCTGG
CCCAATTGCAAGCCATCCAGAAATCCCGCCAAGAATTCTTGCTGAAAAAGGGCCGCGGGGTCTACCTCGAC
CCCCAGACCGGTGAGGAGCTCAACCCCGGCTTCCCCCAGGATGCCCCGAGGAAACAAGAAGCTGAAAGTGG
AGCTGCCGCCCGTGGAGGATTTGGAGGAAGACTGGGAGAACAGCAGTCAGGCAGAGGAGGAGGAGATGGAG
GAAGACTGGGACAGCACTCAGGCAGAGGAGGACAGCCTGCAAGACAGTCTGGAGGAAGACGAGGAGGAGGC
AGAGGAGGAGGTGGAAGAAGCAGCCGCCGCCAGACCGTCGTCCTCGGCGGGGGAGAAAGCAAGCAGCACGG
ATACCATCTCCGCTCCGGGTCGGGGTCCCGCTCGACCACACAGTAGATGGGACGAGACCGGACGATTCCCG
AACCCCACCACCCAGACCGGTAAGAAGGAGCGGCAGGGATACAAGTCCTGGCGGGGGCACAAAAACGCCAT
CGTCTCCTGCTTGCAGGCCTGCGGGGGCAACATCTCCTTCACCCGGCGCTACCTGCTCTTCCACCGCGGGE
TGAACTTTCCCCGCAACATCTTGCATTACTACCGTCACCTCCACAGCCCCTACTACTTCCAAGAAGAGGCA
GCAGCAGCAGAAAAAGACCAGCAGAAAACCAGCAGCTAGAAAATCCACAGCGGCGGCAGCAGGTGGACTGA
GGATCGCGGCGAACGAGCCGGCGCAAACCCGGGAGCTGAGGAACCGGATCTTTCCCACCCTCTATGCCATC
TTCCAGCAGAGTCGGGGGCAGGAGCAGGAACTGAAAGTCAAGAACCGTTCTCTGCGCTCGCTCACCCGCAG
TTGTCTGTATCACAAGAGCGAAGACCAACTTCAGCGCACTCTCGAGGACGCCGAGGCTCTCTTCAACAAGT
ACTGCGCGCTCACTCTTAAAGAGTAGCCCGCGCCCGCCCAGTCGCAGAAAAAGGCGGGAATTACGTCACCT
GTGCCCTTCGCCCTAGCCGCCTCCACCCATCATCATGAGCAAAGAGATTCCCACGCCTTACATGTGGAGCT
ACCAGCCCCAGATGGGCCTGGCCGCCGGTGCCGCCCAGGACTACTCCACCCGCATGAATTGGCTCAGCGCC
GGGCCCGCGATGATCTCACGGGTGAATGACATCCGCGCCCACCGAAACCAGATACTCCTAGAACAGTCAGC
GCTCACCGCCACGCCCCGCAATCACCTCAATCCGCGTAATTGGCCCGCCGCCCTGGTGTACCAGGAAATTC
CCCAGCCCACGACCGTACTACTTCCGCGAGACGCCCAGGCCGAAGTCCAGCTGACTAACTCAGGTGTCCAG
CTGGCGGGCGGCGCCACCCTGTGTCGTCACCGCCCCGCTCAGGGTATAAAGCGGCTGGTGATCCGGGGCAG
AGGCACACAGCTCAACGACGAGGTGGTGAGCTCTTCGCTGGGTCTGCGACCTGACGGAGTCTTCCAACTCG
CCGGATCGGGGAGATCTTCCTTCACGCCTCGTCAGGCCGTCCTGACTTTGGAGAGTTCGTCCTCGCAGCCC
CGCTCGGGTGGCATCGGCACTCTCCAGTTCGTGGAGGAGTTCACTCCCTCGGTCTACTTCAACCCCTTCTC
CGGCTCCCCCGGCCACTACCCGGACGAGTTCATCCCGAACTTCGACGCCATCAGCGAGTCGGTGGACGGLT
ACGATTGAAACTAATCACCCCCTTATCCAGTGAAATAAAGATCATATTGATGATGATTTTACAGAAATAAA
AAATAATCATTTGATTTGAAATAAAGATACAATCATATTGATGATTTGAGTTTAACAAAAAAATAAAGAAT
CACTTACTTGAAATCTGATACCAGGTCTCTGTCCATGTTTTCTGCCAACACCACTTCACTCCCCTCTTCCC
AGCTCTGGTACTGCAGGCCCCGGCGGGCTGCAAACTTCCTCCACACGCTGAAGGGGATGTCAAATTCCTCC
TGTCCCTCAATCTTCATTTTATCTTCTATCAGATGTCCAAAAAGCGCGTCCGGGTGGATGATGACTTCGAC
CCCGTCTACCCCTACGATGCAGACAACGCACCGACCGTGCCCTTCATCAACCCCCCCTTCGTCTCTTCAGA
TGGATTCCAAGAGAAGCCCCTGGGGGTGTTGTCCCTGCGACTGGCCGACCCCGTCACCACCAAGAACGGGG
AAATCACCCTCAAGCTGGGAGAGGGGGTGGACCTCGATTCCTCGGGAAAACTCATCTCCAACACGGCCACC
AAGGCCGCCGCCCCTCTCAGTTTTTCCAACAACACCATTTCCCTTAACATGGATCACCCCTTTTACACTAA
AGATGGAAAATTATCCTTACAAGTTTCTCCACCATTAAATATACTGAGAACAAGCATTCTAAACACACTAG
CTTTAGGTTTTGGATCAGGTTTAGGACTCCGTGGCTCTGCCTTGGCAGTACAGTTAGTCTCTCCACTTACA
TTTGATACTGATGGAAACATAAAGCTTACCTTAGACAGAGGTTTGCATGTTACAACAGGAGATGCAATTGA
AAGCAACATAAGCTGGGCTAAAGGTTTAAAATTTGAAGATGGAGCCATAGCAACCAACATTGGAAATGGGT
TAGAGTTTGGAAGCAGTAGTACAGAAACAGGTGTTGATGATGCTTACCCAATCCAAGTTAAACTTGGATCT
GGCCTTAGCTTTGACAGTACAGGAGCCATAATGGCTGGTAACAAAGAAGACGATAAACTCACTTTGTGGAC
AACACCTGATCCATCACCAAACTGTCAAATACTCGCAGAAAATGATGCAAAACTAACACTTTGCTTGACTA
AATGTGGTAGTCAAATACTGGCCACTGTGTCAGTCTTAGTTGTAGGAAGTGGAAACCTAAACCCCATTACT
GGCACCGTAAGCAGTGCTCAGGTGTTTCTACGTTTTGATGCAAACGGTGTTCTTTTAACAGAACATTCTAC
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ACTAAAAAAATACTGGGGGTATAGGCAGGGAGATAGCATAGATGGCACTCCATATACCAATGCTGTAGGAT
TCATGCCCAATTTAAAAGCTTATCCAAAGTCACAAAGTTCTACTACTAAAAATAATATAGTAGGGCAAGTA
TACATGAATGGAGATGTTTCAAAACCTATGCTTCTCACTATAACCCTCAATGGTACTGATGACAGCAACAG
TACATATTCAATGTCATTTTCATACACCTGGACTAATGGAAGCTATGTTGGAGCAACATTTGGGGCTAACT
CTTATACCTTCTCATACATCGCCCAAGAATGAACACTGTATCCCACCCTGCATGCCAACCCTTCCCACCCC
ACTCTGTGGAACAAACTCTGAAACACAAAATAAAATAAAGTTCAAGTGTTTTATTGATTCAACAGTTTTAC
AGGATTCGAGCAGTTATTTTTCCTCCACCCTCCCAGGACATGGAATACACCACCCTCTCCCCCCGCACAGC
CTTGAACATCTGAATGCCATTGGTGATGGACATGCTTTTGGTCTCCACGTTCCACACAGTTTCAGAGCGAG
CCAGTCTCGGGTCGGTCAGGGAGATGAAACCCTCCGGGCACTCCCGCATCTGCACCTCACAGCTCAACAGC
TGAGGATTGTCCTCGGTGGTCGGGATCACGGTTATCTGGAAGAAGCAGAAGAGCGGCGGTGGGAATCATAG
TCCGCGAACGGGATCGGCCGGTGGTGTCGCATCAGGCCCCGCAGCAGTCGCTGCCGCCGCCGCTCCGTCAA
GCTGCTGCTCAGGGGGTCCGGGTCCAGGGACTCCCTCAGCATGATGCCCACGGCCCTCAGCATCAGTCGTC
TGGTGCGGCGGGCGCAGCAGCGCATGCGGATCTCGCTCAGGTCGCTGCAGTACGTGCAACACAGAACCACC
AGGTTGTTCAACAGTCCATAGTTCAACACGCTCCAGCCGAAACTCATCGCGGGAAGGATGCTACCCACGTG
GCCGTCGTACCAGATCCTCAGGTAAATCAAGTGGTGCCCCCTCCAGAACACGCTGCCCACGTACATGATCT
CCTTGGGCATGTGGCGGTTCACCACCTCCCGGTACCACATCACCCTCTGGTTGAACATGCAGCCCCGGATG
ATCCTGCGGAACCACAGGGCCAGCACCGCCCCGCCCGCCATGCAGCGAAGAGACCCCGGGTCCCGGCAATG
GCAATGGAGGACCCACCGCTCGTACCCGTGGATCATCTGGGAGCTGAACAAGTCTATGTTGGCACAGCACA
GGCATATGCTCATGCATCTCTTCAGCACTCTCAACTCCTCGGGGGTCAAAACCATATCCCAGGGCACGGGG
AACTCTTGCAGGACAGCGAACCCCGCAGAACAGGGCAATCCTCGCACAGAACTTACATTGTGCATGGACAG
GGTATCGCAATCAGGCAGCACCGGGTGATCCTCCACCAGAGAAGCGCGGGTCTCGGTCTCCTCACAGCGTG
GTAAGGGGGCCGGCCGATACGGGTGATGGCGGGACGCGGCTGATCGTGTTCGCGACCGTGTCATGATGCAG
TTGCTTTCGGACATTTTCGTACTTGCTGTAGCAGAACCTGGTCCGGGCGCTGCACACCGATCGCCGGCGGL
GGTCTCGGCGCTTGGAACGCTCGGTGTTGAAATTGTAAAACAGCCACTCTCTCAGACCGTGCAGCAGATCT
AGGGCCTCAGGAGTGATGAAGATCCCATCATGCCTGATGGCTCTGATCACATCGACCACCGTGGAATGGGC
CAGACCCAGCCAGATGATGCAATTTTGTTGGGTTTCGGTGACGGCGGGGGAGGGAAGAACAGGAAGAACCA
TGATTAACTTTTAATCCAAACGGTCTCGGAGTACTTCAAAATGAAGATCGCGGAGATGGCACCTCTCGCCC
CCGCTGTGTTGGTGGAAAATAACAGCCAGGTCAAAGGTGATACGGTTCTCGAGATGTTCCACGGTGGCTTC
CAGCAAAGCCTCCACGCGCACATCCAGAAACAAGACAATAGCGAAAGCGGGAGGGTTCTCTAATTCCTCAA
TCATCATGTTACACTCCTGCACCATCCCCAGATAATTTTCATTTTTCCAGCCTTGAATGATTCGAACTAGT
TCcTGAGGTAAATCCAAGCCAGCCATGATAAAGAGCTCGCGCAGAGCGCCCTCCACCGGCATTCTTAAGCA
CACCCTCATAATTCCAAGATATTCTGCTCCTGGTTCACCTGCAGCAGATTGACAAGCGGAATATCAAAATC
TCTGCCGCGATCCCTGAGCTCCTCCCTCAGCAATAACTGTAAGTACTCTTTCATATCCTCTCCGAAATTTT
TAGCCATAGGACCACCAGGAATAAGATTAGGGCAAGCCACAGTACAGATAAACCGAAGTCCTCCCCAGTGA
GCATTGCCAAATGCAAGACTGCTATAAGCATGCTGGCTAGACCCGGTGATATCTTCCAGATAACTGGACAG
AAAATCGCCCAGGCAATTTTTAAGAAAATCAACAAAAGAAAAATCCTCCAGGTGGACGTTTAGAGCCTCGG
GAACAACGATGAAGTAAATGCAAGCGGTGCGTTCCAGCATGGTTAGTTAGCTGATCTGTAGAAAAAACAAA
AATGAACATTAAACCATGCTAGCCTGGCGAACAGGTGGGTAAATCGTTCTCTCCAGCACCAGGCAGGCCAC
GGGGTCTCCGGCGCGACCCTCGTAAAAATTGTCGCTATGATTGAAAACCATCACAGAGAGACGTTCCCGGT
GGCCGGCGTGAATGATTCGACAAGATGAATACACCCCCGGAACATTGGCGTCCGCGAGTGAAAAAAAGCGC
CCGAGGAAGCAATAAGGCACTACAATGCTCAGTCTCAAGTCCAGCAAAGCGATGCCATGCGGATGAAGCAC
AAAATTCTCAGGTGCGTACAAAATGTAATTACTCCCCTCCTGCACAGGCAGCAAAGCCCCCGATCCCTCCA
GGTACACATACAAAGCCTCAGCGTCCATAGCTTACCGAGCAGCAGCACACAACAGGCGCAAGAGTCAGAGA
AAGGCTGAGCTCTAACCTGTCCACCCGCTCTCTGCTCAATATATAGCCCAGATCTACACTGACGTAAAGGC
CAAAGTCTAAAAATACCCGCCAAATAATCACACACGCCCAGCACACGCCCAGAAACCGGTGACACACTCAA
AAAAATACGCGCACTTCCTCAAACGCCCAAAACTGCCGTCATTTCCGGGTTCCCACGCTACGTCATCAAAA
CACGACTTTCAAATTCCGTCGACCGTTAAAAACGTCACCCGCCCCGCCCCTAACGGTCGCCCGTCTCTCAG
CCAATCAGCGCCCCGCATCCCCAAATTCAAACACCTCATTTGCATATTAACGCGCACAAAAAGTTTGAGG

Virus de la encefalitis equina venezolana [VEE] (SEQ ID NO:3) GenBank:
L01442.2

atgggcggcg
ttgacatcga
aggtagaagc
tggcttcaaa
gtgcgcccge
gtgcggaaga
aaataactga

catgagagaa
ggaagacagc
caagcaggtc
actgatcgaa
ccgcagaatg
tccggacaga
taaggaattg

gcccagacca
ccattcctca
actgataatg
acggaggtgg
tattctaagc
ttgtataagt
gacaagaaaa

attacctacc
gagctttgca
accatgctaa
acccatccga
acaagtatca
atgcaactaa
tgaaggagct

caaaatggag
gcggagcttce
tgccagagcg
cacgatcctt
ttgtatctgt
gctgaagaaa
cgccgccgte

aaagttcacg
ccgcagtttg
ttttcgcatc
gacattggaa
ccgatgagat
aactgtaagg
atgagcgacc
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ctgacctgga
aagtcgctgt
ccaataaggg
agaacttggc
cggctcgtaa
ccattcttag
ccatctacca
tacgtggcaa
tcgttaaaag
cgatgcaccg
tctecttttce
tggcaacaga
tagtcgtcaa
tagtggccca
ggccactagg
acaagataac
atttccactc
caagaatcag
acgtacaaga
tgcgcgcagce
tcgacttgat
aggttaccag
ctgtactcaa
taacacactc
tgccagaggg
ttgtgtacaa
gagcgctgaa
aatacctgta
ggctcacagg
cacgaccagc
gcaagtctgg
aagaaaactg
ccagaactgt
ttgacgaagc
ctaaaaaggc
tgaaagtgca
gttgcactaa
cgacgaatcc
aggacgatct
aaggcaacga
ccgttcggta
tcctactgac
taaaaacact
cagagcatga
agaataaggc
tagacatgac
cagcagagat
gtctattttc
cgtcgcctaa
cacaactgcc
gcaattatga
tcctceccacca
gcagaactgt
tgtcagaccg
tgcccaaata
agcagtgtga
tgaatcccgg

aactgagact
ttaccaggat
agttagagtc
tggagcatat
cataggccta
aaagaagtat
cgagaagagg
gcaaaattac
aatagctatc
cgagggattc
cgtgtgcacg
tgtcagtgcg
cggtcgcacc
ggcatttgct
actacgagat
atctatttat
attcgtgctg
gaaaatgtta
agctaagtgc
tctaccacct
gttacaagag
ctacgctggce
gagtgaaaaa
tggccgaaaa
acatgcaata
cgaacgtgag
cactgatgaa
cgacatcgac
cgagctggtyg
cgctccttac
catcattaaa
tgcagaaatt
ggactcagtg
ttttgcttgt
agtgctctgce
ttttaaccac
atctgtgact
gaaagagact
cattctcact
aataatgacg
caaggtgaat
ccgcacggag
gactgccaag
tgccatcatg
aaacgtgtgt
cactgaacaa
agtattgaac
tgcacccact
catgtacggg
tcgggcagtt
tccgcgcata
taatgaacac
cctggtggtc
gcctgaggcet
tgacataata
agaccatgcc
cggaacctgt

atgtgcctcc
gtatacgcgg
gcctactgga
ccatcatact
tgcagctctg
ttgaaaccat
gacttactga
acatgtcggt
agtccaggcc
ttgtgctgca
tatgtgccag
gacgacgcgc
cagagaaaca
aggtgggcaa
agacagttag
aagcgcccgg
cccaggatag
gaggagcaca
gcagccgatg
ttggcagctg
gctggggccg
gaggacaaga
ttatcttgca
gggcgttatg
cccgtccagg
ttcgtaaaca
gaatattaca
aggaaacagt
gatcctccct
caagtaccaa
agcgcagtca
ataagggacg
ctcttgaatg
catgcaggta
ggggatccca
gagatttgca
tcggtcegtcet
aagattgtga
tgtttcagag
gcagctgcct
gaaaatcctc
gaccgcatcg
taccctggga
aggcacatct
tgggccaagg
tggaacactg
caactatgcg
gttccgttat
ctgaataaag
gccactggaa
aacctagtac
ccacagagtg
ggggaaaagt
accttcagag
tttgttaatg
attaagctta
gtcagcatag

acgacgacga
ttgacggacc
taggctttga
ctaccaactg
acgttatgga
ccaacaatgt
ggagctggca
gtgagactat
tgtatgggaa
aagtgacaga
ctacattgtg
aaaaactgct
ccaataccat
aggaatataa
tcatggggtg
atacccaaac
gcagtaacac
aggagccgtc
aggctaagga
atgttgagga
gctcagtgga
tcggctctta
tccaccctcet
ccgtggaacc
actttcaagc
ggtacctgca
aaactgtcaa
gcgtcaagaa
tccatgaatt
ccataggggt
ccaaaaaaga
tcaagaaaat
gatgcaaaca
ctctcagagc
aacagtgcgg
cacaagtctt
caaccttgtt
ttgacactac
ggtgggtgaa
ctcaagggct
tgtacgcacc
tgtggaaaac
atttcactgc
tggagagacc
ctttagtgcc
tggattattt
tgaggttctt
ccattaggaa
aagtggtccg
gagtctatga
ctgtaaacag
acttttcttc
tgtccgtccce
ctcggctgga
tgaggacccc
gcatgttgac
gttatggtta

gtcgtgtcgce
gacaagtctc
caccacccct
ggccgacgaa
gcggtcacgt
tctattctct
cctgceccegtcet
agttagttgc
gccttcaggce
cacattgaac
tgaccaaatg
ggttgggctc
gaaaaattac
ggaagatcaa
ttgttgggct
catcatcaaa
attggagatc
acctctcatt
ggtgcgtgaa
gcccactctg
gacacctcgt
cgctgtgcett
cgctgaacaa
ataccatggt
tctgagtgaa
ccatattgcc
gcccagcgag
agaactagtc
cgcctacgag
gtatggcgtg
tctagtggtg
gaaagggctg
ccccgtagag
gctcatagcc
tttttttaac
ccacaaaagc
ttacgacaaa
cggcagtacc
gcagttgcaa
gacccgtaaa
cacctcagaa
actagccggce
cacgatagag
ggaccctacc
ggtgctgaag
tgaaacggac
tggactcgat
taatcactgg
tcagctctct
catgaacact
aagactgcct
attcgtcagc
aggcaaaatg
tttaggcatc
atataaatac
caagaaagct
cgctgacagg

tacgaagggc
tatcaccaag
tttatgttta
accgtgttaa
agagggatgt
gttggctcga
gtatttcact
gacgggtacg
tatgctgcta
ggggagaggyg
actggcatac
aaccagcgta
cttttgccecg
gaagatgaaa
tttagaaggc
gtgaacagcg
gggctgagaa
accgccgagg
gccgaggagt
gaagccgatg
ggcttgataa
tctccgcagg
gtcatagtga
aaagtagtgg
agtgccacca
acacatggag
cacgacggcg
actgggctag
agtctgagaa
ccaggatcag
agcgccaaga
gacgtcaatg
accctgtata
attataagac
atgatgtgcc
atctctcgcece
aaaatgagaa
aaacctaagc
atagattaca
ggtgtgtatg
catgtgaacg
gacccatgga
gagtggcaag
gacgtcttcc
accgctggca
aaagctcact
ctggactccg
gataactccc
cgcaggtacc
ggtacactgc
catgctttag
aaattgaagg
gttgactggt
ccaggtgatg
catcactatc
tgtctgcatc
gccagcgaaa
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gcatcattgg
cacttgaaga
acaatcctta
aagccggatg
gagtgattat
tgtataagaa
tggtcaaagg
cggaggttga
acgataacaa
acaaagatcg
cagatgtagc
ctaggagaga
atgcagagct
caagcgatgg
atatagcaga
tgtatatcct
aagcctccac
gagtacagcg
tgccgaagta
caccgaaagt
acgagactcc
cacttataac
aagaagagga
aggcagacat
ccgactttga
gcggggcaac
gaccggtgcc
gaacaccgtc
caggcgtgaa
ctagcaggtc
ttacaagaga
catacatctt
cggtgctatc
tcgaccaaga
acagaagcag
ttctgcaagg
tgcatcctgt
cagtggaagc
ttattccaga
ctgccagttt
ccacaatacg
ctgccacaaa
cggcctttaa
ttaaagaaaa
aaggaccaaa
taccaatgga
aacatactga
cgtatctgtg
acattcatac
tccagcctgg
acgccatggc
tgacgctgat
aatttaaatt
tcattaacat
cagcattcat
acaggtgcgc
aagcgcctta

tgctatagcg
gacggaagtt
caagctttca
tgcaccctca
aaatgctgct
attcccggaa
tgcagctaaa
aggtgacaaa
ttacaagtca
actaacccaa
catatactgc
agcagtggag
ggtgagggtyg
caaaactttc
aattaatgcc
cggagaaagc
accacctagc
cctaaaagcc
tagaatcact
gcctgcegtat
ggagccatcg
cgaggatgag
tagcataagt
tcacgggccg
tgtggacagt
gtcagccgag
tgcgcctcecga
acttgcaccc
tagggtgatc
ggtctcgaga
ggagtttgag
ttcctecgac
cgaagtggtg
aaaagaagaa
ataccagtcc
cctagggcat
tcctttgtat
ctgtaacgcc
gtacgatgcc
ttgccctgceca
atcggcagtg
aagaaattgc
tgtggaatgc
ccccatcagg
agctgctgcect
caggtttgta
agaacggccc
cggaatccac
actgtttgat
ggattgtgtt
tctgaccgcg
tgaggcggct
cggagccatg
tgtaatcgca
tggagatgac
cacctggttg
tttctgtgga

cggcagttca
ctgtttgtat
tcaaccttga
tatcatgtgg
aacagcaaag
agcttcgatt
catatcattc
cagttggcag
gtagcgattc
tcattgaacc
agggacaaga
gagatatgca
catccgaaga
tcatatttgg
atgtggcccg
atgagcagta
acgctgcecctt
tcacgtccag
ggtgtgcaga
attcatccaa
gcagagaacc
accaggacta
ttgctgtcag
ccctcectgtat
ttatccatac
actaactctt
acagtattca
agcagggcct
actagagagg
accagcctgg
gcgttcgtag
accggtcaag
ttggagagga
ttactacgca
aggaaggtgg
tatttgaagg
tcatctagtg
atgttgaaag
tatttggaca
aagctgcgca
ccttcagcga
aatgtcacgc
ttcaagaaat
cttactgaag
ctttttgcga
atggacttaa
aaggtacagg
cgagagctgg
atgtcggctg
ctggaaactg
ttaatgattc
ttcggcgaaa
atgaaatctg
agcagagtgt
aatatcgtga
aatatggaag
gggtttattt

agttttcccg
tcattgggta
ccaacattta
tgcgagggga
gacaacctgg
tacagccgat
atgccgtagg
aggcttatga
cactgttgtc
atttgctgac
aatgggaaat
tatccgacga
gttctttggc
aagggaccaa
ttgcaacgga
ttaggtcgaa
gcttgtgcat
aacaaattac
agatccaatg
ggaagtatct
aatccacaga
gaacgcctga
atggcccgac
ctagctcatc
ttgacaccct
acttcgcaaa
ggaaccctcc
gctcgagaac
agctcgaggc
tctccaaccce
cacaacaaca
ggcatttaca
ccgaattgga
agaaattaca
agaacatgaa
cagaaggaaa
tgaaccgtgce
agaactttcc
tggttgacgg
gctttccaaa
tccagaacac
aaatgagaga
atgcgtgtaa
aaaacgtggt
agacacataa
agagagacgt
tgatccaggce
ttaggagatt
aagactttga
acatcgcgtc
tggaagactt
tttcatcaat
gaatgttcct
tgagagaacg
aaggagtcaa
tcaagattat
tgtgtgactc

ggtatgcaaa
cgatcgcaag
tacaggttcc
tattgccacg
cggaggggtg
cgaagtagga
accaaacttc
gtccatcgcet
caccggcatc
agctttagac
gactctcaag
ctcttcagtg
tggaaggaag
gtttcaccag
ggccaatgag
atgccccecgtce
ccatgccatg
tgtgtgctca
ctcccagcect
cgtggaaaca
ggggacacct
gccgatcatc
ccaccaggtg
ctggtccatt
ggagggagct
gagtatggag
acatcccgcet
cagcctagtt
gcttaccccg
gccaggcgta
atgacggttt
acaaaaatca
gatttcgtat
gttaaatccc
agccataaca
agtggagtgc
cttttcaagc
gactgtggct
agcttcatgc
gaaacactcc
gctccagaac
attgcccgta
taatgaatat
aaattacatt
tttgaatatg
gaaagtgact
tgccgatccg
aaatgcggtc
cgctattata
gtttgataaa
aggtgtggac
acatttgccc
cacactgttt
gctaaccgga
atcggacaaa
agatgctgtg
cgtgaccggce

ccgaaatcct
gcccgtacgce
agactccacg
gccaccgaag
tgcggagcgc
aaagcgcgac
aacaaagttt
aagattgtca
ttttccggga
accactgatg
gaagcagtgg
acagaacctg
ggctacagca
gcggccaagyg
caggtatgca
gaagagtcgg
actccagaaa
tcectttececat
atattgttct
ccaccggtag
gaacaaccac
atcgaagagg
ctgcaagtcg
cctcatgcat
agcgtgacca
tttctggcgce
ccgcgcacaa
tccacccecge
tcacgcactc
aatagggtga
gatgcgggtg
gtaaggcaaa
gccccgegcec
acacctgcta
gctagacgta
taccgaaccc
cccaaggtcg
tcttactgta
tgcttagaca
tatttggaac
gtcctggcag
ttggattcgg
tgggaaacgt
accaaattaa
ttgcaggaca
ccaggaacaa
ctagcaacag
ctgcttccga
gccgagcact
agtgaggacg
gcagagctgt
actaaaacta
gtgaacacag
tcaccatgtg
ttaatggcag
gtgggcgaga
acagcgtgcecc
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gtgtggcaga
aacatgatga
gtattctttc
tcatagttat
gggcccctat
gatgttcccg
ggccccgcgce
attaacccgc
gccatccgcect
gaagaagaag
acagaatgga
gaaattggaa
ttgtgtggtc
cgttctggcece
gccacagaac
cagctggcat
tggggccaag
tgtgctggga
gaagggagtt
catgtgtctg
aaaaccagca
gctgctggaa
taaggagtat
ctgccatagt
acttcagact
gcggtatgac
atctcgcccg
aggggactcc
gtatgaagtg
agtagagcaa
gatgcacctc
caccgtgaca
gatctccgag
cagagcatat
agcgggagcc
caccgtgcect
actgcaccct
cacgcacgag
ggagtttgta
aaatccacat
caccatcctg
ctggctgttt
taggatacca
ctgggagtcc
gatccctctg
gcctttttta
gccgagccaa
ccctatcagce
cacctgccac
atgcactcca
catgtggggt
cgtaatgaaa
ctcagtgcag
tgtgaatgga
cacagcttgg
tgattttcct
agtctcaagc

ccccctaaaa
tgacaggaga
agagctgtgc
ggccatgact
aactctctac
ttccagccaa
aggccctggt
tcgatggcta
aagaaaccga
aagaaccaag
aacaagaaga
tctgacaaga
ggagggaagt
gcgcttaaga
atgcgggccg
catggagcag
ggagacagcg
ggtgtgaatg
accgtgaagt
ctcgccaatg
gagactttgg
gcagctgtta
aagctaacgc
ccaatagcaa
tcctcgecagt
atgcacggga
tgtcacattg
atcaccatgg
aaatttaatc
gcgtgccaag
ccgggctcag
cctccectgttg
accatcaaca
cggctgcaga
accttaaaag
ctagcaccag
aagaatccca
ctcatatctg
tggggaaacc
gggctaccgc
ggtttgtcaa
tgcagatcta
ttttgtctgg
ttggatcacc
gccgcecttga
gtcatggccg
gcgggaatct
ataacaccaa
tacaaaacag
acttacaggc
ggtgcatatt
tctgacgact
gcgttcctca
gaaactcctg
acaccctttg

gagtatgggg
tcagatctgt

aggctgttta
agggcattgc
aaggcagtag
actctagcta
ggctaacctg
tgtatccgat
tccceccagaac
acctgacgtt
agaaggaggc
ggaagaagaa
agaccaacaa
cgttcccaat
tattcaggcc
cgaagaaagc
atacattcaa
tccaatatga
gacgacccat
aaggatctag
atactccgga
tgacgttccc
ccatgctcag
agtgccccgg
gcccttacat
tcgaggcagt
atggcctgga
ccattaaaga
tggatgggca
aatttaagaa
ctgtaggcag
tctacgcaca
aagtggacag
ggactagcgce
agacaaaaca
acgataagtg
gaaaactgca
aacctatgat
catatctaac
aaccagctgt
acccgccgaa
acgaggtgat
tttgtgccgce
gagttgcgtg
ctgtgctttg
tatggaacaa
tcgtagtgac
gcgccegeagg
cgtataacac
caaagatcaa
gaatggattc
ctgatgaaca
gcttttgcga
gccttgcgga
acatcacagt
tgaatttcaa
atcgcaaaat
caggacaacc
atgccaatac

agcttggcaa
atgaagagtc
aatcaaggta
gcagtgttaa
aatggactac
gcagccaatg
cgaccctttt
caagcaacgc
ctcgcaaaaa
ggctaagaca
gaaaccaggc
catgttggaa
gatgcatgtg
atccaaatac
atacacccat
aaatgggcgt
tctggataac
gacagccctt
gaactgcgag
atgtgctcaa
cgttaacgtt
aaggaaaagg
ggccagatgc
aaagagcgac
ttcctecegge
gataccacta
cggttatttc
agattccgtc
agaactctat
tgatgcacag
cagtttggtt
cctggtggaa
gttcagccag
ggtgtataat
tgtcccattc
aacctttggt
cacccgccaa
taggaatttt
aaggttttgg
aactcattat
cattgcaacc
cctaactcct
ctgcgcccgce
taaccaacag
tcgcctgcetce
cgccggcgcec
tatagtcaac
gctgatacct
accagccatc
gtgcaaagtc
cactgagaac
tcatgctgaa
gggagaacac
tggggtcaaa
cgtgcagtat
aggagcattt
caacctagtg

acctctggca
aacacgctgg
tgaaaccgta
atcattcagc
gacatagtct
ccctatcgceca
ctggcgatgc
cgggacgcgce
cagaaagggg
gggccgccta
aagagacagc
gggaagataa
gaaggcaaga
gatcttgagt
gagaaacccc
ttcacggtgc
cagggacggg
tcagtcgtca
caatggtcac
ccaccaattt
gacaacccgg
agatccaccg
atcagatgtg
gggcacgacg
aacttaaagg
catcaagtgt
ctgcttgcca
acacactcct
actcatcccc
aacagaggag
tccttgageg
tgcgagtgtg
tgcacaaaga
tctgacaaac
ttgctggcag
ttcagatcag
cttgctgatg
accgtcaccg
gcacaggaaa
taccacagat
gtttccgttg
taccggctaa
actgcccggg
atgttctgga
aggtgcgtgt
tacgagcacg
agagcaggct
acagtgaact
aaatgctgcg
ttcacagggg
acccaagtca
gcatataaag
tctattgtga
ttaactgcag
gccggggaga
ggagatatac
ctgcagagac

gcagacgatg
aaccgagtgg
ggaacttcca
tacctgagag
agtccgccaa
acccgttcgce
aggtgcagga
cacctgaggg
gaggccaagg
atccgaaggc
gcatggtcat
acggctacgc
tcgacaacga
atgcagatgt
aaggctatta
cgaaaggagt
tggtcgctat
tgtggaacga
tagtgaccac
gctacgacag
gctacgatga
aggagctgtt
cagttgggag
gttatgttag
gcaggaccat
cactccatac
ggtgcccggce
gctcggtgcc
cagaacacgg
cttatgtcga
gcagttcagt
gcggcacaaa
aggagcagtg
tgcccaaagc
acggcaaatg
tgtcactgaa
agcctcacta
aaaaagggtg
cagcacccgg
accctatgtc
cagcgtctac
cacctaacgc
ccgagaccac
ttcaattgct
gctgtgtcgt
cgaccacgat
acgcaccact
tggagtacgt
gatctcagga
tttacccgagtt
gcaaggccta
cgcacacagc
ctaccgtgta
gtccgctttc
tctataatta
aatccagaac
ccaaagcagg
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agcgatccac
agctccatca
cgccgaaaac
caccagggtg
gtattcttcc
gtgcgcagtc
cgagcaaggg
ccaaatatgc
tgtgacacac
gacgtggtta
ggctactatt
attggcaagc
ttattttttc

gtgccataca
ttgaaattta
tgtgctgtag
tcagaaacac
gactttggtg
catgtgccat
tcggcgacta
acatcatatg
cctcagtatc
acatccctgce
gtggccatgt
tgcttacata
ttttcttttce

ctcaggcacc
ccgcccecttt
ggtcaattcc
cgacactttc
ggatcgccac
cagggactgc
tccatttctce
ttacgtgcaa
acgcccaaac
tgggaggatc
acgtgctgac
gaactcgcgg
cgaatcggat

ttcgggtttt
cggatgcgaa
attagccttt
agcggccgaa
ggtcaagtac
taccctaaaa
gaccgcaaat
aggtgattgt
atttacagcc
agccgtaatt
caaccagaaa
cgattggcat
tttgttttta

gagcaatgga
atatatacaa
gacattcccg
tgcactctta
tcggccagca
gaagcagcag
atccacccgg
caccccccga
gcggtgtcaa
attataattg
cataattgaa
gccgccttaa
atatttc

agaaagataa
accccattcg
acgccttgtt
acgagtgcgt
agtcaggcaa
tcgagctaac
agttcaggct
aagaccatat
aaaccgcgtg
gcttggtgcect
tacagcagca
aatttttatt

VEE-MAG25mer (SEQ ID NO:4); contiene el nucledétido de MAG-25merPDTT

(bases 30-1755)

atgggcggcgcatgagagaagcccagaccaattacctacccaaaatggagaaagttcacgttgac
atcgaggaagacagcccattcctcagagectttgcagecggagecttcececcgecagtttgaggtagaagccaagceca
ggtcactgataatgaccatgctaatgccagagcgttttcgcatctggcttcaaaactgatcgaaacggagg
tggacccatccgacacgatccttgacattggaagtgcgecccgeccgcagaatgtattctaagcacaagtat
cattgtatctgtccgatgagatgtgcggaagatccggacagattgtataagtatgcaactaagctgaagaa
aaactgtaaggaaataactgataaggaattggacaagaaaatgaaggagctcgccgccgtcatgagcgacc
ctgacctggaaactgagactatgtgcctccacgacgacgagtcgtgtcgctacgaagggcaagtcgectgtt
taccaggatgtatacgcggttgacggaccgacaagtctctatcaccaagccaataagggagttagagtcgce
ctactggataggctttgacaccaccccttttatgtttaagaacttggctggagcatatccatcatactcta
ccaactgggccgacgaaaccgtgttaacggctcgtaacataggcectatgcagectcectgacgttatggagegg
tcacgtagagggatgtccattcttagaaagaagtatttgaaaccatccaacaatgttctattctctgttgg
ctcgaccatctaccacgagaagagggacttactgaggagctggcacctgccgtctgtatttcacttacgtyg
gcaagcaaaattacacatgtcggtgtgagactatagttagttgcgacgggtacgtcgttaaaagaatagcect
atcagtccaggcctgtatgggaagccttcaggctatgectgctacgatgcaccgecgagggattecttgtgetyg
caaagtgacagacacattgaacggggagagggtctcttttccecgtgtgcacgtatgtgccagctacattgt
gtgaccaaatgactggcatactggcaacagatgtcagtgcggacgacgcgcaaaaactgectggttgggcetce
aaccagcgtatagtcgtcaacggtcgcacccagagaaacaccaataccatgaaaaattaccttttgeccecgt
agtggcccaggcatttgctaggtgggcaaaggaatataaggaagatcaagaagatgaaaggccactaggac
tacgagatagacagttagtcatggggtgttgttgggcttttagaaggcacaagataacatctatttataag
cgcccggatacccaaaccatcatcaaagtgaacagcgatttccactcattecgtgetgeccaggataggcag
taacacattggagatcgggctgagaacaagaatcaggaaaatgttagaggagcacaaggagccgtcacctce
tcattaccgccgaggacgtacaagaagctaagtgcgcageccgatgaggctaaggaggtgecgtgaagccgag
gagttgcgcgcagctctaccacctttggcagctgatgttgaggagecccactctggaageccgatgtecgactt
gatgttacaagaggctggggccggctcagtggagacacctcecgtggcttgataaaggttaccagectacgectyg
gcgaggacaagatcggctcttacgctgtgetttcectccgcaggectgtactcaagagtgaaaaattatcttge
atccaccctctcgctgaacaagtcatagtgataacacactctggccgaaaagggcgttatgecgtggaacce
ataccatggtaaagtagtggtgccagagggacatgcaatacccgtccaggactttcaagctctgagtgaaa
gtgccaccattgtgtacaacgaacgtgagttcgtaaacaggtacctgcaccatattgccacacatggagga
gcgctgaacactgatgaagaatattacaaaactgtcaagcccagcgagcacgacggcgaatacctgtacga
catcgacaggaaacagtgcgtcaagaaagaactagtcactgggctagggctcacaggcgagctggtggatce
ctcccttceccatgaattcgectacgagagtctgagaacacgaccagecgctceccttaccaagtaccaaccata
ggggtgtatggcgtgccaggatcaggcaagtctggcatcattaaaagcgcagtcaccaaaaaagatctagt
ggtgagcgccaagaaagaaaactgtgcagaaattataagggacgtcaagaaaatgaaagggctggacgtca
atgccagaactgtggactcagtgctcttgaatggatgcaaacaccccgtagagaccctgtatattgacgaa
gcttttgcttgtcatgcaggtactctcagagecgctcatageccattataagacctaaaaaggcagtgctcetg
cggggatcccaaacagtgcggtttttttaacatgatgtgcctgaaagtgcattttaaccacgagatttgceca
cacaagtcttccacaaaagcatctctcgccgttgcactaaatctgtgacttecggtecgtctcaaccttgttt
tacgacaaaaaaatgagaacgacgaatccgaaagagactaagattgtgattgacactaccggcagtaccaa
acctaagcaggacgatctcattctcacttgtttcagagggtgggtgaagcagttgcaaatagattacaaag
gcaacgaaataatgacggcagctgcctctcaagggctgacccgtaaaggtgtgtatgecgttecggtacaag
gtgaatgaaaatcctctgtacgcacccacctcagaacatgtgaacgtcctactgacccgcacggaggaccyg
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catcgtgtggaaaacactagccggcgacccatggataaaaacactgactgccaagtaccctgggaatttca
ctgccacgatagaggagtggcaagcagagcatgatgccatcatgaggcacatcttggagagaccggaccct
accgacgtcttccagaataaggcaaacgtgtgttgggccaaggctttagtgeccggtgctgaagaccgetgg
catagacatgaccactgaacaatggaacactgtggattattttgaaacggacaaagctcactcagcagaga
tagtattgaaccaactatgcgtgaggttctttggactcgatctggactccggtctattttctgcacccact
gttccgttatccattaggaataatcactgggataactccceccgtcgectaacatgtacgggctgaataaaga
agtggtccgtcagctctctcecgcaggtacccacaactgectcecgggcagttgeccactggaagagtctatgaca
tgaacactggtacactgcgcaattatgatccgcgcataaacctagtacctgtaaacagaagactgcecctcat
gctttagtcctccaccataatgaacacccacagagtgacttttecttcattecgtcagcaaattgaagggcag
aactgtcctggtggtcggggaaaagttgtccgtcccaggcaaaatggttgactggttgtcagaccggectg
aggctaccttcagagctcggctggatttaggcatcccaggtgatgtgcccaaatatgacataatatttgtt
aatgtgaggaccccatataaataccatcactatcagcagtgtgaagaccatgccattaagcttagcatgtt
gaccaagaaagcttgtctgcatctgaatcccggecggaacctgtgtcagcataggttatggttacgectgaca
gggccagcgaaagcatcattggtgctatagcgecggcagttcaagttttecccgggtatgcaaaccgaaatcece
tcacttgaagagacggaagttctgtttgtattcattgggtacgatcgcaaggcccgtacgcacaatcctta
caagctttcatcaaccttgaccaacatttatacaggttccagactccacgaagccggatgtgcacccectecat
atcatgtggtgcgaggggatattgccacggccaccgaaggagtgattataaatgctgctaacagcaaagga
caacctggcggaggggtgtgcggagcgctgtataagaaattcccggaaagcttecgatttacagecgatcga
agtaggaaaagcgcgactggtcaaaggtgcagctaaacatatcattcatgccgtaggaccaaacttcaaca
aagtttcggaggttgaaggtgacaaacagttggcagaggcttatgagtccatcgctaagattgtcaacgat
aacaattacaagtcagtagcgattccactgttgtccaccggcatcttttccgggaacaaagatcgactaac
ccaatcattgaaccatttgctgacagctttagacaccactgatgcagatgtagccatatactgcagggaca
agaaatgggaaatgactctcaaggaagcagtggctaggagagaagcagtggaggagatatgcatatccgac
gactcttcagtgacagaacctgatgcagagctggtgagggtgcatccgaagagttectttggectggaaggaa
gggctacagcacaagcgatggcaaaactttctcatatttggaagggaccaagtttcaccaggcggccaagg
atatagcagaaattaatgccatgtggcccgttgcaacggaggccaatgagcaggtatgcatgtatatecte
ggagaaagcatgagcagtattaggtcgaaatgccccgtcgaagagtcggaagcectccacaccacctageac
gctgccttgcttgtgcatccatgccatgactccagaaagagtacagcgectaaaagcectcacgtceccagaac
aaattactgtgtgctcatcctttccattgccgaagtatagaatcactggtgtgcagaagatccaatgctcce
cagcctatattgttctcaccgaaagtgcctgcgtatattcatccaaggaagtatctcgtggaaacaccacce
ggtagacgagactccggagccatcggcagagaaccaatccacagaggggacacctgaacaaccaccactta
taaccgaggatgagaccaggactagaacgcctgagccgatcatcatcgaagaggaagaagaggatagcata
agtttgctgtcagatggcccgacccaccaggtgctgcaagtcgaggcagacattcacgggccgecctetgt
atctagctcatcctggtccattcctcatgcatccgactttgatgtggacagtttatccatacttgacacce
tggagggagctagcgtgaccagcggggcaacgtcagccgagactaactcecttacttcgcaaagagtatggag
tttctggcgcgaccggtgecctgecgectcgaacagtattcaggaaccctceccacatecececgectececgegcacaag
aacaccgtcacttgcacccagcagggcctgctcgagaaccagecctagtttceccacceccgeccaggegtgaata
gggtgatcactagagaggagctcgaggcgcttaccccecgtcacgcactcecctagcaggtecggtectecgagaacce
agcctggtctccaacccgccaggcgtaaatagggtgattacaagagaggagtttgaggecgttcgtagcaca
acaacaatgacggtttgatgcgggtgcatacatcttttceccteccgacaccggtcaagggcatttacaacaaa
aatcagtaaggcaaacggtgctatccgaagtggtgttggagaggaccgaattggagatttcgtatgecceg
cgcctcgaccaagaaaaagaagaattactacgcaagaaattacagttaaatcccacacctgctaacagaag
cagataccagtccaggaaggtggagaacatgaaagccataacagctagacgtattctgcaaggecctaggge
attatttgaaggcagaaggaaaagtggagtgctaccgaaccctgcatcctgttecctttgtattcatctagt
gtgaaccgtgccttttcaagccccaaggtcgcagtggaagecctgtaacgeccatgttgaaagagaactttee
gactgtggcttcttactgtattattccagagtacgatgcctatttggacatggttgacggagcttcatget
gcttagacactgccagtttttgccctgcaaagctgcecgcagctttccaaagaaacactecctatttggaaccce
acaatacgatcggcagtgccttcagcgatccagaacacgctccagaacgtcctggcagectgeccacaaaaag
aaattgcaatgtcacgcaaatgagagaattgcccgtattggattcggecggecctttaatgtggaatgecttca
agaaatatgcgtgtaataatgaatattgggaaacgtttaaagaaaaccccatcaggcttactgaagaaaac
gtggtaaattacattaccaaattaaaaggaccaaaagctgctgctctttttgcgaagacacataatttgaa
tatgttgcaggacataccaatggacaggtttgtaatggacttaaagagagacgtgaaagtgactccaggaa
caaaacatactgaagaacggcccaaggtacaggtgatccaggctgccgatccgectagcaacagecgtatcetyg
tgcggaatccaccgagagctggttaggagattaaatgcggtcctgecttccgaacattcatacactgtttga
tatgtcggctgaagactttgacgctattatagccgagcacttccagectggggattgtgttctggaaactyg
acatcgcgtcgtttgataaaagtgaggacgacgccatggctctgaccgecgttaatgattctggaagactta
ggtgtggacgcagagctgttgacgctgattgaggcggctttcggcgaaatttcatcaatacatttgceccac
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taaaactaaatttaaattcggagccatgatgaaatctggaatgttcctcacactgtttgtgaacacagtca
ttaacattgtaatcgcaagcagagtgttgagagaacggctaaccggatcaccatgtgcagcattcattgga
gatgacaatatcgtgaaaggagtcaaatcggacaaattaatggcagacaggtgcgccacctggttgaatat
ggaagtcaagattatagatgctgtggtgggcgagaaagcgccttatttctgtggagggtttattttgtgtyg
actccgtgaccggcacagcgtgccgtgtggcagaccccctaaaaaggectgtttaagecttggcaaacctcectg
gcagcagacgatgaacatgatgatgacaggagaagggcattgcatgaagagtcaacacgctggaaccgagt
gggtattctttcagagctgtgcaaggcagtagaatcaaggtatgaaaccgtaggaacttccatcatagtta
tggccatgactactctagctagcagtgttaaatcattcagctacctgagaggggcccctataactcectcectac
ggctaacctgaatggactacgactctagaatagtctttaatTAAGCCACCATGGCAGGCATGTTTCAGGCG
CTGAGCGAAGGCTGCACCCCGTATGATATTAACCAGATGCTGAACGTGCTGGGCGATCATCAGGTCTCAGG
CCTTGAGCAGCTTGAGAGTATAATCAACTTTGAAAAACTGACTGAATGGACCAGTTCTAATGTTATGCCTA
TCCTGTCTCCTCTGACAAAGGGCATCCTGGGCTTCGTGTTTACCCTGACCGTGCCTTCTGAGAGAGGACTT
AGCTGCATTAGCGAAGCGGATGCGACCACCCCGGAAAGCGCGAACCTGGGCGAAGAAATTCTGAGCCAGCT
GTATCTTTGGCCAAGGGTGACCTACCATTCCCCTAGTTATGCTTACCACCAATTTGAAAGACGAGCCAAAT
ATAAAAGACACTTCCCCGGCTTTGGCCAGAGCCTGCTGTTTGGCTACCCTGTGTACGTGTTCGGCGATTGC
GTGCAGGGCGATTGGGATGCGATTCGCTTTCGCTATTGCGCGCCGCCGGGCTATGCGCTGCTGCGCTGCAA
CGATACCAACTATAGCGCTCTGCTGGCTGTGGGGGCCCTAGAAGGACCCAGGAATCAGGACTGGCTTGGTG
TCCCAAGACAACTTGTAACTCGGATGCAGGCTATTCAGAATGCCGGCCTGTGTACCCTGGTGGCCATGCTG
GAAGAGACAATCTTCTGGCTGCAAGCGTTTCTGATGGCGCTGACCGATAGCGGCCCGAAAACCAACATTAT
TGTGGATAGCCAGTATGTGATGGGCATTAGCAAACCGAGCTTTCAGGAATTTGTGGATTGGGAAAACGTGA
GCCCGGAACTGAACAGCACCGATCAGCCGTTTTGGCAAGCCGGAATCCTGGCCAGAAATCTGGTGCCTATG
GTGGCCACAGTGCAGGGCCAGAACCTGAAGTACCAGGGTCAGTCACTAGTCATCTCTGCTTCTATCATTGT
CTTCAACCTGCTGGAACTGGAAGGTGATTATCGAGATGATGGCAACGTGTGGGTGCATACCCCGCTGAGCC
CGCGCACCCTGAACGCGTGGGTGAAAGCGGTGGAAGAAAAAAAAGGTATTCCAGTTCACCTAGAGCTGGCC
AGTATGACCAACATGGAGCTCATGAGCAGTATTGTGCATCAGCAGGTCAGAACATACGGCCCCGTGTTCAT
GTGTCTCGGCGGACTGCTTACAATGGTGGCTGGTGCTGTGTGGCTGACAGTGCGAGTGCTCGAGCTGTTCC
GGGCCGCGCAGCTGGCCAACGACGTGGTCCTCCAGATCATGGAGCTTTGTGGTGCAGCGTTTCGCCAGGTG
TGCCATACCACCGTGCCGTGGCCGAACGCGAGCCTGACCCCGAAATGGAACAACGAAACCACCCAGLCCCCA
GATCGCCAACTGCAGCGTGTATGACTTTTTTGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTCGAGACACACTTTGGC
CAAGGGTGACCTACCATATGAACAAATATGCGTATCATATGCTGGAAAGACGAGCCAAATATAAAAGAGGA
CCAGGACCTGGCGCTAAATTTGTGGCCGCCTGGACACTGAAAGCCGCTGCTGGTCCTGGACCTGGCCAGTA
CATCAAGGCCAACAGCAAGTTCATCGGCATCACCGAACTCGGACCCGGACCAGGCTGATGATTcgaacggce
cgtatcacgcccaaacatttacagccgcggtgtcaaaaaccgcgtggacgtggttaacatcectgetggga
ggatcagccgtaattattataattggcttggtgctggctactattgtggccatgtacgtgectgaccaacca
gaaacataattgaatacagcagcaattggcaagctgcttacatagaactcgcggcgattggcatgeccgect
taaaatttttattttattttttcttttcttttccgaatcggattttgtttttaatatttcaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Virus de la encefalitis equina venezolana, [TC-83] (SEQ ID

NO:5) GenBank: L01443.1

cepa TC-83

atgggcggcg
ttgacatcga
aggtagaagc
tggcttcaaa
gtgcgccecge
gtgcggaaga
aaataactga
ctgacctgga
aagtcgctgt
ccaataaggg
agaacttggc
cggctcgtaa
ccattcttag
ccatctacca
tacgtggcaa
tcgttaaaag
cgatgcaccg

catgagagaa
ggaagacagc
caagcaggtc
actgatcgaa
ccgcagaatg
tccggacaga
taaggaattg
aactgagact
ttaccaggat
agttagagtc
tggagcatat
cataggccta
aaagaagtat
cgagaagagg
gcaaaattac
aatagctatc
cgagggattc

gcccagacca
ccattcctca
actgataatg
acggaggtgg
tattctaagc
ttgtataagt
gacaagaaaa
atgtgcctcc
gtatacgcgg
gcctactgga
ccatcatact
tgcagctctg
ttgaaaccat
gacttactga
acatgtcggt
agtccaggcc
ttgtgctgca

attacctacc
gagctttgca
accatgctaa
acccatccga
acaagtatca
atgcaactaa
tgaaggagct
acgacgacga
ttgacggacc
taggctttga
ctaccaactg
acgttatgga
ccaacaatgt
ggagctggca
gtgagactat
tgtatgggaa
aagtgacaga

caaaatggag
gcggagcttc
tgccagagcg
cacgatcctt
ttgtatctgt
gctgaagaaa
cgccgcecgtce
gtcgtgtcgce
gacaagtctc
caccacccct
ggccgacgaa
gcggtcacgt
tctattctct
cctgccegtcet
agttagttgc
gccttcaggce
cacattgaac

aaagttcacg
ccgcagtttg
ttttcgcatc
gacattggaa
ccgatgagat
aactgtaagg
atgagcgacc
tacgaagggc
tatcaccaag
tttatgttta
accgtgttaa
agagggatgt
gttggctcga
gtatttcact
gacgggtacg
tatgctgcta

gg999agaggg




260

tctcttttce
tggcaacaga
tagtcgtcaa
tagtggccca
ggccactagg
acaagataac
atttccactc
caagaatcag
acgtacaaga
tgcgcgcagce
tcgacttgat
aggttaccag
ctgtactcaa
taacacactc
tgccagaggg
ttgtgtacaa
gagcgctgaa
aatacctgta
ggctcacagg
cacgaccagc
gcaagtctgg
aagaaaactg
ccagaactgt
ttgacgaagc
ctaaaaaggc
tgaaagtgca
gttgcactaa
cgacgaatcc
aggacgatct
aaggcaacga
ccgttcggta
tcctactgac
taaaaacact
cagagcatga
agaataaggc
tagacatgac
cagcagagat
gtctattttc
cgtcgcctaa
cacaactgcc
gcaattatga
tcctceccacca
gcagaactgt
tgtcagaccg
tgcccaaata
agcagtgtga
tgaatcccgg
gcatcattgg
cacttgaaga
acaatcctta
aagccggatg
gagtgattat
tgtataagaa
tggtcaaagg
cggaggttga
acgataacaa
acaaagatcg

cgtgtgcacg
tgtcagtgcg
cggtcgcacc
ggcatttgct
actacgagat
atctatttat
attcgtgctg
gaaaatgtta
agctaagtgc
tctaccacct
gttacaagag
ctacgctggce
gagtgaaaaa
tggccgaaaa
acatgcaata
cgaacgtgag
cactgatgaa
cgacatcgac
cgagctggtg
cgctccttac
catcattaaa
tgcagaaatt
ggactcagtg
ttttgcttgt
agtgctctgc
ttttaaccac
atctgtgact
gaaagagact
cattctcact
aataatgacg
caaggtgaat
ccgcacggag
gactgccaag
tgccatcatg
aaacgtgtgt
cactgaacaa
agtattgaac
tgcacccact
catgtacggg
tcgggcagtt
tccgcgcata
taatgaacac
cctggtggtc
gcctgaggcet
tgacataata
agaccatgcc
cggaacctgt
tgctatagcg
gacggaagtt
caagctttca
tgcaccctca
aaatgctgct
attcccggaa
tgcagctaaa
aggtgacaaa
ttacaagtca
actaacccaa

tatgtgccag
gacgacgcgc
cagagaaaca
aggtgggcaa
agacagttag
aagcgcccgg
cccaggatag
gaggagcaca
gcagccgatg
ttggcagctg
gctggggccg
gaggacaaga
ttatcttgca
gggcgttatg
cccgtccagg
ttcgtaaaca
gaatattaca
aggaaacagt
gatcctccct
caagtaccaa
agcgcagtca
ataagggacg
ctcttgaatg
catgcaggta
ggggatccca
gagatttgca
tcggtcegtcet
aagattgtga
tgtttcagag
gcagctgcct
gaaaatcctc
gaccgcatcg
taccctggga
aggcacatct
tgggccaagg
tggaacactg
caactatgcg
gttccgttat
ctgaataaag
gccactggaa
aacctagtac
ccacagagtg
ggggaaaagt
accttcagag
tttgttaatg
attaagctta
gtcagcatag
cggcagttca
ctgtttgtat
tcaaccttga
tatcatgtgg
aacagcaaag
agcttcgatt
catatcattc
cagttggcag
gtagcgattc
tcattgaacc

ctacattgtg
aaaaactgct
ccaataccat
aggaatataa
tcatggggtg
atacccaaac
gcagtaacac
aggagccgtc
aggctaagga
atgttgagga
gctcagtgga
tcggctctta
tccaccctcet
ccgtggaacc
actttcaagc
ggtacctgca
aaactgtcaa
gcgtcaagaa
tccatgaatt
ccataggggt
ccaaaaaaga
tcaagaaaat
gatgcaaaca
ctctcagagc
aacagtgcgg
cacaagtctt
caaccttgtt
ttgacactac
ggtgggtgaa
ctcaagggct
tgtacgcacc
tgtggaaaac
atttcactgc
tggagagacc
ctttagtgcc
tggattattt
tgaggttctt
ccattaggaa
aagtggtccg
gagtctatga
ctgtaaacag
acttttcttc
tgtccgtccce
ctcggctgga
tgaggacccc
gcatgttgac
gttatggtta
agttttcccg
tcattgggta
ccaacattta
tgcgagggga
gacaacctgg
tacagccgat
atgccgtagg
aggcttatga
cactgttgtc
atttgctgac

tgaccaaatg
ggttgggctc
gaaaaattac
ggaagatcaa
ttgttgggct
catcatcaaa
attggagatc
acctctcatt
ggtgcgtgaa
gcccactctg
gacacctcgt
cgctgtgcett
cgctgaacaa
ataccatggt
tctgagtgaa
ccatattgcc
gcccagcgag
agaactagtc
cgcctacgag
gtatggcgtg
tctagtggtg
gaaagggctg
ccccgtagag
gctcatagcc
tttttttaac
ccacaaaagc
ttacgacaaa
cggcagtacc
gcagttgcaa
gacccgtaaa
cacctcagaa
actagccggce
cacgatagag
ggaccctacc
ggtgctgaag
tgaaacggac
tggactcgat
taatcactgg
tcagctctct
catgaacact
aagactgcct
attcgtcagc
aggcaaaatg
tttaggcatc
atataaatac
caagaaagct
cgctgacagg
ggtatgcaaa
cgatcgcaag
tacaggttcc
tattgccacg
cggaggggtg
cgaagtagga
accaaacttc
gtccatcgcet
caccggcatc
agctttagac

actggcatac
aaccagcgta
cttttgccecg
gaagatgaaa
tttagaaggc
gtgaacagcg
gggctgagaa
accgccgagg
gccgaggagt
gaagccgatg
ggcttgataa
tctccgcagg
gtcatagtga
aaagtagtgg
agtgccacca
acacatggag
cacgacggcg
actgggctag
agtctgagaa
ccaggatcag
agcgccaaga
gacgtcaatg
accctgtata
attataagac
atgatgtgcc
atctctcgcece
aaaatgagaa
aaacctaagc
atagattaca
ggtgtgtatg
catgtgaacg
gacccatgga
gagtggcaag
gacgtcttcc
accgctggca
aaagctcact
ctggactccg
gataactccc
cgcaggtacc
ggtacactgc
catgctttag
aaattgaagg
gttgactggt
ccaggtgatg
catcactatc
tgtctgcatc
gccagcgaaa
ccgaaatcct
gcccgtacgce
agactccacg
gccaccgaag
tgcggagcgce
aaagcgcgac
aacaaagttt
aagattgtca
ttttccggga
accactgatg
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cagatgtagc
ctaggagaga
atgcagagct
caagcgatgg
atatagcaga
tgtatatcct
aagcctccac
gagtacagcg
tgccgaagta
caccgaaagt
acgagactcc
cacttataac
aagaagagga
aggcagacat
ccgactttga
gcggggcaac
gaccggtgcc
gaacaccgtc
caggcgtgaa
ctagcaggtc
ttacaagaga
catacatctt
cggtgctatc
tcgaccaaga
acagaagcag
ttctgcaagg
tgcatcctgt
cagtggaagc
ttattccaga
ctgccagttt
ccacaatacg
ctgccacaaa
cggcctttaa
ttaaagaaaa
aaggaccaaa
taccaatgga
aacatactga
cgtatctgtg
acattcatac
tccagcctgg
acgccatggc
tgacgctgat
aatttaaatt
tcattaacat
cagcattcat
acaggtgcgc
aagcgcctta
gtgtggcaga
aacatgatga
gtattctttc
tcatagttat
gggcccctat
gatgttcccg
ggccccgcgce
attaacccgc
gccatccgcet

gaagaagaag

catatactgc
agcagtggag
ggtgagggtyg
caaaactttc
aattaatgcc
cggagaaagc
accacctagc
cctaaaagcc
tagaatcact
gcctgcegtat
ggagccatcg
cgaggatgag
tagcataagt
tcacgggccg
tgtggacagt
gtcagccgag
tgcgcctcega
acttgcaccc
tagggtgatc
ggtctcgaga
ggagtttgag
ttcctecgac
cgaagtggtg
aaaagaagaa
ataccagtcc
cctagggcat
tcctttgtat
ctgtaacgcc
gtacgatgcc
ttgccctgceca
atcggcagtg
aagaaattgc
tgtggaatgc
ccccatcagg
agctgctgcect
caggtttgta
agaacggccc
cggaatccac
actgtttgat
ggattgtgtt
tctgaccgcg
tgaggcggct
cggagccatg
tgtaatcgca
tggagatgac
cacctggttg
tttctgtgga
ccccctaaaa
tgacaggaga
agagctgtgce
ggccatgact
aactctctac
ttccagccaa
aggccctggt
tcgatggcta
aagaaaccga
aagaaccaag

agggacaaga
gagatatgca
catccgaaga
tcatatttgg
atgtggcccg
atgagcagta
acgctgcecctt
tcacgtccag
ggtgtgcaga
attcatccaa
gcagagaacc
accaggacta
ttgctgtcag
ccctctgtat
ttatccatac
actaactctt
acagtattca
agcagggcct
actagagagg
accagcctgg
gcgttcgtag
accggtcaag
ttggagagga
ttactacgca
aggaaggtgg
tatttgaagg
tcatctagtg
atgttgaaag
tatttggaca
aagctgcgca
ccttcagcga
aatgtcacgc
ttcaagaaat
cttactgaag
ctttttgcga
atggacttaa
aaggtacagg
cgagagctgg
atgtcggctg
ctggaaactg
ttaatgattc
ttcggcgaaa
atgaaatctg
agcagagtgt
aatatcgtga
aatatggaag
gggtttattt
aggctgttta
agggcattgc
aaggcagtag
actctagcta
ggctaacctg
tgtatccgat
tccccagaac
acctgacgtt
agaaggaggc
ggaagaagaa

aatgggaaat
tatccgacga
gttctttggc
aagggaccaa
ttgcaacgga
ttaggtcgaa
gcttgtgcat
aacaaattac
agatccaatg
ggaagtatct
aatccacaga
gaacgcctga
atggcccgac
ctagctcatc
ttgacaccct
acttcgcaaa
ggaaccctcc
gctcgagaac
agctcgaggc
tctccaaccce
cacaacaaca
ggcatttaca
ccgaattgga
agaaattaca
agaacatgaa
cagaaggaaa
tgaaccgtgce
agaactttcc
tggttgacgg
gctttccaaa
tccagaacac
aaatgagaga
atgcgtgtaa
aaaacgtggt
agacacataa
agagagacgt
tgatccaggce
ttaggagatt
aagactttga
acatcgcgtc
tggaagactt
tttcatcaat
gaatgttcct
tgagagaacg
aaggagtcaa
tcaagattat
tgtgtgactc
agcttggcaa
atgaagagtc
aatcaaggta
gcagtgttaa
aatggactac
gcagccaatg
cgaccctttt
caagcaacgc
ctcgcaaaaa
ggctaagaca

gactctcaag
ctcttcagtg
tggaaggaag
gtttcaccag
ggccaatgag
atgccccecgtce
ccatgccatg
tgtgtgctca
ctcccagcect
cgtggaaaca
ggggacacct
gccgatcatc
ccaccaggtg
ctggtccatt
ggagggagct
gagtatggag
acatcccgcet
cagcctagtt
gcttaccccg
gccaggcgta
atgacggttt
acaaaaatca
gatttcgtat
gttaaatccc
agccataaca
agtggagtgc
cttttcaagc
gactgtggct
agcttcatgc
gaaacactcc
gctccagaac
attgcccgta
taatgaatat
aaattacatt
tttgaatatg
gaaagtgact
tgccgatccg
aaatgcggtc
cgctattata
gtttgataaa
aggtgtggac
acatttgccc
cacactgttt
gctaaccgga
atcggacaaa
agatgctgtg
cgtgaccggce
acctctggca
aacacgctgg
tgaaaccgta
atcattcagc
gacatagtct
ccctatcgcea
ctggcgatgc
cgggacgcgce
cagaaagggg
gggccgccta

gaagcagtgg
acagaacctg
ggctacagca
gcggccaagyg
caggtatgca
gaagagtcgg
actccagaaa
tcecttteccecat
atattgttct
ccaccggtag
gaacaaccac
atcgaagagg
ctgcaagtcg
cctcatgcat
agcgtgacca
tttctggcgce
ccgcgcacaa
tccacccecge
tcacgcactc
aatagggtga
gatgcgggtg
gtaaggcaaa
gccccgegcec
acacctgcta
gctagacgta
taccgaaccc
cccaaggtcg
tcttactgta
tgcttagaca
tatttggaac
gtcctggcag
ttggattcgg
tgggaaacgt
accaaattaa
ttgcaggaca
ccaggaacaa
ctagcaacag
ctgcttccga
gccgagcact
agtgaggacg
gcagagctgt
actaaaacta
gtgaacacag
tcaccatgtg
ttaatggcag
gtgggcgaga
acagcgtgcecce
gcagacgatg
aaccgagtgg
ggaacttcca
tacctgagag
agtccgccaa
acccgttcgce
aggtgcagga
cacctgaggg

gaggccaagg
atccgaaggce
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acagaatgga
gaaattggaa
ttgtgtggtc
cgttctggcece
gccacagaac
cagctggcat
tggggccaag
tgtgctggga
gaagggagtt
catgtgtctg
aaaaccagca
gctgctggaa
taaggagtat
ctgccatagt
acttcagact
gcggtatgac
atctcgcccg
aggggactcc
gtatgaagtg
agtagagcaa
gatgcacctc
caccgtgaca
gatctccgag
cagagcatat
agcgggagcc
caccgtgcect
actgcaccct
cacgcacgag
ggagtttgta
aaatccacat
caccatcctg
ctggctgttt
taggatacca
ctgggagtcc
gatccctctg
gcctttttta
gccgagccaa
ccctatcagce
cacctgccac
atgcactcca
catgtggggt
cgtaatgaaa
ctcagtgcag
tgtgaatgga
cacagcttgg
tgattttcct
agtctcaagc
agcgatccac
agctccatca
cgccgaaaac
caccagggtg
gtattcttcc
gtgcgcagtc
cgagcaaggg
ccaaatatgc
tgtgacacac
gacgtggtta

aacaagaaga
tctgacaaga
ggagggaagt
gcgcttaaga
atgcgggccg
catggagcag
ggagacagcg
ggtgtgaatg
accgtgaagt
ctcgccaatg
gagactttgg
gcagctgtta
aagctaacgc
ccaatagcaa
tcctcgcecagt
atgcacggga
tgtcacattg
atcaccatgg
aaatttaatc
gcgtgccaag
ccgggctcag
cctcctgttg
accatcaaca
cggctgcaga
accttaaaag
ctagcaccag
aagaatccca
ctcatatctg
tggggaaacc
gggctaccgc
ggtttgtcaa
tgcagatcta
ttttgtctgg
ttggatcacc
gccgcecttga
gtcatggccg
gcgggaatct
ataacaccaa
tacaaaacag
acttacaggc
ggtgcatatt
tctgacgact
gcgttcctca
gaaactcctg
acaccctttg
gagtatgggg
tcagatctgt
gtgccataca
ttgaaattta
tgtgctgtag
tcagaaacac
gactttggtg
catgtgccat
tcggcgacta
acatcatatg
cctcagtatc
acatccctgce

agaccaacaa
cgttcccaat
tattcaggcc
cgaagaaagc
atacattcaa
tccaatatga
gacgacccat
aaggatctag
atactccgga
tgacgttccc
ccatgctcag
agtgccccgg
gcccttacat
tcgaggcagt
atggcctgga
ccattaaaga
tggatgggca
aatttaagaa
ctgtaggcag
tctacgcaca
aagtggacag
ggactagcgce
agacaaaaca
acgataagtg
gaaaactgca
aacctatgat
catatctaac
aaccagctgt
acccgccgaa
acgaggtgat
tttgtgccgce
gagttgcgtg
ctgtgctttg
tatggaacaa
tcgtagtgac
gcgccgcagg
cgtataacac
caaagatcaa
gaatggattc
ctgatgaaca
gcttttgcga
gccttgcgga
acatcacagt
tgaatttcaa
atcgcaaaat
caggacaacc
atgccaatac
ctcaggcacc
ccgcccecettt
ggtcaattcc
cgacactttc
ggatcgccac
cagggactgc
tccatttctc
ttacgtgcaa
acgcccaaac

tgggaggatc

gaaaccaggc
catgttggaa
gatgcatgtg
atccaaatac
atacacccat
aaatgggcgt
tctggataac
gacagccctt
gaactgcgag
atgtgctcaa
cgttaacgtt
aaggaaaagg
ggccagatgc
aaagagcgac
ttcctcecegge
gataccacta
cggttatttc
agattccgtc
agaactctat
tgatgcacag
cagtttggtt
cctggtggaa
gttcagccag
ggtgtataat
tgtcccattc
aacctttggt
cacccgccaa
taggaatttt
aaggttttgg
aactcattat
cattgcaacc
cctaactcct
ctgcgcccgce
taaccaacag
tcgcctgcetce
cgccggcgcec
tatagtcaac
gctgatacct
accagccatc
gtgcaaagtc
cactgagaac
tcatgctgaa
gggagaacac
tggggtcaaa
cgtgcagtat
aggagcattt
caacctagtg
ttcgggtttt
cggatgcgaa
attagccttt
agcggccgaa
ggtcaagtac
taccctaaaa
gaccgcaaat
aggtgattgt
atttacagcc
agccgtaatt

aagagacagc
gggaagataa
gaaggcaaga
gatcttgagt
gagaaacccc
ttcacggtgc
cagggacggg
tcagtcgtca
caatggtcac
ccaccaattt
gacaacccgg
agatccaccg
atcagatgtg
gggcacgacg
aacttaaagg
catcaagtgt
ctgcttgcca
acacactcct
actcatcccc
aacagaggag
tccttgageg
tgcgagtgtg
tgcacaaaga
tctgacaaac
ttgctggcag
ttcagatcag
cttgctgatg
accgtcaccg
gcacaggaaa
taccacagat
gtttccgttg
taccggctaa
actgcccggg
atgttctgga
aggtgcgtgt
tacgagcacg
agagcaggct
acagtgaact
aaatgctgcg
ttcacagggg
acccaagtca
gcatataaag
tctattgtga
ttaactgcag
gccggggaga
ggagatatac
ctgcagagac
gagcaatgga
atatatacaa
gacattcccg
tgcactctta
tcggccagca
gaagcagcag
atccacccgg
caccccccga
gcggtgtcaa
attataattg

gcatggtcat
acggctacgc
tcgacaacga
atgcagatgt
aaggctatta
cgaaaggagt
tggtcgctat
tgtggaacga
tagtgaccac
gctacgacag
gctacgatga
aggagctgtt
cagttgggag
gttatgttag
gcaggaccat
cactccatac
ggtgcccggce
gctcggtgcc
cagaacacgg
cttatgtcga
gcagttcagt
gcggcacaaa
aggagcagtg
tgcccaaagc
acggcaaatg
tgtcactgaa
agcctcacta
aaaaagggtg
cagcacccgg
accctatgtc
cagcgtctac
cacctaacgc
ccgagaccac
ttcaattgct
gctgtgtcgt
cgaccacgat
acgcaccact
tggagtacgt
gatctcagga
tttacccgagtt
gcaaggccta
cgcacacagc
ctaccgtgta
gtccgctttc
tctataatta
aatccagaac
ccaaagcagg
agaaagataa
accccattcg
acgccttgtt
acgagtgcgt
agtcaggcaa
tcgagctaac
agttcaggct
aagaccatat
aaaccgcgtg
gcttggtgct
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ggctactatt gtggccatgt acgtgctgac caaccagaaa cataattgaa tacagcagca
attggcaagc tgcttacata gaactcgcgg cgattggcat gccgccttaa aatttttatt
ttattttttc ttttcttttc cgaatcggat tttgttttta atatttc

Vector de suministro del VEE (SEQ ID NO:6); genoma del VEE con
nucledétidos 7.544-11.175 eliminados [proteinas estructurales del
alfavirus removidas]

ATGggcggcgcatgagagaagcccagaccaattacctacccaaaATGGagaaagttcacgttgacatcgag
gaagacagcccattcctcagagctttgcagcggagecttceccecgecagtttgaggtagaageccaagcaggtcac
tgataatgaccatgctaatgccagagcgttttcgcatctggcttcaaaactgatcgaaacggaggtggacc
catccgacacgatccttgacattggaagtgcgcccgcecccgcagaatgtattctaagcacaagtatcattgt
atctgtccgatgagatgtgcggaagatccggacagattgtataagtatgcaactaagctgaagaaaaactg
taaggaaataactgataaggaattggacaagaaaatgaaggagctcgccgccgtcatgagcgaccctgacce
tggaaactgagactatgtgcctccacgacgacgagtcgtgtcgctacgaagggcaagtcgectgtttaccag
gatgtatacgcggttgacggaccgacaagtctctatcaccaagccaataagggagttagagtcgectactg
gataggctttgacaccaccccttttatgtttaagaacttggctggagcatatccatcatactctaccaact
gggccgacgaaaccgtgttaacggctcgtaacataggcctatgcagctctgacgttatggagecggtcacgt
agagggatgtccattcttagaaagaagtatttgaaaccatccaacaatgttctattctctgttggctcgac
catctaccacgagaagagggacttactgaggagctggcacctgccgtctgtatttcacttacgtggcaage
aaaattacacatgtcggtgtgagactatagttagttgcgacgggtacgtcgttaaaagaatagctatcagt
ccaggcctgtatgggaagccttcaggctatgctgctacgatgcaccgcgagggattcttgtgcectgcaaagt
gacagacacattgaacggggagagggtctcttttccecgtgtgcacgtatgtgccagctacattgtgtgacc
aaatgactggcatactggcaacagatgtcagtgcggacgacgcgcaaaaactgctggttgggctcaaccag
cgtatagtcgtcaacggtcgcacccagagaaacaccaataccatgaaaaattaccttttgececcgtagtgge
ccaggcatttgctaggtgggcaaaggaatataaggaagatcaagaagatgaaaggccactaggactacgag
atagacagttagtcatggggtgttgttgggcttttagaaggcacaagataacatctatttataagcgccecg
gatacccaaaccatcatcaaagtgaacagcgatttccactcattcgtgctgecccaggataggcagtaacac
attggagatcgggctgagaacaagaatcaggaaaatgttagaggagcacaaggagccgtcacctctcatta
ccgccgaggacgtacaagaagctaagtgcgcageccgatgaggctaaggaggtgecgtgaageccgaggagttg
cgcgcagctctaccacctttggcagctgatgttgaggagcccactctggaageccgatgtecgacttgatgtt
acaagaggctggggccggctcagtggagacacctcgtggcttgataaaggttaccagctacgctggcgagg
acaagatcggctcttacgctgtgctttcteccgcaggctgtactcaagagtgaaaaattatcttgcatccac
cctctcgctgaacaagtcatagtgataacacactctggccgaaaagggcgttatgeccgtggaaccatacca
tggtaaagtagtggtgccagagggacatgcaatacccgtccaggactttcaagctctgagtgaaagtgcecca
ccattgtgtacaacgaacgtgagttcgtaaacaggtacctgcaccatattgccacacatggaggagcgctg
aacactgatgaagaatattacaaaactgtcaagcccagcgagcacgacggcgaatacctgtacgacatcga
caggaaacagtgcgtcaagaaagaactagtcactgggctagggctcacaggcgagctggtggatcctecect
tccatgaattcgcctacgagagtctgagaacacgaccagccgctceccttaccaagtaccaaccataggggtg
tatggcgtgccaggatcaggcaagtctggcatcattaaaagcgcagtcaccaaaaaagatctagtggtgag
cgccaagaaagaaaactgtgcagaaattataagggacgtcaagaaaatgaaagggctggacgtcaatgcca
gaactgtggactcagtgctcttgaatggatgcaaacaccccgtagagaccctgtatattgacgaagetttt
gcttgtcatgcaggtactctcagagcgctcatagccattataagacctaaaaaggcagtgctcectgegggga
tcccaaacagtgcggtttttttaacatgatgtgecctgaaagtgcattttaaccacgagatttgcacacaag
tcttccacaaaagcatctctcgeccgttgcactaaatctgtgacttecggtegtcectcaaccttgttttacgac
aaaaaaatgagaacgacgaatccgaaagagactaagattgtgattgacactaccggcagtaccaaacctaa
gcaggacgatctcattctcacttgtttcagagggtgggtgaagcagttgcaaatagattacaaaggcaacg
aaataatgacggcagctgcctctcaagggctgacccgtaaaggtgtgtatgeccgttecggtacaaggtgaat
gaaaatcctctgtacgcacccacctcagaacatgtgaacgtcctactgacccgcacggaggaccgecategt
gtggaaaacactagccggcgacccatggataaaaacactgactgccaagtaccctgggaatttcactgcecca
cgatagaggagtggcaagcagagcatgatgccatcatgaggcacatcttggagagaccggaccctaccgac
gtcttccagaataaggcaaacgtgtgttgggccaaggctttagtgccggtgctgaagaccgctggcataga
catgaccactgaacaatggaacactgtggattattttgaaacggacaaagctcactcagcagagatagtat
tgaaccaactatgcgtgaggttctttggactcgatctggactccggtctattttctgecacccactgttececg
ttatccattaggaataatcactgggataactccccgtcgectaacatgtacgggctgaataaagaagtggt
ccgtcagctctctcgcaggtacccacaactgcecctcgggcagttgeccactggaagagtctatgacatgaaca
ctggtacactgcgcaattatgatccgcgcataaacctagtacctgtaaacagaagactgcctcatgettta
gtcctccaccataatgaacacccacagagtgacttttcecttcattecgtcagcaaattgaagggcagaactgt
cctggtggtcggggaaaagttgtccgtcccaggcaaaatggttgactggttgtcagaccggectgaggcecta
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ccttcagagctcggctggatttaggcatcccaggtgatgtgecccaaatatgacataatatttgttaatgtg
aggaccccatataaataccatcactatcagcagtgtgaagaccatgccattaagcttagcatgttgaccaa
gaaagcttgtctgcatctgaatcccggcggaacctgtgtcagcataggttatggttacgectgacagggceca
gcgaaagcatcattggtgctatagcgcggcagttcaagttttcccgggtatgcaaaccgaaatcctcactt
gaagagacggaagttctgtttgtattcattgggtacgatcgcaaggcccgtacgcacaatccttacaaget
ttcatcaaccttgaccaacatttatacaggttccagactccacgaagccggatgtgcaccctcatatcatg
tggtgcgaggggatattgccacggccaccgaaggagtgattataaatgctgctaacagcaaaggacaacct
ggcggaggggtgtgcggagcgctgtataagaaattcccggaaagcttecgatttacagecgatcgaagtagg
aaaagcgcgactggtcaaaggtgcagctaaacatatcattcatgccgtaggaccaaacttcaacaaagttt
cggaggttgaaggtgacaaacagttggcagaggcttatgagtccatcgctaagattgtcaacgataacaat
tacaagtcagtagcgattccactgttgtccaccggcatcttttccgggaacaaagatcgactaacccaatce
attgaaccatttgctgacagctttagacaccactgatgcagatgtagccatatactgcagggacaagaaat
gggaaatgactctcaaggaagcagtggctaggagagaagcagtggaggagatatgcatatccgacgactct
tcagtgacagaacctgatgcagagctggtgagggtgcatccgaagagttctttggctggaaggaagggcta
cagcacaagcgatggcaaaactttctcatatttggaagggaccaagtttcaccaggcggccaaggatatag
cagaaattaatgccatgtggcccgttgcaacggaggccaatgagcaggtatgcatgtatatecctcecggagaa
agcatgagcagtattaggtcgaaatgccccgtcgaagagtcggaagcecctceccacaccacctagcacgetgece
ttgcttgtgcatccatgccatgactccagaaagagtacagcgcctaaaagcctcacgtccagaacaaatta
ctgtgtgctcatcctttccattgccgaagtatagaatcactggtgtgcagaagatccaatgctcccagect
atattgttctcaccgaaagtgcctgcgtatattcatccaaggaagtatctcgtggaaacaccaccggtaga
cgagactccggagccatcggcagagaaccaatccacagaggggacacctgaacaaccaccacttataaccg
aggatgagaccaggactagaacgcctgagccgatcatcatcgaagaggaagaagaggatagcataagtttg
ctgtcagatggcccgacccaccaggtgctgcaagtcgaggcagacattcacgggcecgecctectgtatcectag
ctcatcctggtccattcctcatgcatccgactttgatgtggacagtttatccatacttgacaccctggagg
gagctagcgtgaccagcggggcaacgtcagccgagactaactcttacttcgcaaagagtatggagtttetyg
gcgcgaccggtgcctgcgecctcgaacagtattcaggaaccctceccacatceccgecteccgecgcacaagaacace
gtcacttgcacccagcagggcctgctcgagaaccagcecctagtttccaccececgecaggegtgaatagggtga
tcactagagaggagctcgaggcgcttaccccgtcacgcactcecctagcaggtecggtctecgagaaccagectg
gtctccaacccgccaggcgtaaatagggtgattacaagagaggagtttgaggecgttecgtagcacaacaaca
atgacggtttgatgcgggtgcatacatcttttccteccgacaccggtcaagggcatttacaacaaaaatcag
taaggcaaacggtgctatccgaagtggtgttggagaggaccgaattggagatttcgtatgcccecgegecte
gaccaagaaaaagaagaattactacgcaagaaattacagttaaatcccacacctgctaacagaagcagata
ccagtccaggaaggtggagaacatgaaagccataacagctagacgtattctgcaaggecctagggcattatt
tgaaggcagaaggaaaagtggagtgctaccgaaccctgcatcctgttcectttgtattcatctagtgtgaac
cgtgccttttcaagccccaaggtcgcagtggaagecctgtaacgccatgttgaaagagaacttteccgactgt
ggcttcttactgtattattccagagtacgatgcctatttggacatggttgacggagcttcatgctgecttag
acactgccagtttttgccctgcaaagctgecgcagectttccaaagaaacactcectatttggaacccacaata
cgatcggcagtgccttcagcgatccagaacacgctccagaacgtcctggcagectgeccacaaaaagaaattg
caatgtcacgcaaatgagagaattgcccgtattggattcggecggecctttaatgtggaatgcttcaagaaat
atgcgtgtaataatgaatattgggaaacgtttaaagaaaaccccatcaggcttactgaagaaaacgtggta
aattacattaccaaattaaaaggaccaaaagctgctgctctttttgcgaagacacataatttgaatatgtt
gcaggacataccaatggacaggtttgtaatggacttaaagagagacgtgaaagtgactccaggaacaaaac
atactgaagaacggcccaaggtacaggtgatccaggctgccgatcecgectagcaacagecgtatctgtgegga
atccaccgagagctggttaggagattaaatgcggtcctgcttccgaacattcatacactgtttgatatgtce
ggctgaagactttgacgctattatagccgagcacttccagecctggggattgtgttctggaaactgacatcg
cgtcgtttgataaaagtgaggacgacgccatggctctgaccgcgttaatgattctggaagacttaggtgtg
gacgcagagctgttgacgctgattgaggcggctttcggcgaaatttcatcaatacatttgecccactaaaac
taaatttaaattcggagccatgatgaaatctggaatgttcctcacactgtttgtgaacacagtcattaaca
ttgtaatcgcaagcagagtgttgagagaacggctaaccggatcaccatgtgcagcattcattggagatgac
aatatcgtgaaaggagtcaaatcggacaaattaatggcagacaggtgcgccacctggttgaatatggaagt
caagattatagatgctgtggtgggcgagaaagcgccttatttctgtggagggtttattttgtgtgactcecg
tgaccggcacagcgtgccgtgtggcagaccccecctaaaaaggctgtttaagettggcaaacctectggcagcea
gacgatgaacatgatgatgacaggagaagggcattgcatgaagagtcaacacgctggaaccgagtgggtat
tctttcagagctgtgcaaggcagtagaatcaaggtatgaaaccgtaggaacttccatcatagttatggecca
tgactactctagctagcagtgttaaatcattcagctacctgagaggggcccctataactctctacggecTAA
cctgaatggactacgactatcacgcccaaacatttacagccgecggtgtcaaaaaccgcecgtggacgtggtta
acatccctgctgggaggatcagccgtaattattataattggecttggtgectggectactattgtggeccatgta
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cgtgctgaccaaccagaaacataattgaatacagcagcaattggcaagctgcttacatagaactcgecggeg
attggcatgccgccttaaaatttttattttattttttecttttetttteccgaatcggattttgtttttaata
tttcAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAA

Vector de suministro de la TC-83 SEQ ID NO:7); genoma de la TC-83 con
los nucledtidos 7.544-11.175 eliminados [proteinas estructurales
alfavirus removidas]

ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAG
GAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCAC
TGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACC
CATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGT
ATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTG
TAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGACC
TGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCAG
GATGTATACGCGGTTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAGTCGCCTACTG
GATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTGGAGCATATCCATCATACTCTACCAACT
GGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGT
AGAGGGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGAC
CATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCTGGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGC
AAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTATCAGT
CCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAAGT
GACAGACACATTGAACGGGGAGAGGGTCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTACATTGTGTGACC
AAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACTGCTGGTTGGGCTCAACCAG
CGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGC
CCAGGCATTTGCTAGGTGGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAG
ATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGATAACATCTATTTATAAGCGCCCG
GATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACAC
ATTGGAGATCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCATTA
CCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATGAGGCTAAGGAGGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTG
CGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAGCCGATGTCGACTTGATGTT
ACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGG
ACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTCCGCAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCAC
CCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGGAACCATACCA
TGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCA
CCATTGTGTACAACGAACGTGAGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTG
AACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAATACCTGTACGACATCGA
CAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCT
TCCATGAATTCGCCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTG
TATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCGCAGTCACCAAAAAAGATCTAGTGGTGAG
CGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCA
GAACTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTT
GCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAGCCATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGA
TCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCACACAAG
TCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGAC
AAAAAAATGAGAACGACGAATCCGAAAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAA
GCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAGATTACAAAGGCAACG
AAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAAT
GAAAATCCTCTGTACGCACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGT
GTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCAAGTACCCTGGGAATTTCACTGCCA
CGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGAC
GTCTTCCAGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGA
CATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTGAAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTAT
TGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTCCG
TTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGT
CCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAACTGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACA
CTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGCCTCATGCTTTA
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GTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGT
CCTGGTGGTCGGGGAAAAGTTGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTA
CCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATGACATAATATTTGTTAATGTG
AGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAA
GAAAGCTTGTCTGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCA
GCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTTCCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTT
GAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCT
TTCATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATG
TGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAGGAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCT
GGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCGAAGTAGG
AAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTT
CGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGTTGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAAT
TACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAGATCGACTAACCCAATC
ATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAAT
GGGAAATGACTCTCAAGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATATCCGACGACTCT
TCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGAGTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTA
CAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAG
CAGAAATTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAA
AGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAGAGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCC
TTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAATTA
CTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCT
ATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGTATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAGA
CGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACAACCACCACTTATAACCG
AGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTG
CTGTCAGATGGCCCGACCCACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAG
CTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTATCCATACTTGACACCCTGGAGG
GAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTG
GCGCGACCGGTGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGAACACLCC
GTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAGTTTCCACCCCGCCAGGCGTGAATAGGGTGA
TCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTG
GTCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACA
ATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTTCCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAG
TAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCCCGCGCCTC
GACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATA
CCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACATGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATT
TGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGTATTCATCTAGTGTGAAC
CGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGT
GGCTTCTTACTGTATTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAG
ACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGAAACACTCCTATTTGGAACCCACAATA
CGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTG
CAATGTCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAAT
ATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAGAAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTA
AATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATATGTT
GCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAAC
ATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGGTGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGA
ATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACACTGTTTGATATGTC
GGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCG
CGTCGTTTGATAAAAGTGAGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTG
GACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCATCAATACATTTGCCCACTAAAAC
TAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACA
TTGTAATCGCAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGAC
AATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAGACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGT
CAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCG
TGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCA
GACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGGCATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTAT
TCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAGTTATGGCCA
TGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAA
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CCTGAATGGACTACGACTATCACGCCCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAAAAACCGCGTGGACGTGGTTA
ACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCCGTAATTATTATAATTGGCTTGGTGCTGGCTACTATTGTGGCCATGTA
CGTGCTGACCAACCAGAAACATAATTGAATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCG
ATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATAT
TTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAARAAAA

Vector de produccién del VEE (SEQ ID NO:8); genoma del VEE con los
nucledbétidos 7.544-11.175 eliminados, mas el promotor 5’ de T7, mas
sitios de restriccidén 3’

TAATACGACTCACTATAGGATGggcggcgcatgagagaagcccagaccaattacctacccaaaATGGagaa
agttcacgttgacatcgaggaagacagcccattcctcagagctttgcagecggagectteccecgecagtttgagg
tagaagccaagcaggtcactgataatgaccatgctaatgccagagcgttttcgcatctggecttcaaaactyg
atcgaaacggaggtggacccatccgacacgatccttgacattggaagtgcgcccgecccgcagaatgtatte
taagcacaagtatcattgtatctgtccgatgagatgtgcggaagatccggacagattgtataagtatgcaa
ctaagctgaagaaaaactgtaaggaaataactgataaggaattggacaagaaaatgaaggagctcgccgcec
gtcatgagcgaccctgacctggaaactgagactatgtgcctccacgacgacgagtcgtgtecgectacgaagg
gcaagtcgctgtttaccaggatgtatacgcggttgacggaccgacaagtctctatcaccaagccaataagg
gagttagagtcgcctactggataggctttgacaccaccceccttttatgtttaagaacttggectggagcatat
ccatcatactctaccaactgggccgacgaaaccgtgttaacggctcgtaacataggecctatgcagectcectga
cgttatggagcggtcacgtagagggatgtccattcttagaaagaagtatttgaaaccatccaacaatgttce
tattctctgttggctcgaccatctaccacgagaagagggacttactgaggagctggcacctgcececgtctgta
tttcacttacgtggcaagcaaaattacacatgtcggtgtgagactatagttagttgcgacgggtacgtcgt
taaaagaatagctatcagtccaggcctgtatgggaagccttcaggctatgectgctacgatgcaccgcgagg
gattcttgtgctgcaaagtgacagacacattgaacggggagagggtctcttttccecgtgtgcacgtatgtyg
ccagctacattgtgtgaccaaatgactggcatactggcaacagatgtcagtgcggacgacgcgcaaaaact
gctggttgggctcaaccagcgtatagtcgtcaacggtcgcacccagagaaacaccaataccatgaaaaatt
accttttgcccgtagtggcccaggcatttgectaggtgggcaaaggaatataaggaagatcaagaagatgaa
aggccactaggactacgagatagacagttagtcatggggtgttgttgggcttttagaaggcacaagataac
atctatttataagcgcccggatacccaaaccatcatcaaagtgaacagcgatttccactcattecgtgetge
ccaggataggcagtaacacattggagatcgggctgagaacaagaatcaggaaaatgttagaggagcacaag
gagccgtcacctctcattaccgeccgaggacgtacaagaagctaagtgecgcagecgatgaggctaaggaggt
gcgtgaagccgaggagttgcecgecgcagctctaccacctttggcagectgatgttgaggageccactectggaag
ccgatgtcgacttgatgttacaagaggctggggccggctcagtggagacacctcecgtggcttgataaaggtt
accagctacgctggcgaggacaagatcggctcttacgectgtgctttctecgcaggectgtactcaagagtga
aaaattatcttgcatccaccctctcecgctgaacaagtcatagtgataacacactctggeccgaaaagggegtt
atgccgtggaaccataccatggtaaagtagtggtgccagagggacatgcaatacccgtccaggactttcaa
gctctgagtgaaagtgccaccattgtgtacaacgaacgtgagttcgtaaacaggtacctgcaccatattge
cacacatggaggagcgctgaacactgatgaagaatattacaaaactgtcaagcccagcgagcacgacggcg
aatacctgtacgacatcgacaggaaacagtgcgtcaagaaagaactagtcactgggctagggctcacaggc
gagctggtggatcctceccttceccatgaattcecgectacgagagtctgagaacacgaccagceccgetecttacceca
agtaccaaccataggggtgtatggcgtgccaggatcaggcaagtctggcatcattaaaagcgcagtcacca
aaaaagatctagtggtgagcgccaagaaagaaaactgtgcagaaattataagggacgtcaagaaaatgaaa
gggctggacgtcaatgccagaactgtggactcagtgctcttgaatggatgcaaacaccccgtagagaccct
gtatattgacgaagcttttgcttgtcatgcaggtactctcagagcgctcatagccattataagacctaaaa
aggcagtgctctgcggggatcccaaacagtgcggtttttttaacatgatgtgecctgaaagtgcattttaac
cacgagatttgcacacaagtcttccacaaaagcatctctcgeccgttgcactaaatctgtgacttecggtegt
ctcaaccttgttttacgacaaaaaaatgagaacgacgaatccgaaagagactaagattgtgattgacacta
ccggcagtaccaaacctaagcaggacgatctcattctcacttgtttcagagggtgggtgaagcagttgcaa
atagattacaaaggcaacgaaataatgacggcagctgcctctcaagggctgacccgtaaaggtgtgtatgce
cgttcggtacaaggtgaatgaaaatcctctgtacgcacccacctcagaacatgtgaacgtcctactgacce
gcacggaggaccgcatcgtgtggaaaacactagccggcgacccatggataaaaacactgactgccaagtac
cctgggaatttcactgccacgatagaggagtggcaagcagagcatgatgccatcatgaggcacatcttgga
gagaccggaccctaccgacgtcttccagaataaggcaaacgtgtgttgggccaaggctttagtgecggtge
tgaagaccgctggcatagacatgaccactgaacaatggaacactgtggattattttgaaacggacaaagct
cactcagcagagatagtattgaaccaactatgcgtgaggttctttggactcgatctggactccggtctatt
ttctgcacccactgttcecgttatccattaggaataatcactgggataactcccecgtcecgectaacatgtacg
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ggctgaataaagaagtggtccgtcagctctctecgcaggtacccacaactgecctcgggcagttgeccactgga
agagtctatgacatgaacactggtacactgcgcaattatgatccgcgcataaacctagtacctgtaaacag
aagactgcctcatgctttagtcctccaccataatgaacacccacagagtgacttttcttcattegtcagcea
aattgaagggcagaactgtcctggtggtcggggaaaagttgtccgtcccaggcaaaatggttgactggttg
tcagaccggcctgaggctaccttcagagectcggctggatttaggcatcccaggtgatgtgecccaaatatga
cataatatttgttaatgtgaggaccccatataaataccatcactatcagcagtgtgaagaccatgccatta
agcttagcatgttgaccaagaaagcttgtctgcatctgaatcccggecggaacctgtgtcagcataggttat
ggttacgctgacagggccagcgaaagcatcattggtgctatagecgecggcagttcaagttttecececgggtatyg
caaaccgaaatcctcacttgaagagacggaagttctgtttgtattcattgggtacgatcgcaaggccecgta
cgcacaatccttacaagctttcatcaaccttgaccaacatttatacaggttccagactccacgaageccgga
tgtgcaccctcatatcatgtggtgcgaggggatattgccacggccaccgaaggagtgattataaatgctge
taacagcaaaggacaacctggcggaggggtgtgcggagcgctgtataagaaattcccggaaagecttecgatt
tacagccgatcgaagtaggaaaagcgcgactggtcaaaggtgcagctaaacatatcattcatgeccgtagga
ccaaacttcaacaaagtttcggaggttgaaggtgacaaacagttggcagaggcttatgagtccatcgctaa
gattgtcaacgataacaattacaagtcagtagcgattccactgttgtccaccggcatcttttceccgggaaca
aagatcgactaacccaatcattgaaccatttgctgacagctttagacaccactgatgcagatgtagccata
tactgcagggacaagaaatgggaaatgactctcaaggaagcagtggctaggagagaagcagtggaggagat
atgcatatccgacgactcttcagtgacagaacctgatgcagagctggtgagggtgcatccgaagagttcett
tggctggaaggaagggctacagcacaagcgatggcaaaactttctcatatttggaagggaccaagtttcac
caggcggccaaggatatagcagaaattaatgccatgtggccecgttgcaacggaggccaatgagcaggtatg
catgtatatcctcggagaaagcatgagcagtattaggtcgaaatgcccecgtcgaagagtcggaagectcca
caccacctagcacgctgccttgecttgtgcatccatgccatgactccagaaagagtacagcgectaaaagcec
tcacgtccagaacaaattactgtgtgctcatcctttccattgeccgaagtatagaatcactggtgtgcagaa
gatccaatgctcccagcecctatattgttctcaccgaaagtgectgegtatattcatccaaggaagtatecteg
tggaaacaccaccggtagacgagactccggagccatcggcagagaaccaatccacagaggggacacctgaa
caaccaccacttataaccgaggatgagaccaggactagaacgcctgagccgatcatcatcgaagaggaaga
agaggatagcataagtttgctgtcagatggcccgacccaccaggtgctgcaagtcgaggcagacattcacg
ggccgccectcectgtatctagectcatcecctggtceccattecctcatgecatccgactttgatgtggacagtttatcece
atacttgacaccctggagggagctagcgtgaccagcggggcaacgtcagccgagactaactcecttacttege
aaagagtatggagtttctggcgcgaccggtgcctgecgecctcgaacagtattcaggaacccteccacatececcg
ctccgcgcacaagaacaccgtcacttgcacccagcagggcctgctcgagaaccagectagttteccacecceeg
ccaggcgtgaatagggtgatcactagagaggagctcgaggcgcttacccecgtcacgcactcecctagecaggte
ggtctcgagaaccagcctggtctccaaccecgccaggecgtaaatagggtgattacaagagaggagtttgagg
cgttcgtagcacaacaacaatgacggtttgatgcgggtgcatacatctttteccteccgacaccggtcaaggg
catttacaacaaaaatcagtaaggcaaacggtgctatccgaagtggtgttggagaggaccgaattggagat
ttcgtatgccccgecgectcgaccaagaaaaagaagaattactacgcaagaaattacagttaaatcecccacac
ctgctaacagaagcagataccagtccaggaaggtggagaacatgaaagccataacagctagacgtattctg
caaggcctagggcattatttgaaggcagaaggaaaagtggagtgctaccgaaccctgcatcctgttecttt
gtattcatctagtgtgaaccgtgccttttcaagccccaaggtcgcagtggaagectgtaacgecatgttga
aagagaactttccgactgtggcttcttactgtattattccagagtacgatgcctatttggacatggttgac
ggagcttcatgctgcttagacactgccagtttttgcecctgcaaagctgcgcagctttccaaagaaacacte
ctatttggaacccacaatacgatcggcagtgccttcagcgatccagaacacgctccagaacgtcectggecag
ctgccacaaaaagaaattgcaatgtcacgcaaatgagagaattgcccgtattggattcggecggectttaat
gtggaatgcttcaagaaatatgcgtgtaataatgaatattgggaaacgtttaaagaaaaccccatcaggcet
tactgaagaaaacgtggtaaattacattaccaaattaaaaggaccaaaagctgctgctctttttgcgaaga
cacataatttgaatatgttgcaggacataccaatggacaggtttgtaatggacttaaagagagacgtgaaa
gtgactccaggaacaaaacatactgaagaacggcccaaggtacaggtgatccaggctgeccgatccgcectage
aacagcgtatctgtgcggaatccaccgagagctggttaggagattaaatgcggtcctgecttecgaacatte
atacactgtttgatatgtcggctgaagactttgacgctattatagccgagcacttccagecctggggattgt
gttctggaaactgacatcgcgtcgtttgataaaagtgaggacgacgccatggctctgaccgecgttaatgat
tctggaagacttaggtgtggacgcagagctgttgacgctgattgaggcggctttcggcgaaatttcatcaa
tacatttgcccactaaaactaaatttaaattcggagccatgatgaaatctggaatgttcctcacactgttt
gtgaacacagtcattaacattgtaatcgcaagcagagtgttgagagaacggctaaccggatcaccatgtgce
agcattcattggagatgacaatatcgtgaaaggagtcaaatcggacaaattaatggcagacaggtgcgcca
cctggttgaatatggaagtcaagattatagatgctgtggtgggcgagaaagcgccttatttectgtggaggg
tttattttgtgtgactccgtgaccggcacagcgtgeccgtgtggcagaccccctaaaaaggectgtttaaget
tggcaaacctctggcagcagacgatgaacatgatgatgacaggagaagggcattgcatgaagagtcaacac
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gctggaaccgagtgggtattctttcagagctgtgcaaggcagtagaatcaaggtatgaaaccgtaggaact
tccatcatagttatggccatgactactctagctagcagtgttaaatcattcagctacctgagaggggecccce
tataactctctacggcTAAcctgaatggactacgactatcacgcccaaacatttacagccgecggtgtcaaa
aaccgcgtggacgtggttaacatccctgctgggaggatcageccgtaattattataattggettggtgetgg
ctactattgtggccatgtacgtgctgaccaaccagaaacataattgaatacagcagcaattggcaagctgce
ttacatagaactcgcggcgattggcatgccgeccttaaaatttttattttattttttecttttecttttecgaa
tcggattttgtttttaatatttcAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAtacgtagtttaaac

Vector de produccidén de la TC-83(SEQ ID NO:9); genoma de la TC-83 con
los nucledtidos 7.544-11.175 eliminados, mas el promotor 5’ de T7, més
sitios de restriccién 3’

TAATACGACTCACTATAGGATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAA
AGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGG
TAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTG
ATCGAAACGGAGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTC
TAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAA
CTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCC
GTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGG
GCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCGGTTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGG
GAGTTAGAGTCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTGGAGCATAT
CCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGA
CGTTATGGAGCGGTCACGTAGAGGGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTC
TATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCTGGCACCTGCCGTCTGTA
TTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGT
TAAAAGAATAGCTATCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGG
GATTCTTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGGTCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTG
CCAGCTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACT
GCTGGTTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATT
ACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGTGGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAA
AGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGATAAC
ATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGC
CCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGATCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAG
GAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATGAGGCTAAGGAGGT
GCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAG
CCGATGTCGACTTGATGTTACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTT
ACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTCCGCAGGCTGTACTCAAGAGTGA
AAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTT
ATGCCGTGGAACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAA
GCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTGAGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGC
CACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCG
AATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGC
GAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCGCCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCA
AGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCGCAGTCACCA
AAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAA
GGGCTGGACGTCAATGCCAGAACTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCT
GTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAGCCATTATAAGACCTAAAA
AGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAAC
CACGAGATTTGCACACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGT
CTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAATGAGAACGACGAATCCGAAAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTA
CCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAA
ATAGATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGC
CGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACGCACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCC
GCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCAAGTAC
CCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGA
GAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCCAGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGC
TGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTGAAACGGACAAAGCT
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CACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATT
TTCTGCACCCACTGTTCCGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACG
GGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAACTGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGA
AGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAG
AAGACTGCCTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCA
AATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAAGTTGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTG
TCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATGA
CATAATATTTGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTA
AGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTCTGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTAT
GGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTTCCCGGGTATG
CAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTA
CGCACAATCCTTACAAGCTTTCATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGA
TGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAGGAGTGATTATAAATGCTGC
TAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATT
TACAGCCGATCGAAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGA
CCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGTTGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAA
GATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACA
AAGATCGACTAACCCAATCATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATA
TACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAATGACTCTCAAGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGAT
ATGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGAGTTCTT
TGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCAC
CAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAATTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATG
CATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAGAGTCGGAAGCCTCCA
CACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCC
TCACGTCCAGAACAAATTACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAA
GATCCAATGCTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGTATATTCATCCAAGGAAGTATCTCG
TGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAA
CAACCACCACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGA
AGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCCACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACG
GGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTATCC
ATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGC
AAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGCGACCGGTGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCG
CTCCGCGCACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAGTTTCCACCCCG
CCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTC
GGTCTCGAGAACCAGCCTGGTCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGG
CGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTTCCTCCGACACCGGTCAAGGG
CATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGAT
TTCGTATGCCCCGCGCCTCGACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACAC
CTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACATGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTG
CAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTT
GTATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGA
AAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTATTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGAC
GGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGAAACACTC
CTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAG
CTGCCACAAAAAGAAATTGCAATGTCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAAT
GTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAGAAAACCCCATCAGGCT
TACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGA
CACATAATTTGAATATGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAA
GTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGGTGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGC
AACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTC
ATACACTGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGT
GTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTGAGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGAT
TCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCATCAA
TACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTT
GTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCGCAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGC
AGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAGACAGGTGCGCCA
CCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGG
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TTTATTTTGTGTGACTCCGTGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCT
TGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGGCATTGCATGAAGAGTCAACAC
GCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACT
TCCATCATAGTTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCC
TATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACTATCACGCCCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAAA
AACCGCGTGGACGTGGTTAACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCCGTAATTATTATAATTGGCTTGGTGCTGG
CTACTATTGTGGCCATGTACGTGCTGACCAACCAGAAACATAATTGAATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGC
TTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAAT
CGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARNA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAtacgtagtttaaac

VEE-UbAAY (SEQ ID NO:14); vector de suministro VEE con epitopos
tumorales de ratdén del MHC clase I SIINFEKL (SEQ ID NO: 57) y AH1-AS
insertados

ATGggcggcgcatgagagaagcccagaccaattacctacccaaaatggagaaagttcacgttgac
atcgaggaagacagcccattcctcagagctttgcagcggagecttecccgecagtttgaggtagaagccaagca
ggtcactgataatgaccatgctaatgccagagcgttttcgcatctggcttcaaaactgatcgaaacggagg
tggacccatccgacacgatccttgacattggaagtgcgcccgecccgcagaatgtattctaagcacaagtat
cattgtatctgtccgatgagatgtgcggaagatccggacagattgtataagtatgcaactaagctgaagaa
aaactgtaaggaaataactgataaggaattggacaagaaaatgaaggagctcgccgccgtcatgagcgacc
ctgacctggaaactgagactatgtgcctccacgacgacgagtcgtgtcgctacgaagggcaagtecgetgtt
taccaggatgtatacgcggttgacggaccgacaagtctctatcaccaagccaataagggagttagagtcge
ctactggataggctttgacaccaccccttttatgtttaagaacttggctggagcatatccatcatactcta
ccaactgggccgacgaaaccgtgttaacggctcgtaacataggecctatgcagectctgacgttatggagegg
tcacgtagagggatgtccattcttagaaagaagtatttgaaaccatccaacaatgttctattctctgttgg
ctcgaccatctaccacgagaagagggacttactgaggagctggcacctgccgtectgtatttcacttacgtg
gcaagcaaaattacacatgtcggtgtgagactatagttagttgcgacgggtacgtcgttaaaagaatagcet
atcagtccaggcctgtatgggaagccttcaggctatgctgectacgatgcaccgcgagggattcecttgtgetg
caaagtgacagacacattgaacggggagagggtctcttttccecgtgtgcacgtatgtgccagectacattgt
gtgaccaaatgactggcatactggcaacagatgtcagtgcggacgacgcgcaaaaactgectggttgggcetce
aaccagcgtatagtcgtcaacggtcgcacccagagaaacaccaataccatgaaaaattaccttttgeccgt
agtggcccaggcatttgctaggtgggcaaaggaatataaggaagatcaagaagatgaaaggccactaggac
tacgagatagacagttagtcatggggtgttgttgggcttttagaaggcacaagataacatctatttataag
cgcccggatacccaaaccatcatcaaagtgaacagcgatttccactcattcecgtgectgecccaggataggecag
taacacattggagatcgggctgagaacaagaatcaggaaaatgttagaggagcacaaggagccgtcacctce
tcattaccgccgaggacgtacaagaagctaagtgcgcagccgatgaggctaaggaggtgecgtgaagecgag
gagttgcgcgcagctctaccacctttggcagectgatgttgaggagecccactctggaagecgatgtecgactt
gatgttacaagaggctggggccggctcagtggagacacctcgtggecttgataaaggttaccagectacgetyg
gcgaggacaagatcggctcttacgctgtgectttectececgcaggectgtactcaagagtgaaaaattatcecttge
atccaccctctcgctgaacaagtcatagtgataacacactctggccgaaaagggcgttatgeccgtggaacc
ataccatggtaaagtagtggtgccagagggacatgcaatacccgtccaggactttcaagctctgagtgaaa
gtgccaccattgtgtacaacgaacgtgagttcgtaaacaggtacctgcaccatattgccacacatggagga
gcgctgaacactgatgaagaatattacaaaactgtcaagcccagcgagcacgacggcgaatacctgtacga
catcgacaggaaacagtgcgtcaagaaagaactagtcactgggctagggctcacaggcgagctggtggatc
ctcccttceccatgaattcgectacgagagtctgagaacacgaccagccgctceccttaccaagtaccaaccata
ggggtgtatggcgtgccaggatcaggcaagtctggcatcattaaaagcgcagtcaccaaaaaagatctagt
ggtgagcgccaagaaagaaaactgtgcagaaattataagggacgtcaagaaaatgaaagggctggacgtca
atgccagaactgtggactcagtgctcttgaatggatgcaaacaccccgtagagaccctgtatattgacgaa
gcttttgcttgtcatgcaggtactctcagagecgctcatageccattataagacctaaaaaggcagtgctcectg
cggggatcccaaacagtgcggtttttttaacatgatgtgcctgaaagtgcattttaaccacgagatttgca
cacaagtcttccacaaaagcatctctcgccgttgcactaaatctgtgacttcggtcgtctcaaccttgttt
tacgacaaaaaaatgagaacgacgaatccgaaagagactaagattgtgattgacactaccggcagtaccaa
acctaagcaggacgatctcattctcacttgtttcagagggtgggtgaagcagttgcaaatagattacaaag
gcaacgaaataatgacggcagctgcctctcaagggctgacccgtaaaggtgtgtatgececgtteggtacaag
gtgaatgaaaatcctctgtacgcacccacctcagaacatgtgaacgtcctactgacccgcacggaggaccg
catcgtgtggaaaacactagccggcgacccatggataaaaacactgactgccaagtaccctgggaatttca
ctgccacgatagaggagtggcaagcagagcatgatgccatcatgaggcacatcttggagagaccggaccct
accgacgtcttccagaataaggcaaacgtgtgttgggccaaggctttagtgeccggtgctgaagaccgetgg
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catagacatgaccactgaacaatggaacactgtggattattttgaaacggacaaagctcactcagcagaga
tagtattgaaccaactatgcgtgaggttctttggactcgatctggactccggtctattttctgcacccact
gttccgttatccattaggaataatcactgggataactccccecgtcecgectaacatgtacgggctgaataaaga
agtggtccgtcagctctctcgcaggtacccacaactgecctcgggcagttgeccactggaagagtctatgaca
tgaacactggtacactgcgcaattatgatccgcgcataaacctagtacctgtaaacagaagactgcectcat
gctttagtcctccaccataatgaacacccacagagtgacttttcttcattcgtcagcaaattgaagggcag
aactgtcctggtggtcggggaaaagttgtccgtcecccaggcaaaatggttgactggttgtcagaccggectg
aggctaccttcagagctcggctggatttaggcatcccaggtgatgtgecccaaatatgacataatatttgtt
aatgtgaggaccccatataaataccatcactatcagcagtgtgaagaccatgccattaagcttagcatgtt
gaccaagaaagcttgtctgcatctgaatcccggcggaacctgtgtcagcataggttatggttacgectgaca
gggccagcgaaagcatcattggtgctatagcgcggcagttcaagttttecccgggtatgcaaaccgaaatce
tcacttgaagagacggaagttctgtttgtattcattgggtacgatcgcaaggcccgtacgcacaatcctta
caagctttcatcaaccttgaccaacatttatacaggttccagactccacgaagccggatgtgcaccctcat
atcatgtggtgcgaggggatattgccacggccaccgaaggagtgattataaatgctgctaacagcaaagga
caacctggcggaggggtgtgcggagcgctgtataagaaattcccggaaagecttcgatttacageccgatcga
agtaggaaaagcgcgactggtcaaaggtgcagctaaacatatcattcatgccgtaggaccaaacttcaaca
aagtttcggaggttgaaggtgacaaacagttggcagaggcttatgagtccatcgctaagattgtcaacgat
aacaattacaagtcagtagcgattccactgttgtccaccggcatcttttccgggaacaaagatcgactaac
ccaatcattgaaccatttgctgacagctttagacaccactgatgcagatgtagccatatactgcagggaca
agaaatgggaaatgactctcaaggaagcagtggctaggagagaagcagtggaggagatatgcatatccgac
gactcttcagtgacagaacctgatgcagagctggtgagggtgcatccgaagagttctttggctggaaggaa
gggctacagcacaagcgatggcaaaactttctcatatttggaagggaccaagtttcaccaggcggccaagg
atatagcagaaattaatgccatgtggcccgttgcaacggaggccaatgagcaggtatgcatgtatatceccte
ggagaaagcatgagcagtattaggtcgaaatgccccgtcgaagagtcggaagcectccacaccacctagecac
gctgccttgcttgtgcatccatgccatgactccagaaagagtacagcgcctaaaagcecctcacgtccagaac
aaattactgtgtgctcatcctttccattgccgaagtatagaatcactggtgtgcagaagatccaatgcectcecce
cagcctatattgttctcaccgaaagtgcctgegtatattcatccaaggaagtatctecgtggaaacaccacc
ggtagacgagactccggagccatcggcagagaaccaatccacagaggggacacctgaacaaccaccactta
taaccgaggatgagaccaggactagaacgcctgagccgatcatcatcgaagaggaagaagaggatagcata
agtttgctgtcagatggcccgacccaccaggtgctgcaagtcgaggcagacattcacgggecgeectetgt
atctagctcatcctggtccattcctcatgcatccgactttgatgtggacagtttatccatacttgacacce
tggagggagctagcgtgaccagcggggcaacgtcagccgagactaactcttacttecgcaaagagtatggag
tttctggcgcgaccggtgecctgecgecctcgaacagtattcaggaaccctccacatcecececgetececgegecacaag
aacaccgtcacttgcacccagcagggcctgctcgagaaccagecctagtttccacceccgeccaggegtgaata
gggtgatcactagagaggagctcgaggcgcttacccecgtcacgcactcecctagcaggtcggtctcgagaacce
agcctggtctccaacccgccaggcgtaaatagggtgattacaagagaggagtttgaggecgttcgtagcaca
acaacaatgacggtttgatgcgggtgcatacatcttttccteccgacaccggtcaagggcatttacaacaaa
aatcagtaaggcaaacggtgctatccgaagtggtgttggagaggaccgaattggagatttcgtatgccceg
cgcctcgaccaagaaaaagaagaattactacgcaagaaattacagttaaatcccacacctgctaacagaag
cagataccagtccaggaaggtggagaacatgaaagccataacagctagacgtattctgcaaggcctagggce
attatttgaaggcagaaggaaaagtggagtgctaccgaaccctgcatcctgttecctttgtattcatctagt
gtgaaccgtgccttttcaagccccaaggtcgcagtggaagectgtaacgccatgttgaaagagaactttece
gactgtggcttcttactgtattattccagagtacgatgcctatttggacatggttgacggagcttcatget
gcttagacactgccagtttttgccctgcaaagctgecgcagcectttccaaagaaacactecctatttggaaccce
acaatacgatcggcagtgccttcagcgatccagaacacgctccagaacgtcctggcagectgeccacaaaaag
aaattgcaatgtcacgcaaatgagagaattgcccgtattggattcggcggecctttaatgtggaatgettca
agaaatatgcgtgtaataatgaatattgggaaacgtttaaagaaaaccccatcaggcttactgaagaaaac
gtggtaaattacattaccaaattaaaaggaccaaaagctgctgctctttttgcgaagacacataatttgaa
tatgttgcaggacataccaatggacaggtttgtaatggacttaaagagagacgtgaaagtgactccaggaa
caaaacatactgaagaacggcccaaggtacaggtgatccaggctgccgatccgctagcaacagegtatctg
tgcggaatccaccgagagctggttaggagattaaatgcggtcctgcttceccgaacattcatacactgtttga
tatgtcggctgaagactttgacgctattatagccgagcacttccagectggggattgtgttcectggaaactg
acatcgcgtcgtttgataaaagtgaggacgacgccatggctctgaccgecgttaatgattctggaagactta
ggtgtggacgcagagctgttgacgctgattgaggcggctttcggcgaaatttcatcaatacatttgeccac
taaaactaaatttaaattcggagccatgatgaaatctggaatgttcctcacactgtttgtgaacacagtca
ttaacattgtaatcgcaagcagagtgttgagagaacggctaaccggatcaccatgtgcagcattcattgga
gatgacaatatcgtgaaaggagtcaaatcggacaaattaatggcagacaggtgcgccacctggttgaatat
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ggaagtcaagattatagatgctgtggtgggcgagaaagcgccttatttctgtggagggtttattttgtgtyg
actccgtgaccggcacagcgtgceccgtgtggcagaccccecctaaaaaggctgtttaagettggcaaacctetg
gcagcagacgatgaacatgatgatgacaggagaagggcattgcatgaagagtcaacacgctggaaccgagt
gggtattctttcagagctgtgcaaggcagtagaatcaaggtatgaaaccgtaggaacttccatcatagtta
tggccatgactactctagctagcagtgttaaatcattcagctacctgagaggggcccctataactctcectac
ggctaacctgaatggactacgactctagaatagtctttaattaaagtccgeccatatgaggeccaccatgCAG
ATCTTCGTGAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACCCTAGAGGTGGAGCCCAGTGACACCATCGAGAACGT
GAAGGCCAAGATCCAGGATAAAGAGGGCATCCCCCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCCGGCAAGCAGC
TGGAAGATGGCCGCACCCTCTCTGATTACAACATCCAGAAGGAGTCAACCCTGCACCTGGTCCTTCGCCTG
AGAGGTGGCGCTGCTTACAGTATAATCAACTTTGAAAAACTGGCTGCTTACGGCATCCTGGGCTTTGTGTT
TACACTGGCTGCCTACCTGCTGTTTGGCTATCCTGTGTACGTGGCCGCTTATGGACTGTGTACCCTGGTGG
CCATGCTGGCTGCTTACAATCTGGTGCCTATGGTGGCCACAGTGGCCGCCTATTGTCTTGGCGGACTGCTG
ACAATGGTGGCAGCCTACAgcccgagctatgegtatcatcagtttGCAGCCTACGGCCCAGGACCAGGCGC
TAAATTTGTGGCTGCCTGGACACTGAAAGCCGCCGCTGGACCAGGTCCTGGACAGTACATCAAGGCCAACA
GCAAGTTCATCGGCATCACCGAACTCGGCCCAGGACCAGGCTATCCCTACGATGTGCCTGATTACGCCTGA
TagTGATGATTCGAACGGCCGtatcacgcccaaacatttacageccgecggtgtcaaaaaccgecgtggacgtyg
gttaacatccctgctgggaggatcageccgtaattattataattggecttggtgectggectactattgtggeca
tgtacgtgctgaccaaccagaaacataattgaatacagcagcaattggcaagctgcttacatagaactcge
ggcgattggcatgccgccttaaaatttttattttattttttettttectttteccgaatcggattttgttttt
aatatttcAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAANAA

VEE-Luciferasa (SEQ ID NO:15); vector de suministro VEE con el gen de
luciferasa insertado en 7.545

ATGggcggcgcatgagagaagcccagaccaattacctacccaaaATGGagaaagttcacgttgacatcgag
gaagacagcccattcctcagagctttgcagcggagecttecececgecagtttgaggtagaageccaagcaggtcac
tgataatgaccatgctaatgccagagcgttttcgcatctggcttcaaaactgatcgaaacggaggtggacc
catccgacacgatccttgacattggaagtgcgcccgcecccgcagaatgtattctaagcacaagtatcattgt
atctgtccgatgagatgtgcggaagatccggacagattgtataagtatgcaactaagctgaagaaaaactg
taaggaaataactgataaggaattggacaagaaaatgaaggagctcgccgccgtcatgagcgaccctgacce
tggaaactgagactatgtgcctccacgacgacgagtcgtgtcgctacgaagggcaagtcgctgtttaccag
gatgtatacgcggttgacggaccgacaagtctctatcaccaagccaataagggagttagagtcgectactg
gataggctttgacaccaccccttttatgtttaagaacttggctggagcatatccatcatactctaccaact
gggccgacgaaaccgtgttaacggctcgtaacataggcctatgcagctctgacgttatggagecggtcacgt
agagggatgtccattcttagaaagaagtatttgaaaccatccaacaatgttctattctctgttggctcgac
catctaccacgagaagagggacttactgaggagctggcacctgccgtctgtatttcacttacgtggcaage
aaaattacacatgtcggtgtgagactatagttagttgcgacgggtacgtcgttaaaagaatagctatcagt
ccaggcctgtatgggaagccttcaggctatgctgctacgatgcaccgcgagggattecttgtgectgcaaagt
gacagacacattgaacggggagagggtctcttttccecgtgtgcacgtatgtgccagctacattgtgtgacc
aaatgactggcatactggcaacagatgtcagtgcggacgacgcgcaaaaactgctggttgggctcaaccag
cgtatagtcgtcaacggtcgcacccagagaaacaccaataccatgaaaaattaccttttgecececgtagtgge
ccaggcatttgctaggtgggcaaaggaatataaggaagatcaagaagatgaaaggccactaggactacgag
atagacagttagtcatggggtgttgttgggcttttagaaggcacaagataacatctatttataagcgeccecg
gatacccaaaccatcatcaaagtgaacagcgatttccactcattcgtgctgecccaggataggcagtaacac
attggagatcgggctgagaacaagaatcaggaaaatgttagaggagcacaaggagccgtcacctctcatta
ccgccgaggacgtacaagaagctaagtgcgcageccgatgaggctaaggaggtgecgtgaageccgaggagttyg
cgcgcagctctaccacctttggcagctgatgttgaggagcccactctggaageccgatgtecgacttgatgtt
acaagaggctggggccggctcagtggagacacctcgtggcttgataaaggttaccagctacgctggcgagg
acaagatcggctcttacgctgtgctttctceccgcaggectgtactcaagagtgaaaaattatcttgecatccac
cctctcgctgaacaagtcatagtgataacacactctggccgaaaagggcgttatgeccgtggaaccatacca
tggtaaagtagtggtgccagagggacatgcaatacccgtccaggactttcaagctctgagtgaaagtgcecca
ccattgtgtacaacgaacgtgagttcgtaaacaggtacctgcaccatattgccacacatggaggagcgctg
aacactgatgaagaatattacaaaactgtcaagcccagcgagcacgacggcgaatacctgtacgacatcga
caggaaacagtgcgtcaagaaagaactagtcactgggctagggctcacaggcgagctggtggatccteect
tccatgaattcgcctacgagagtctgagaacacgaccagccgcteccttaccaagtaccaaccataggggtg
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tatggcgtgccaggatcaggcaagtctggcatcattaaaagcgcagtcaccaaaaaagatctagtggtgag
cgccaagaaagaaaactgtgcagaaattataagggacgtcaagaaaatgaaagggctggacgtcaatgcca
gaactgtggactcagtgctcttgaatggatgcaaacaccccgtagagaccctgtatattgacgaagectttt
gcttgtcatgcaggtactctcagagcgctcatagccattataagacctaaaaaggcagtgctctgecgggga
tcccaaacagtgcggtttttttaacatgatgtgcctgaaagtgcattttaaccacgagatttgcacacaag
tcttccacaaaagcatctctcgcecgttgcactaaatctgtgacttcggtcgtctcaaccttgttttacgac
aaaaaaatgagaacgacgaatccgaaagagactaagattgtgattgacactaccggcagtaccaaacctaa
gcaggacgatctcattctcacttgtttcagagggtgggtgaagcagttgcaaatagattacaaaggcaacg
aaataatgacggcagctgcctctcaagggctgacccgtaaaggtgtgtatgeccgttcggtacaaggtgaat
gaaaatcctctgtacgcacccacctcagaacatgtgaacgtcctactgacccgcacggaggaccgecategt
gtggaaaacactagccggcgacccatggataaaaacactgactgccaagtaccctgggaatttcactgceca
cgatagaggagtggcaagcagagcatgatgccatcatgaggcacatcttggagagaccggaccctaccgac
gtcttccagaataaggcaaacgtgtgttgggccaaggctttagtgeccggtgectgaagaccgectggecataga
catgaccactgaacaatggaacactgtggattattttgaaacggacaaagctcactcagcagagatagtat
tgaaccaactatgcgtgaggttctttggactcgatctggactccggtctattttctgcacccactgttecg
ttatccattaggaataatcactgggataactcccecgtcgecctaacatgtacgggctgaataaagaagtggt
ccgtcagctctctcecgcaggtacccacaactgectcecgggcagttgeccactggaagagtctatgacatgaaca
ctggtacactgcgcaattatgatccgcgcataaacctagtacctgtaaacagaagactgcecctcatgettta
gtcctccaccataatgaacacccacagagtgacttttcttcattcgtcagcaaattgaagggcagaactgt
cctggtggtcggggaaaagttgtccgtcccaggcaaaatggttgactggttgtcagaccggectgaggcta
ccttcagagctcggctggatttaggcatcccaggtgatgtgecccaaatatgacataatatttgttaatgtyg
aggaccccatataaataccatcactatcagcagtgtgaagaccatgccattaagcttagcatgttgaccaa
gaaagcttgtctgcatctgaatcccggecggaacctgtgtcagcataggttatggttacgectgacagggceca
gcgaaagcatcattggtgctatagcgcggcagttcaagttttcccgggtatgcaaaccgaaatcctcactt
gaagagacggaagttctgtttgtattcattgggtacgatcgcaaggcccgtacgcacaatccttacaaget
ttcatcaaccttgaccaacatttatacaggttccagactccacgaagccggatgtgcaccctcatatcatg
tggtgcgaggggatattgccacggccaccgaaggagtgattataaatgctgctaacagcaaaggacaacct
ggcggaggggtgtgcggagcgctgtataagaaattcccggaaagcttecgatttacagecgatcgaagtagg
aaaagcgcgactggtcaaaggtgcagctaaacatatcattcatgccgtaggaccaaacttcaacaaagttt
cggaggttgaaggtgacaaacagttggcagaggcttatgagtccatcgctaagattgtcaacgataacaat
tacaagtcagtagcgattccactgttgtccaccggcatcttttccgggaacaaagatcgactaacccaatce
attgaaccatttgctgacagctttagacaccactgatgcagatgtagccatatactgcagggacaagaaat
gggaaatgactctcaaggaagcagtggctaggagagaagcagtggaggagatatgcatatccgacgactct
tcagtgacagaacctgatgcagagctggtgagggtgcatccgaagagttctttggctggaaggaagggcta
cagcacaagcgatggcaaaactttctcatatttggaagggaccaagtttcaccaggcggccaaggatatag
cagaaattaatgccatgtggcccgttgcaacggaggccaatgagcaggtatgcatgtatatecctecggagaa
agcatgagcagtattaggtcgaaatgccccgtcgaagagtcggaagcecctceccacaccacctagcacgectgec
ttgcttgtgcatccatgccatgactccagaaagagtacagcgcctaaaagcctcacgtccagaacaaatta
ctgtgtgctcatcctttccattgccgaagtatagaatcactggtgtgcagaagatccaatgctcccagect
atattgttctcaccgaaagtgcctgcgtatattcatccaaggaagtatctcgtggaaacaccaccggtaga
cgagactccggagccatcggcagagaaccaatccacagaggggacacctgaacaaccaccacttataacceg
aggatgagaccaggactagaacgcctgagccgatcatcatcgaagaggaagaagaggatagcataagtttg
ctgtcagatggcccgacccaccaggtgctgcaagtcgaggcagacattcacgggceccgecctectgtatcectag
ctcatcctggtccattcctcatgcatccgactttgatgtggacagtttatccatacttgacaccctggagg
gagctagcgtgaccagcggggcaacgtcagccgagactaactcttacttcgcaaagagtatggagtttetg
gcgcgaccggtgcctgcgcecctcgaacagtattcaggaaccctceccacatceccgeteccgecgcacaagaacace
gtcacttgcacccagcagggcctgctcgagaaccagcecctagtttceccaccececgecaggegtgaatagggtga
tcactagagaggagctcgaggcgcttacccecgtcacgcactcecctagcaggtecggtctecgagaaccagectg
gtctccaacccgccaggcgtaaatagggtgattacaagagaggagtttgaggecgttecgtagcacaacaaca
atgacggtttgatgcgggtgcatacatcttttccteccgacaccggtcaagggcatttacaacaaaaatcag
taaggcaaacggtgctatccgaagtggtgttggagaggaccgaattggagatttcgtatgcccecgegecte
gaccaagaaaaagaagaattactacgcaagaaattacagttaaatcccacacctgctaacagaagcagata
ccagtccaggaaggtggagaacatgaaagccataacagctagacgtattctgcaaggecctagggcattatt
tgaaggcagaaggaaaagtggagtgctaccgaaccctgcatcctgttcectttgtattcatctagtgtgaac
cgtgccttttcaagccccaaggtcgcagtggaagecctgtaacgccatgttgaaagagaacttteccgactgt
ggcttcttactgtattattccagagtacgatgcctatttggacatggttgacggagcttcatgctgecttag
acactgccagtttttgccctgcaaagctgecgcagectttccaaagaaacactcectatttggaacccacaata
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cgatcggcagtgccttcagcgatccagaacacgctccagaacgtecctggcagctgccacaaaaagaaattg
caatgtcacgcaaatgagagaattgcccgtattggattcggecggectttaatgtggaatgecttcaagaaat
atgcgtgtaataatgaatattgggaaacgtttaaagaaaaccccatcaggcttactgaagaaaacgtggta
aattacattaccaaattaaaaggaccaaaagctgctgctctttttgcgaagacacataatttgaatatgtt
gcaggacataccaatggacaggtttgtaatggacttaaagagagacgtgaaagtgactccaggaacaaaac
atactgaagaacggcccaaggtacaggtgatccaggctgccgatccgctagcaacagecgtatctgtgegga
atccaccgagagctggttaggagattaaatgcggtcctgcttccgaacattcatacactgtttgatatgte
ggctgaagactttgacgctattatagccgagcacttccagectggggattgtgttectggaaactgacateg
cgtcgtttgataaaagtgaggacgacgccatggctctgaccgcgttaatgattctggaagacttaggtgtg
gacgcagagctgttgacgctgattgaggcggctttcggcgaaatttcatcaatacatttgcccactaaaac
taaatttaaattcggagccatgatgaaatctggaatgttcctcacactgtttgtgaacacagtcattaaca
ttgtaatcgcaagcagagtgttgagagaacggctaaccggatcaccatgtgcagcattcattggagatgac
aatatcgtgaaaggagtcaaatcggacaaattaatggcagacaggtgcgccacctggttgaatatggaagt
caagattatagatgctgtggtgggcgagaaagcgccttatttctgtggagggtttattttgtgtgactccg
tgaccggcacagcgtgccgtgtggcagaccccctaaaaaggectgtttaagecttggcaaacctctggcagceca
gacgatgaacatgatgatgacaggagaagggcattgcatgaagagtcaacacgctggaaccgagtgggtat
tctttcagagctgtgcaaggcagtagaatcaaggtatgaaaccgtaggaacttccatcatagttatggecca
tgactactctagctagcagtgttaaatcattcagctacctgagaggggcccctataactctctacggecTAA
cctgaatggactacgactctagaatagtctttaattaaagtccgccatatgagatggaagatgccaaaaac
attaagaagggcccagcgccattctacccactcgaagacgggaccgccggcgagcagctgcacaaagecat
gaagcgctacgccctggtgecccggcaccatcgectttaccgacgcacatatcgaggtggacattacctacg
ccgagtacttcgagatgagcgttcggctggcagaagctatgaagecgctatgggctgaatacaaaccatcecgg
atcgtggtgtgcagcgagaatagcttgcagttcttcatgeccecgtgttgggtgeecctgttcatecggtgtgge
tgtggccccagctaacgacatctacaacgagcgcgagctgctgaacagcatgggcatcagccagecccaccg
tcgtattcgtgagcaagaaagggctgcaaaagatcctcaacgtgcaaaagaagctaccgatcatacaaaag
atcatcatcatggatagcaagaccgactaccagggcttccaaagcatgtacaccttcgtgacttceccecattt
gccacccggcttcaacgagtacgacttecgtgececcgagagecttcgaccgggacaaaaccatcgecctgatcea
tgaacagtagtggcagtaccggattgcccaagggcgtageccctaccgcaccgcaccgcttgtgtececgatte
agtcatgcccgcgaccccatcttcecggcaaccagatcatccccgacaccgctatcectcagegtggtgecatt
tcaccacggcttcggcatgttcaccacgctgggctacttgatctgecggetttcgggtegtgectcatgtace
gcttcgaggaggagctattcttgcgcagcttgcaagactataagattcaatctgececctgctggtgeccaca
ctatttagcttcttcgctaagagcactctcatcgacaagtacgacctaagcaacttgcacgagatcgceccag
cggcggggcgccgctcagcaaggaggtaggtgaggeccgtggeccaaacgcttceccacctaccaggcatcececgece
agggctacggcctgacagaaacaaccagcgccattctgatcaccceccgaaggggacgacaagcctggegcea
gtaggcaaggtggtgcccttcttcgaggctaaggtggtggacttggacaccggtaagacactgggtgtgaa
ccagcgcggcgagctgtgecgtceccgtggecccatgatcatgagcggctacgttaacaaccccgaggctacaa
acgctctcatcgacaaggacggctggctgcacagcggcgacatcgectactgggacgaggacgagcactte
ttcatcgtggaccggctgaagagcctgatcaaatacaagggctaccaggtagcecccagceccgaactggagag
catcctgctgcaacaccccaacatcttcgacgeccggggtecgecggectgeccgacgacgatgececggecgage
tgcccgceccgcagtcecgtecgtgctggaacacggtaaaaccatgaccgagaaggagatcgtggactatgtggece
agccaggttacaaccgccaagaagctgcgcggtggtgttgtgttecgtggacgaggtgecctaaaggactgac
cggcaagttggacgcccgcaagatccgcecgagattcectcattaaggccaagaagggcggcaagatecgecgtgt
aaTTCGAACGGCCGtatcacgcccaaacatttacagcecgecggtgtcaaaaaccgecgtggacgtggttaaca
tccctgctgggaggatcageccgtaattattataattggettggtgectggectactattgtggecatgtacgt
gctgaccaaccagaaacataattgaatacagcagcaattggcaagctgcttacatagaactcgcggcgatt
ggcatgccgccttaaaatttttattttattttttecttttecttttccgaatcggattttgtttttaatattt
CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA
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Ubiquitina (SEQ ID NO:38)
UbG76 0-228

ATGCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACCCTAGAGGTGGAGCCCAG
TGACACCATCGAGAACGTGAAGGCCAAGATCCAGGATAAAGAGGGCATCCCCCCTGACC
AGCAGAGGCTGATCTTTGCCGGCAAGCAGCTGGAAGATGGCCGCACCCTCTCTGATTAC
AACATCCAGAAGGAGTCAACCCTGCACCTGGTCCTTCGCCTGAGAGGTGGC

Ubiquitina A76 (SEQ ID NO:39)
UbA76 0-228

ATGCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACCCTAGAGGTGGAGCCCAG
TGACACCATCGAGAACGTGAAGGCCAAGATCCAGGATAAAGAGGGCATCCCCCCTGACC
AGCAGAGGCTGATCTTTGCCGGCAAGCAGCTGGAAGATGGCCGCACCCTCTCTGATTAC
AACATCCAGAAGGAGTCAACCCTGCACCTGGTCCTTCGCCTGAGAGGTGCC

Péptido sefal de HLA-A2 (MHC clase I) (SEQ ID NO:40)
>MHC PepSefial 0-78

atggccgtcatggcgecccgaaccctegtectgctactctcgggggcetctggecctgacccagacctgggegggcetet

Dominio transmembrana de HLA-A2 (MHC clase |) (SEQ ID NO:41)
>Dominio TM de HLA A2 0-201

CCGtcttcccageccaccatccCCATCGTGGGCAtcattgetggcectggttetetitggagetgtgatcactggagetgt
ggtcgctgctgtgatgtggaggaggaagagctcagatagaaaaggagggagctactctcaggctgcaagcagtgacagtg
cccagggctctgatgtgtctctcacagcettgtaaagtgtga

Sec. lider de IgK (SEQ ID NO:42)
>Sec. lider de IgK 0-60

atggagaccgatacactgctgctgtgggtgctgctcctgtgggtgccaggaagcacaggce
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DC-Lamp humana (SEQ ID NO:43)
>DCLAMPHumana 0-3178

ggcaccgattcggggcctgcccggacttcgccgcacgcetgcagaacctcgecccagegeccaccatgecceccggcagcetcag
cgcggceggcecgcegctcttcgegtecctggcecgtaattitgcacgatggcagtcaaatgagagcaaaagcatticcagaaacc
agagattattctcaacctactgcagcagcaacagtacaggacataaaaaaacctgtccagcaaccagctaagcaagcacct
caccaaactttagcagcaagattcatggatggtcatatcacctttcaaacagcggccacagtaaaaattccaacaactacccc
agcaactacaaaaaacactgcaaccaccagcccaattacctacaccctggtcacaacccaggccacacccaacaactca
cacacagctcctccagttactgaagttacagtcggccctagcttagccccttattcactgccacccaccatcaccccaccagcet
catacagctggaaccagttcatcaaccgtcagccacacaactgggaacaccactcaacccagtaaccagaccacccttcc
agcaactttatcgatagcactgcacaaaagcacaaccggtcagaagcctgatcaacccacccatgccccaggaacaacg
gcagctgcccacaataccacccgcacagctgcacctgcctccacggttcctgggeccacccttgcacctcagccategtcagt
caagactggaatttatcaggttctaaacggaagcagactctgtataaaagcagagatggggatacagctgattgticaagaca
aggagtcggttttttcacctcggagatacttcaacatcgaccccaacgcaacgcaagcectctgggaactgtggcacccgaaa
atccaaccttctgttgaattttcagggcggatttgtgaatctcacatttaccaaggatgaagaatcatattatatcagtgaagtggg
agcctatttgaccgtctcagatccagagacagtttaccaaggaatcaaacatgcggtggtgatgticcagacagcagtcgggce
attccttcaagtgcgtgagtgaacagagcctccagttgtcagcccacctgcaggtgaaaacaaccgatgtccaactticaagece
tttgattttgaagatgaccactttggaaatgtggatgagtgctcgtctgactacacaattgtgcttcctgtgattggggccatcgtggt
tggtctctgccttatgggtatgggtgtctataaaatccgcctaaggtgtcaatcatctggataccagagaatctaattgttgececcgg
ggggaatgaaaataatggaatttagagaactctttcatcccttccaggatggatgttgggaaattccctcagagtgtgggtcecttc
aaacaatgtaaaccaccatcttctaticaaatgaagtgagtcatgtgtgatttaagttcaggcagcacatcaattictaaatactttt
totttattttatgaaagatatagtgagctgtttattttctagtttcctttagaatattttagccactcaaagtcaacatttgagatatgttga
attaacataatatatgtaaagtagaataagccttcaaattataaaccaagggtcaattgtaactaatactactgtgtgtgcattga
agattttattttacccttgatcttaacaaagcctttgctttgttatcaaatggacttticagtgctittactatctgtgttttatggtttcatgtaa
catacatattcctggtgtagcacttaactccttttccactttaaatttgtttttgttttttgagacggagtttcactcttgtcacccaggctg
gagtacagtggcacgatctcggcttatggcaacctccgcctccecgggttcaagtgattctectgcticagceticccgagtagetg
ggattacaggcacacactaccacgcctggctaatttttgtatttttattatagacgggtttcaccatgttggccagactggtcttgaa
ctcttgacctcaggtgatccacccacctcagcctcccaaagtgctgggattacaggcatgagccattgcgeccggcecttaaatg
ttttttttaatcatcaaaaagaacaacatatctcaggttgtctaagtgtttttatgtaaaaccaacaaaaagaacaaatcagcttata
ttttttatcttgatgactcctgctccagaattgctagactaagaattaggtggctacagatggtagaactaaacaataagcaagag
acaataataatggcccttaattattaacaaagtgccagagtctaggctaagcactttatctatatctcatticattctcacaacttata
agtgaatgagtaaactgagacttaagggaactgaatcacttaaatgtcacctggctaactgatggcagagccagagcttgaat
tcatgttggtctgacatcaaggtctttggtctictccctacaccaagttacctacaagaacaatgacaccacactctgcctgaagg

ctcacacctcataccagcatacgctcaccttacagggaaatgggtttatccaggatcatgagacattagggtagatgaaagga
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gagctttgcagataacaaaatagcctatccttaataaatcctccactctctggaaggagactgaggggctttgtaaaacattagt
cagttgctcatttttatgggattgcttagctgggctgtaaagatgaaggcatcaaataaactcaaagtatttttaaatttttttgataat
agagaaacttcgctaaccaactgttctttctigagtgtatagccccatcttgtggtaacttgctgcttctgcacttcatatccatatttcc
tattgttcactttattctgtagagcagcctgccaagaattttatttctgctgtttttttigctgctaaagaaaggaactaagtcaggatgtt
aacagaaaagtccacataaccctagaattcttagtcaaggaataattcaagtcagcctagagaccatgttgactttcctcatgtg
tttccttatgactcagtaagttggcaaggtcctgactttagtcttaataaaacattgaattgtagtaaaggttttigcaataaaaactt
actttgg

LAMP1 de ratén (SEQ ID NO:44)
>LampRaton1 0-1858

attccggaggtgaaaaacaatggcacaacgtgtataatggccagcttctctgcectcctttictgaccacctacgagactgcgaat
ggttctcagatcgtgaacatttccctgccagcectctgcagaagtactgaaaaatggcagttctigtggtaaagaaaatgttictga
ccccagcctcacaattacttitggaagaggatatttactgacactcaacttcacaaaaaatacaacacgttacagtgtccagcat
atgtattttacatataacttgtcagatacagaacattttcccaatgccatcagcaaagagatctacaccatggattccacaactga
catcaaggcagacatcaacaaagcataccggtgtgtcagtgatatccgggtctacatgaagaatgtgaccgttgtgctccggg
atgccactatccaggcctacctgtcgagtggcaacticagcaaggaagagacacactgcacacaggatggaccttccccaa
ccactgggccacccagcccctcaccaccacttgtgcccacaaaccccactgtatccaagtacaatgttactggtaacaacgg
aacctgcctgctggcctctatggcactgcaactgaatatcacctacctgaaaaaggacaacaagacggtgaccagagcegttc
aacatcagcccaaatgacacatctagtgggagttgcggtatcaactiggtgaccctgaaagtggagaacaagaacagagcc
ctggaattgcagtttgggatgaatgccagctctagcectgtttttcttgcaaggagtgcgcttgaatatgactcttcctgatgccctagt
gcccacattcagcatctccaaccattcactgaaagctcttcaggccactgtgggaaactcatacaagtgcaacactgaggaa
cacatctttgtcagcaagatgctctccctcaatgtctticagtgtgcaggtccaggctttcaaggtggacagtgacaggtttgggtct
gtggaagagtgtgttcaggatggtaacaacatgttgatccccattgctgtgggcggtgccctggcagggctgatcectcategtee
tcattgcctacctcattggcaggaagaggagtcacgccggctatcagaccatctagecctggtgggcaggtgcaccagagatg
cacaggggcctgttctcacatccccaagcttagataggtgtggaagggaggcacactttctggcaaactgttttaaaatctgcttt
atcaaatgtgaagttcatcttgcaacatttactatgcacaaaggaataactattgaaatgacggtgttaattttgctaactgggtta
aatattgatgagaaggctccactgatttgacttttaagacttggtgtttggttcttcattcttttactcagatttaagcctatcaaaggga
tactctggtccagaccttggcctggcaagggtggctgatggttaggctgcacacacttaagaagcaacgggagcagggaag
gcttgcacacaggcacgcacagggtcaacctctggacacttggcttgggctacctggcecttgggggggctgaactctggceatc
tggctgggtacacacccccccaatttctgtgetctgccaccegtgagcetgecactttcctaaatagaaaatggcattatttttattta
cttttttgtaaagtgatttccagtcttgtgtiggcgticagggtggcecctgtctctgcactgtgtacaataatagattcacactgctgac
gtgtcttgcagcgtaggtgggtigtacactgggcatcagctcacgtaatgcattgcctgtaacgatgctaataaaaa
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ADNc de Lamp1 humana (SEQ ID NO:45)
>Lamp1 humana 0-2339

ggcccaaccgccgcccgegceccccgctctccgcaccgtacccggecgectcgegecatggecggecccecggcagegecceg
gcgacccctgcetgcetgctactgetgttgetgetgetcggectcatgcattgtgecgtcagcagcaatgtttatggtgaaaaatggcea

acgggaccgcgtgcataatggccaacttctctgctgecttctcagtgaactacgacaccaagagtggccctaagaacatgac

ctttgacctgccatcagatgccacagtggtgctcaaccgcagcetcctgtggaaaagagaacacttctgaccccagtctcgtgat
tgcttttggaagaggacatacactcactctcaatttcacgagaaatgcaacacgttacagcgtccagctcatgagttttgtitataa
cttgtcagacacacaccttttccccaatgcgagctccaaagaaatcaagactgtggaatctataactgacatcagggcagata
tagataaaaaatacagatgtgttagtggcacccaggtccacatgaacaacgtgaccgtaacgctccatgatgccaccatcca
ggcgtacctttccaacagcagcttcagcaggggagagacacgctgtgaacaagacaggccttccccaaccacagcgcccce
ctgcgecacccagceccctcgcecctcaccegtgecccaagagceccctetgtggacaagtacaacgtgagcggcaccaacggg
acctgcctgctggccagcatggggctgcagctgaacctcacctatgagaggaaggacaacacgacggtgacaaggcttctc
aacatcaaccccaacaagacctcggccagcgggagctgcggcgceccacctggtgactctggagctgcacagcgagggcea
ccaccgtcctgctcttccagtticgggatgaatgcaagttctagecggtttttcctacaaggaatccagttgaatacaattcttcctga
cgccagagaccctgcctttaaagctgccaacggctcectgecgagcegcetgcaggccacagtcggcaattcctacaagtgcaa

cgcggaggagcacgtccgtgtcacgaaggcegtittcagtcaatataticaaagtgtgggtccaggctttcaaggtggaaggtg

gccagtttggctctgtggaggagtgtctgctggacgagaacagcatgctgatccccatcgetgtgggtggtgecctggegggg

ctggtcctcatcgtcctcatcgectacctcgtcggcaggaagaggagtcacgcaggctaccagactatctagcctggtgcacg

caggcacagcagctgcaggggcctctgttcctttctctgggcttagggtcctgtcgaaggggaggcacactttctggcaaacgtt
tctcaaatctgcttcatccaatgtgaagttcatctigcagcatttactatgcacaacagagtaactatcgaaatgacggtgttaatttt
gctaactgggttaaatattttgctaactggttaaacattaatatttaccaaagtaggattttgagggtgggggtgctctctctgaggg
9gtgggggtgccgctgtetctgaggggtgggggtgccgetgtetctgaggggtgggggtgecgctetctctgagggggtgggg

gtgccgctttctctgagggggtgggggtgecgctcetctctgagggggtgggggtgcetgctcetctccgaggggtggaatgecegct
gtctctgaggggtgggggtgccgctctaaattggctccatatcatttgagtttagggttctggtgtttggtttcttcattctttactgcact

cagatttaagccttacaaagggaaagcctctggccgtcacacgtaggacgcatgaaggtcactcgtggtgaggctgacatgce
tcacacattacaacagtagagagggaaaatcctaagacagaggaactccagagatgagtgtctggagcegcttcagttcagce
tttaaaggccaggacgggccacacgtggcetggeggcectegtticcagtggeggcacgtecttgggcegtctctaatgtctgcagcet
caagggctggcacttttttaaatataaaaatgggtgttatttttatttitttttgtaaagtgatttttggtcttctgtigacattcggggtgatc
ctgttctgcgcetgtgtacaatgtgagatcggtgegttctcctgatgttttgccgtggcttggggattgtacacgggaccagcetcacgt

aatgcattgcctgtaacaatgtaataaaaagcctcitticttttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Secuencia de acidos nucleicos de toxoide tetanico (SEQ ID NO:46)

CAGTACATCAAGGCCAACAGCAAGTTCATCGGCATCACCGAACTC

Secuencia de aminoacidos de toxoide tetanico (SEQ ID NO:47)

QYIKANSKFIGITEL

Secuencia de nucledtidos de PADRE (SEQ ID NO:48)

GCTAAATTTGTGGCTGCCTGGACACTGAAAGCCGCCGCT

Secuencia de aminoacidos de PADRE (SEQ ID NO:49)

AKFVAAWTLKAAA

WPRE (SEQ ID NO:50)
>WPRE 0-593

aatcaacctctggattacaaaatttigtgaaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgcttta
atgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggctttcattttctcctectigtataaatcctggttgetgtcetctttatgaggagttgtgge
ccgttgtcaggcaacgtggegtggtgtgcactgtgtitgctgacgcaacccccactggttggggeattgccaccacctgtcagcet
cctttccgggactttcgctttceecctecctattgccacggecggaactcatcgecgcectgecttgecegetgctggacaggggcte
ggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaagctgacgtcctttccatggctgctcgectgtgttgccacctggattct
gcgcgggacgtcecttctgctacgteccttcggcecctcaatccageggaccttecttcccgeggcectgetgecggcetetgeggect
cttccgegtcttcgecttcgecctcagacgagtcggatcteectttgggecgcectececgcectgt

IRES (SEQ ID NO:51)
>eGFP_IRES_SEAP_Inserto 1746-2335

tctcececcccccccctetecectccceccceccectaacgttactggccgaagecgettggaataaggecggtgtgegtttgtctatat

gttattttccaccatattgccgtcttttggcaatgtgagggcccggaaacctggcecctgtcticttgacgagcattcctaggggtcttt
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cccctctcgccaaaggaatgcaaggtctgttgaatgtcgtgaaggaagcagticctctggaagcttcttgaagacaaacaacg
tctgtagcgaccctttgcaggcagcggaaccccccacctggcgacaggtgectctgcggccaaaagccacgtgtataagat

acacctgcaaaggcggcacaaccccagtgccacgttgtgagttggatagtigtggaaagagtcaaatggctctcctcaageg
tattcaacaaggggctgaaggatgcccagaaggtaccccattgtatgggatctgatctggggectcggtgcacatgctttacat
gtgtttagtcgaggttaaaaaaacgtctaggccccccgaaccacggggacgtggttticctittgaaaaacacgatgataatatg

GFP (SEQ ID NO:52)

atggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagetggacggegacgtaaacggccacaa
gttcagcgtgtccggcgagggcgagggcegatgccacctacggcaagcetgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagcet
gcccgtgecctggeccaccctegtgaccaccctgacctacggegtgcagtgceticagecgctaccccgaccacatgaagcea

gcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcegcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaag
acccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacg
gcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacgg
catcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacc
cccatcggcgacggccccgtgetgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgecctgagcaaagaccccaacg

agaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgceccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagtag

SEAP (SEQ ID NO:53)

atgctgctgctgctgcetgetgctgggectgaggctacagctctccctgggcatcatcccagttgaggaggagaacccggacttc
tggaaccgcgaggcagccgaggcecctgggtgeccgccaagaagcetgcagectgcacagacageccgccaagaacctcatc
atcttcctgggcgatgggatgggggtgtctacggtgacagctgccaggatcctaaaagggcagaagaaggacaaactggg

gcctgagatacccctggccatggaccgcttcccatatgtggcetectgtccaagacatacaatgtagacaaacatgtgccagaca
gtggagccacagccacggcctacctgtgcggggtcaagggcaacttccagaccattggcttgagtgcagccgeccgctttaa
ccagtgcaacacgacacgcggcaacgaggtcatctccgtgatgaatcgggccaagaaagcagggaagtcagtgggagtg
gtaaccaccacacgagtgcagcacgcctcgccagccggcacctacgcccacacggtgaaccgcaactggtactcggacg
ccgacgtgcctgcctcggeccgccaggaggggtgeccaggacatecgctacgcagctcatctccaacatggacattgacgtgat
cctaggtggaggccgaaagtacatgtttcgcatgggaaccccagaccctgagtacccagatgactacagccaaggtggga

ccaggctggacgggaagaatctggtgcaggaatggctggcgaagcgccagggtgcccggtatgtgtggaaccgcactgag
ctcatgcaggcttccctggacccegtctgtgacccatctcatgggtcetcetttgagectggagacatgaaatacgagatccaccga

gactccacactggacccctccctgatggagatgacagaggctgccctgegectgctgagcaggaacccccgeggcttctice

tcttcgtggagggtggtcgcatcgaccatggtcatcatgaaagcagggcttaccgggcactgactgagacgatcatgttcgac
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gacgccattgagagggcgggccagctcaccagcgaggaggacacgctgagcectcgtcactgccgaccactcccacgtcett
ctcecttcggaggcetacccectgcgagggagctecatcettcgggetggeccctggcaaggecccgggacaggaaggcectacac
ggtcctcctatacggaaacggtccaggcetatgtgctcaaggacggcgeccggecggatgttaccgagagcgagageggga
gccccgagtatcggcagcagtcagcagtgcccctggacgaagagacccacgcaggcgaggacgtggeggtgticgegeg
cggcccgcaggcegcacctggttcacggcgtgcaggagcagaccttcatagcgcacgtcatggecttcgececgectgectgga
gccctacaccgcectgcgacctggegcecccccgecggcaccaccgacgccgcgceacccgggttactctagagtcggggeg

gccggcecgcttcgagcagacatgataa

Luciferasa Firefly (SEQ ID NO:54)

atggaagatgccaaaaacattaagaagggcccagcgccattctacccactcgaagacgggaccgccggcgagcagcetge
acaaagccatgaagcgctacgccctggtgcccggcaccatcgcctttaccgacgcacatatcgaggtggacattacctacge
cgagtacttcgagatgagcgttcggctggcagaagctatgaagcgctatgggctgaatacaaaccatcggatcgtggtgtge
agcgagaatagcttgcagttcttcatgcccgtgttgggtgccctgttcatcggtgtggctgtggccccagctaacgacatctacaa
cgagcgcgagctgctgaacagcatgggcatcagccagcccaccgtcgtattcgtgagcaagaaagggctgcaaaagatcc
tcaacgtgcaaaagaagctaccgatcatacaaaagatcatcatcatggatagcaagaccgactaccagggcttccaaagc
atgtacaccttcgtgacttcccatttgccacccggcttcaacgagtacgacttcgtgcccgagagcettcgaccgggacaaaacc
atcgccctgatcatgaacagtagtggcagtaccggattgcccaagggcgtagccctaccgcaccgcaccgcttgtgtccgatt
cagtcatgcccgcgaccccatcttcggcaaccagatcatccccgacaccgctatcctcagegtggtgcecatttcaccacggctt
cggcatgttcaccacgctgggctacttgatctgcggctttcgggtcgtgctcatgtaccgcttcgaggaggagctattcttgegcea
gcttgcaagactataagattcaatctgccctgctggtgcccacactatttagcticticgctaagagcactctcatcgacaagtac
gacctaagcaacttgcacgagatcgccagcggcggggcgecgctcagcaaggaggtaggtgaggecgtggeccaaacgct
tccacctaccaggcatccgccagggctacggcctgacagaaacaaccagcegccattictgatcacccccgaaggggacga
caagcctggcgcagtaggcaaggtggtgcccttcttcgaggctaaggtggtggacttggacaccggtaagacactgggtgtg
aaccagcgcggcgagctgtgcgtccgtggecccatgatcatgagecggctacgttaacaaccccgaggctacaaacgctctc
atcgacaaggacggctggctgcacagcggcgacatcgcctactgggacgaggacgagcacttctticatcgtggaccggcetg
aagagcctgatcaaatacaagggctaccaggtagccccagccgaactggagagcatcctgctgcaacaccccaacatctt
cgacgccggggtcgeccggcectgeccgacgacgatgecggcegagcetgeccgecgeagtegtegtgctggaacacggtaaa
accatgaccgagaaggagatcgtggactatgtggccagccaggttacaaccgccaagaagcetgegeggtggtgttgtgticg
tggacgaggtgcctaaaggactgaccggcaagttggacgcccgcaagatccgcgagattctcattaaggccaagaaggge
ggcaagatcgccgtgtaa

FMDV 2A (SEQ ID NO:55)
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GTAAAGCAAACACTGAACTTTGACCTTCTCAAGTTGGCTGGAGACGTTGAGTC
CAATCCTGGGCCC
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DIVERSAS MODALIDADES

1. Enla presente, se describe un vector viral que comprende un neoantigeno o
multiples neoantigenos. En determinadas modalidades, se identifica un neoantigeno
mediante el uso de un método descrito en la presente, p. ej., mas adelante. En
determinadas modalidades, un neoantigeno tiene al menos una caracteristica o
propiedad descrita en la presente, p. ej., mas adelante.

2. En la presente, se describe un método para identificar uno o mas
neoantigenos a partir de una célula tumoral de un sujeto que sea probable que se
presenten en la superficie de la célula tumoral, que comprende las siguientes etapas:

obtener datos de secuenciacion de nucledtidos tumorales del genoma completo,
transcriptoma y/o exoma de la célula tumoral del sujeto, donde los datos de secuenciacion
de nucledtidos tumorales se usan para obtener datos que representen secuencias
peptidicas de cada uno de un conjunto de neoantigenos, y donde la secuencia peptidica de
cada neoantigeno comprende al menos una alteracion que la distingue con respecto a la
secuencia peptidica original de tipo salvaje correspondiente;

ingresar la secuencia peptidica de cada neoantigeno en uno o mas modelos de
presentacién para generar un conjunto de probabilidades numéricas de que uno o mas
alelos del MHC presenten cada uno de los neoantigenos en la superficie celular tumoral de
la célula tumoral del sujeto, donde el conjunto de probabilidades numéricas se ha

identificado al menos en funcion de datos de espectrometria de masas; y
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seleccionar un subconjunto del conjunto de neoantigenos en funcién del conjunto
de probabilidades numéricas para generar un conjunto de neoantigenos seleccionados.

3. En determinadas modalidades, una cantidad del conjunto de neoantigenos
seleccionados es 20.

4. En determinadas modalidades, el modelo de presentacién representa una
dependencia entre:

la presencia de un par de alelos de MHC de un tipo particular y un aminoacido
particular en una posicion particular de una secuencia peptidica; y

la probabilidad de la presentacién sobre la superficie de la célula tumoral, por parte
del alelo del MHC particular del par, de esa secuencia peptidica que comprende el
aminoacido particular en la posicion particular.

5. En determinadas modalidades, el ingreso de la secuencia peptidica
comprende:

aplicar el o los modelos de presentacion a la secuencia peptidica del neoantigeno
correspondiente para generar un puntaje de dependencia para cada uno del o de los alelos
del MHC que indique si el alelo del MHC presentara el neoantigeno correspondiente en
funcién de al menos posiciones de los aminoacidos de la secuencia peptidica del
neoantigeno correspondiente.

6. En determinadas modalidades, el método comprende ademas:

transformar los puntajes de dependencia para generar una probabilidad
correspondiente por alelo para cada alelo del MHC que indique la probabilidad de que el
alelo del MHC correspondiente presente el neoantigeno correspondiente; y

combinar las probabilidades por alelo para generar la probabilidad numérica.

7. En determinadas modalidades, la transformacién de los puntajes de
dependencia puede modelar la presentacion de la secuencia peptidica del neoantigeno
correspondiente como mutuamente excluyente.

8. En determinadas modalidades, el método comprende ademas:

transformar una combinacién de los puntajes de dependencia para generar la
probabilidad numérica.

9. En determinadas modalidades, la transformacién de la combinacion de los
puntajes de dependencia modela la presentacion de la secuencia peptidica del
neoantigeno correspondiente como una interferencia entre los alelos del MHC.

10. En determinadas modalidades, el conjunto de probabilidades numéricas se

identifica de manera adicional mediante al menos una caracteristica de no interaccion
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con el alelo, y comprende ademas:
aplicar un modelo de no interaccion con el alelo del o de los modelos de
presentacion a las caracteristicas de no interaccion con el alelo para generar un puntaje de
dependencia para las caracteristicas de no interaccion con el alelo que indique si se
presentara la secuencia peptidica del neoantigeno correspondiente en funcion de las
caracteristicas de no interaccion con el alelo.
11.En determinadas modalidades, el método comprende ademas:
combinar el puntaje de dependencia para cada alelo del MHC en el o los alelos del
MHC con el puntaje de dependencia para la caracteristica de no interaccién con el alelo;
transformar los puntajes de dependencia combinados para cada alelo del MHC para
generar una probabilidad correspondiente por alelo para el alelo del MHC que indique la
probabilidad de que el alelo del MHC correspondiente presente el neoantigeno
correspondiente; y
combinar las probabilidades por alelo para generar la probabilidad numérica.
12. En determinadas modalidades, el método comprende ademas:
transformar una combinacion de los puntajes de dependencia para cada uno de los
alelos del MHC y el puntaje de dependencia para las caracteristicas de no interaccion con
el alelo para generar la probabilidad numérica.
13.En determinadas modalidades, se entrena un conjunto de parametros
numeéricos para el modelo de presentaciéon en funcién de un conjunto de datos de
entrenamiento que incluye al menos un conjunto de secuencias peptidicas de
entrenamiento identificadas como presentes en multiples muestras y uno o mas alelos
del MHC asociados a cada secuencia peptidica de entrenamiento, donde las
secuencias peptidicas de entrenamiento se identifican mediante una espectrometria de
masas de los péptidos aislados eluidos de los alelos del MHC derivados de las multiples
muestras.
14.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
incluye ademas datos sobre los niveles de expresién del ARNm de la célula tumoral.
15.En determinadas modalidades, las muestras comprenden lineas celulares
modificadas genéticamente para expresar un solo alelo del MHC clase | o clase |I.
16.En determinadas modalidades, las muestras comprenden lineas celulares
modificadas genéticamente para expresar multiples alelos del MHC clase | o clase II.
17.En determinadas modalidades, las muestras comprenden lineas celulares

humanas obtenidas o derivadas de multiples pacientes.
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18.En determinadas modalidades, las muestras comprenden muestras de
tumores frescas o congeladas obtenidas de multiples pacientes.

19.En determinadas modalidades, las muestras comprenden muestras de
tejidos frescas o congeladas obtenidas de multiples pacientes.

20.En determinadas modalidades, las muestras comprenden péptidos
identificados mediante el uso de ensayos de linfocitos T.

21.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende datos asociados a:

la abundancia de péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento presentes en

las muestras;

la longitud de los péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento en las

muestras;

22.En determinadas modalidades, se genera el conjunto de datos de
entrenamiento al comparar el conjunto de secuencias peptidicas de entrenamiento
mediante la alineacion a una base de datos que comprende un conjunto de secuencias
proteicas conocidas, donde el conjunto de secuencias proteicas de entrenamiento es
mas largo que las secuencias peptidicas de entrenamiento y las incluye.

23.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento se
genera en funcién de la realizacion o de haberse realizado una espectrometria de
masas en una linea celular para obtener datos de secuencias peptidicas del genoma
completo, transcriptoma y/o exoma de la linea celular, donde los datos de secuenciacion
incluyen al menos una secuencia proteica que incluye una alteracion.

24 En determinadas modalidades, se genera el conjunto de datos de
entrenamiento en funcién de la obtencién de datos de secuenciacién de nucledtidos
normales del genoma completo, transcriptoma y/o exoma de muestras de tejidos
normales.

25.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a secuencias del proteoma asociadas a las
muestras.

26.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a secuencias del peptidoma del MHC asociadas a
las muestras.

27.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento

comprende ademas datos asociados a mediciones de afinidad de unién entre péptido-



10

15

20

25

30

295

MHC para al menos uno de los péptidos aislados.

28.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a mediciones de estabilidad de unién entre
péptido-MHC para al menos uno de los péptidos aislados.

29.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a transcriptomas asociados a las muestras.

30.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a genomas asociados a las muestras.

31.En determinadas modalidades, las secuencias peptidicas de entrenamiento
tienen longitudes dentro de un intervalo de k-meros donde k es entre 8-15, inclusive.

32.En determinadas modalidades, el método comprende ademas codificar la
secuencia peptidica mediante el uso de un esquema de codificacién one-hot.

33.En determinadas modalidades, el método comprende ademas codificar la
secuencia peptidica de entrenamiento mediante el uso de un esquema de codificacion
one-hot con left-pad.

34.En la presente, también se describe un método de tratamiento de un sujeto
con un tumor, que comprende realizar cualquiera de las etapas de los métodos que se
describen en la presente, y que comprende ademas obtener una vacuna tumoral que
comprenda el conjunto de neoantigenos seleccionados, y administrar la vacuna tumoral
al sujeto.

35. En la presente, también se describe un método de fabricacidon de una vacuna
tumoral, que comprende realizar cualquiera de las etapas descritas en la presente, y
que comprende ademas producir o haber producido una vacuna tumoral que
comprenda el conjunto de neoantigenos seleccionados.

36.En la presente, también se describe una vacuna tumoral que comprende un
conjunto de neoantigenos seleccionados, que se seleccionan mediante la realizacion
de un método que se describe en la presente.

37.En determinadas modalidades, la vacuna tumoral comprende una secuencia
de nucleodtidos, una secuencia de polipéptidos, un ARN, un ADN, una célula, un
plasmido y/o un vector.

38.En determinadas modalidades, la vacuna tumoral comprende uno o mas
neoantigenos que se presentan en la superficie de la célula tumoral.

39.En determinadas modalidades, la vacuna tumoral comprende uno o mas

neoantigenos que son inmundgenos en el sujeto.
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40.En determinadas modalidades, la vacuna tumoral no comprende uno o mas
neoantigenos que induzcan una respuesta autoinmunitaria contra el tejido normal en el
sujeto.

41.En determinadas modalidades, la vacuna tumoral comprende ademas un
adyuvante.

42.En determinadas modalidades, la vacuna tumoral comprende ademas un
excipiente.

43.En determinadas modalidades, la seleccién del conjunto de neoantigenos
seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con una mayor probabilidad de
presentarse sobre la superficie de la célula tumoral con respecto a neoantigenos no
seleccionados en funcién del modelo de presentacion.

44.En determinadas modalidades, la seleccién del conjunto de neoantigenos
seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con mayor probabilidad de poder
inducir una respuesta inmunitaria especifica para el tumor en el sujeto con respecto a
neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo de presentacion.

45.En determinadas modalidades, la seleccion del conjunto de neoantigenos
seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con una mayor probabilidad de
poder ser presentados a linfocitos T no activados por parte de células presentadoras de
antigenos (APC) con respecto a neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo
de presentacion, donde opcionalmente la APC es una célula dendritica (DC).

46.En determinadas modalidades, la seleccién del conjunto de neoantigenos
seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con una menor probabilidad de
someterse a inhibicion a través de una tolerancia central o periférica con respecto a
neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo de presentacion.

47.En determinadas modalidades, la seleccién del conjunto de neoantigenos
seleccionados comprende seleccionar neoantigenos con menor probabilidad de poder
inducir una respuesta autoinmunitaria al tejido normal en el sujeto con respecto a
neoantigenos no seleccionados en funcién del modelo de presentacion.

48.En determinadas modalidades, se obtienen datos de secuenciacién de
nucledtidos del exoma o transcriptoma mediante la realizacion de una secuenciacion en
el tejido tumoral.

49. En determinadas modalidades, la secuenciacion es secuenciacion de nueva
generacion (NGS) o cualquier estrategia de secuenciacién masiva en paralelo.

50. En determinadas modalidades, el conjunto de probabilidades numéricas se
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identifica ademas mediate al menos las caracteristicas de interaccion MHC-alelo que

comprenden al menos una de las siguientes:
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a. La afinidad prevista para la unién entre el alelo del MHC y el péptido
codificado por el neoantigeno.

b. La estabilidad prevista del complejo péptido-MHC codificado por el
neoantigeno.

c. La secuenciay longitud del péptido codificado por el neoantigeno.

d. La probabilidad de presentacion de péptidos codificados por el
neoantigeno con una secuencia similar en células de otros individuos que
expresen el alelo del MHC particular tal como se evalia mediante un analisis
protedmico por espectrometria de masas u otro medio.

e. Los niveles de expresion del alelo del MHC particular en el sujeto en
cuestién (p. ej., tal como se mide mediante secuenciacién de ARN o
espectrometria de masas).

f. La probabilidad con independencia de las secuencias peptidicas
codificadas por neoantigenos a nivel general de presentacion por parte del alelo
del MHC particular en otros sujetos distintos que expresan el alelo del MHC
particular.

g. La probabilidad con independencia de las secuencias peptidicas
codificadas por neoantigenos a nivel general de presentacion por parte de alelos
del MHC en la misma familia de moléculas (p. €j., HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DQ, HLA-DR, HLA-DP) en otros sujetos distintos.

51. En determinadas modalidades, el conjunto de probabilidades numéricas se

identifica ademas mediante al menos caracteristicas de no interaccion MHC-alelo que

comprenden al menos una de las siguientes:

a. Las secuencias de extremo C y N
que flanquean el péptido codificado por el neoantigeno dentro de su secuencia
proteica de origen.

b. La presencia de motivos de escision
de la proteasa en el péptido codificado por el neoantigeno, ponderada
opcionalmente de acuerdo con la expresion de proteasas correspondientes en
las células tumorales (tal como se mide mediante secuenciacién de ARN o
espectrometria de masas).

C. La tasa de renovacién de la proteina
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de origen tal como se mide en el tipo de célula adecuado.

d. La longitud de la proteina de origen,
considerando opcionalmente las variantes de corte y empalme especificas
(«isoformas») de expresién mas alta en las células tumorales tal como se mide
mediante secuenciacion de ARN o espectrometria de masas del proteoma, o
segun la prediccion a partir de la anotacion de mutaciones de corte y empalme
somaticas o de la linea germinal detectadas en los datos de secuencias de ADN
o ARN.

e. El  nivel de expresion del
proteasoma, inmunoproteasoma, timoproteasoma u otras proteasas en las
células tumorales (que se puede medir mediante secuenciacion de ARN,
espectrometria de masas del proteoma o inmunohistoquimica).

f. La expresién del gen de origen del
péptido codificado por el neoantigeno (p.e€j., tal como se mide mediante
secuenciacion de ARN o espectrometria de masas).

g. La expresion especifica con respecto
al tejido habitual del gen de origen del péptido codificado por el neoantigeno
durante diversas etapas del ciclo celular.

h. Un catalogo abarcativo de
caracteristicas de la proteina de origen y/o sus dominios tal como puede
encontrarse en, p. €j., uniProt o PDB http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do.

i. Las caracteristicas que describen las
propiedades del dominio de la proteina de origen que contiene el péptido, por
ejemplo: una estructura secundaria o terciaria (p. ej., hélice alfa con respecto a
lamina beta); corte y empalme alternativo.

j- La probabilidad de presentacion de
péptidos de la proteina de origen del péptido codificado por el nheoantigeno en
cuestién en otros sujetos distintos.

k. La probabilidad de que el péptido no
sea detectado o esté representado en exceso en la espectrometria de masas
debido a sesgos técnicos.

l. La expresion de diversos
modulos/vias de genes tal como se mide mediante secuenciacion de ARN (sin

la necesidad de contener la proteina de fuente del péptido) que son indicativos
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del estado de las células tumorales, el estroma o linfocitos de infiltracion (TIL).

m. La cantidad de copias del gen de
origen del péptido codificado por el neoantigeno en las células tumorales.

n. La probabilidad de que el péptido se
una a la TAP o la afinidad de uniéon medida o prevista del péptido con respecto
ala TAP.

0. El nivel de expresion de la TAP enlas
células tumorales (que se puede medir mediante secuenciacion de ARN,
espectrometria de masas del proteoma, inmunohistoquimica).

p. La presencia o ausencia de
mutaciones tumorales, que incluyen, de modo no taxativo:

i. Mutaciones impulsoras en genes impulsores de cancer
conocidos tales como EGFR, KRAS, ALK, RET, ROS1, TP53, CDKN2A,
CDKN2B, NTRK1, NTRK2, NTRKS.

ii. En genes que codifican las proteinas involucradas en la
maquinaria de presentacién de antigenos (p. ej., B2M, HLA-A, HLA-B,
HLA-C, TAP-1, TAP-2, TAPBP, CALR, CNX, ERP57, HLA-DM, HLA-
DMA, HLA-DMB, HLA-DO, HLA-DOA, HLA-DOBHLA-DP, HLA-DPAT1,
HLA-DPB1, HLA-DQ, HLA-DQA1, HLA-DQA2, HLA-DQB1, HLA-DQBZ2,
HLA-DR, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 o
cualquiera de los genes que codifican componentes del proteasoma o
inmunoproteasoma). Los péptidos cuya presentacion depende de un
componente de la maquinaria de presentacién de antigenos que se
somete a una mutacién de pérdida de funcién en el tumor tienen una
probabilidad de presentacion reducida.
qg. La presencia o ausencia de

polimorfismos de linea germinal funcionales, que incluyen, de modo no taxativo:

i. En genes que codifican las proteinas involucradas en la
maquinaria de presentacién de antigenos (p. ej., B2M, HLA-A, HLA-B,
HLA-C, TAP-1, TAP-2, TAPBP, CALR, CNX, ERP57, HLA-DM, HLA-
DMA, HLA-DMB, HLA-DO, HLA-DOA, HLA-DOBHLA-DP, HLA-DPAT1,
HLA-DPB1, HLA-DQ, HLA-DQA1, HLA-DQA2, HLA-DQB1, HLA-DQBZ2,
HLA-DR, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 o

cualquiera de los genes que codifican componentes del proteasoma o
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inmunoproteasoma).

r. Tipo de tumor (p.ej.,, NSCLC,
melanoma).

S. Subtipo de tumor clinico (p. e€j.,

cancer pulmonar escamoso con respecto a no €scamoso).
t. Historial de tabaquismo.
u. La expresion tipica del gen de origen del péptido en el tipo de tumor

o subtipo clinico pertinente, opcionalmente estratificado mediante la mutacion

impulsora.

52.En determinadas modalidades, la o las mutaciones son un indel de
desplazamiento de marco o sin desplazamiento de marco, una sustitucién de cambio
de sentido o sin sentido, una alteracion en el sitio de corte y empalme, una
reorganizacion genémica o fusidon genética, o cualquier alteracion gendémica o de
expresion que conduzca a un neoORF.

53.En determinadas modalidades, la célula tumoral se selecciona dentro del
grupo que consiste en: cancer pulmonar, melanoma, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de préstata, cancer renal, cancer gastrico, cancer de colon, cancer testicular,
cancer de cabeza y cuello, cancer pancreatico, cancer cerebral, linfoma de linfocitos B,
leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena croénica, leucemia linfocitica cronica y
leucemia linfocitica de linfocitos T, cancer pulmonar no microcitico y cancer pulmonar
microcitico.

54.En determinadas modalidades, el método comprende ademas obtener una
vacuna tumoral que comprende el conjunto de neoantigenos seleccionados o un
subconjunto de estos, que opcionalmente comprende ademas administrar la vacuna
tumoral al sujeto.

55.En determinadas modalidades, al menos uno de los neoantigenos en el
conjunto de neoantigenos seleccionados, cuando se encuentra en forma de polipéptido,
comprende al menos una de las siguientes: una afinidad de unién con el MHC con un
valor de IC50 de menos de 1000 nM; para polipéptidos de MHC Clase 1, una longitud
de 8-15, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos; la presencia de motivos de
secuencias dentro o cerca del polipéptido en la secuencia proteica original que
promueve la escision del proteasoma; y la presencia de motivos de secuencias que
promueven el transporte de TAP.

56. En la presente, también se describe un método para generar un modelo para
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identificar uno o mas neoantigenos con probabilidad de presentarse sobre una
superficie celular tumoral de una célula tumoral, que comprende ejecutar las siguientes
etapas:
recibir datos de espectrometria de masas que comprendan datos asociados a
multiples péptidos asilados eluidos de un complejo principal de histocompatibilidad

(MHC) derivado de multiples muestras;

obtener un conjunto de datos de entrenamiento mediante al menos la identificacion
de un conjunto de secuencias peptidicas de entrenamiento presentes en las
muestras y uno o mas MHC asociados a cada secuencia peptidica de

entrenamiento;

entrenar un conjunto de parametros numéricos de un modelo de presentacion
mediante el uso del conjunto de datos de entrenamiento que comprende las
secuencias peptidicas de entrenamiento, donde el modelo de presentacion
proporciona multiples probabilidades numéricas de que uno o mas alelos del MHC
sobre la superficie celular tumoral presenten secuencias peptidicas de la célula

tumoral.

57.En determinadas modalidades, el modelo de presentacion representa una
dependencia entre:
presencia de un aminoacido particular en una posicion particular de una secuencia

peptidica; y

la probabilidad de la presentacion por parte de uno de los alelos del MHC en la
célula tumoral, de la secuencia peptidica que contiene el aminoacido particular en

la posicion particular.

58.En determinadas modalidades, las muestras comprenden lineas celulares
modificadas genéticamente para expresar un solo alelo del MHC clase | o clase II.

59.En determinadas modalidades, las muestras comprenden lineas celulares
modificadas genéticamente para expresar multiples alelos del MHC clase | o clase Il

60.En determinadas modalidades, las muestras comprenden lineas celulares
humanas obtenidas o derivadas de multiples pacientes.

61.En determinadas modalidades, las muestras comprenden muestras de
tumores frescas o congeladas obtenidas de multiples pacientes.

62.En determinadas modalidades, las muestras comprenden péptidos
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identificados mediante el uso de ensayos de linfocitos T.
63.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende datos asociados a:
la abundancia de péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento presentes en
las muestras;
la longitud de los péptidos del conjunto de péptidos de entrenamiento en las
muestras;
64.En determinadas modalidades, la obtencién del conjunto de datos de
entrenamiento comprende:
obtener un conjunto de secuencias proteicas de entrenamiento en funcion
de las secuencias peptidicas de entrenamiento al comparar el conjunto de
secuencias peptidicas de entrenamiento a través de la alineacion con respecto a
una base de datos que comprende un conjunto de secuencias proteicas conocidas,
donde el conjunto de secuencias proteicas de entrenamiento es mas largo que las
secuencias peptidicas de entrenamiento y las incluye.
65.En determinadas modalidades, la obtencion del conjunto de datos de
entrenamiento comprende:
realizar o haber realizado una espectrometria de masas en una linea celular para
obtener datos de secuenciacion de nucledtidos del genoma completo, transcriptoma y/o
exoma de la linea celular, donde los datos de secuenciacion de nucledtidos incluyen al
menos una secuencia proteica que incluye una mutacion.
66.En determinadas modalidades, entrenar el conjunto de parametros del
modelo de presentacion comprende:
codificar las secuencias peptidicas de entremaniento mediante el uso de un
esquema de codificacion one-hot.
67.En determinadas modalidades, el método comprende ademas:
obtener datos de secuenciacion de nucleétidos normales del genoma completo,
transcriptoma y/o exoma de muestras de tejidos normales; y
entrenar el conjunto de parametros del modelo de presentacion mediante el uso de
los datos de secuenciacién de nucledtidos normales.
68.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a secuencias del proteoma asociadas a las
muestras.

69.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
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comprende ademas datos asociados a secuencias del peptidoma del MHC asociadas a
las muestras.
70.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a mediciones de afinidad de unién entre péptido-
MHC para al menos uno de los péptidos aislados.
71.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a mediciones de estabilidad de unién entre
péptido-MHC para al menos uno de los péptidos aislados.
72.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a transcriptomas asociados a las muestras.
73.En determinadas modalidades, el conjunto de datos de entrenamiento
comprende ademas datos asociados a genomas asociados a las muestras.
74.En determinadas modalidades, entrenar el conjunto de parametros
numeéricos comprende ademas:
realizar una regresion logistica del conjunto de parametros.
75. En determinadas modalidades, las secuencias peptidicas de entrenamiento
tienen longitudes dentro de un intervalo de k-meros donde k es entre 8-15, inclusive.
76.En determinadas modalidades, entrenar el conjunto de parametros
numeéricos del modelo de presentacion comprende:
codificar las secuencias peptidicas de entremaniento mediante el uso de un
esquema de codificacion one-hot con left-pad.
77.En determinadas modalidades, entrenar el conjunto de parametros
numeéricos comprende ademas:
determinar valores para el conjunto de parametros mediante el uso de un algoritmo
de aprendizaje profundo.
78.En la presente, también se describe un método para generar un modelo para
identificar uno o mas neoantigenos con probabilidad de presentarse sobre una
superficie celular tumoral de una célula tumoral, que comprende ejecutar las siguientes
etapas:
recibir datos de espectrometria de masas que comprendan datos asociados a
multiples péptidos asilados eluidos de un complejo principal de histocompatibilidad

(MHC) derivado de multiples muestras de tumores frescas o congeladas;

obtener un conjunto de datos de entrenamiento mediante al menos la identificacion

de un conjunto de secuencias peptidicas de entrenamiento presentes en las
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muestras de tumores y uno o mas alelos del MHC asociados a cada secuencia

peptidica de entrenamiento;

obtener un conjunto de secuencias proteicas de entrenamiento en funcién de las

secuencias peptidicas de entrenamiento; y

5 entrenar un conjunto de parametros numéricos de un modelo de presentacion
mediante el uso de las secuencias proteicas de entrenamiento y las secuencias
peptidicas de entrenamiento, donde el modelo de presentacion proporciona
multiples probabilidades numéricas de que uno o mas alelos del MHC sobre la

superficie celular tumoral presenten secuencias peptidicas de la célula tumoral.

10 79.En determinadas modalidades, el modelo de presentacion representa una
dependencia entre:
la presencia de un par de alelos de MHC de un tipo particular y un aminoacido
particular en una posicion particular de una secuencia peptidica; y
la probabilidad de la presentacién sobre la superficie de la célula tumoral, por parte
15 del alelo del MHC particular del par, de esa secuencia peptidica que comprende el

aminoacido particular en la posicion particular.
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