Composizioni e metodi del vaccino contro il
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Nel presente documento sono fornite molecole di acido
nucleico che codificano proteine di replicazione virale e
proteine antigeniche del coronavirus o frammenti delle
stesse. Nel presente documento sono inoltre fornite
composizioni che includono molecole di acido nucleico che
codificano proteine di replicazione virale e antigeniche, e
lipidi. Le molecole di acido nucleico fornite nel presente
documento sono utili per indurre risposte immunitarie.
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= Metodo per realizzare nanoparticelle di RNA incapsulate nei lipidi
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= Particelle lipidiche per la somministrazione di acidi nucleici
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= RNA di trasferimento sintetico con loop anticodone esteso

» Acidi nucleici e metodi di trattamento della fibrosi cistica
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Descrizione

RIFERIMENTI INCROCIATI A DOMANDE CORRELATE

La presente domanda rivendica il beneficio della domanda provvisoria statunitense n. 62/987.191,
depositata il 9 marzo 2020, e della domanda provvisoria statunitense n. 63/073.900, depositata il 2
settembre 2020.

RIFERIMENTO A UN ELENCO DI SEQUENZE

La domanda immediata contiene un Sequence Listing che ¢ stato inviato elettronicamente in
formato ASCII ed e qui incorporato per riferimento nella sua interezza. Tale copia ASCIL, creata 'S
marzo 2021, & denominata 049386-538001US_SequenceListing ST25.txt e ha una dimensione di
481.150 byte.

CAMPO TECNICO

La presente invenzione riguarda in generale I'induzione di risposte immunitarie contro agenti
infettivi e antigeni tumorali e piu specificatamente l'autotrascrizione e la replicazione dell'RNA per
I'espressione dell'antigene.

SFONDO

Le malattie infettive e il cancro rappresentano un peso significativo per la salute in tutto il mondo.
Secondo I'Organizzazione mondiale della sanita (OMS), l'infezione delle basse vie respiratorie e
stata la malattia infettiva piu mortale al mondo nel 2016, causando circa 3 milioni di decessi.
L'impatto delle malattie infettive € illustrato dalla pandemia di coronavirus disease 2019 (COVID-
19) causata dalla sindrome respiratoria acuta grave-coronavirus-2 (SARS-CoV-2). SARS-CoV-2 e un
nuovo coronavirus identificato per la prima volta a dicembre 2019 a Wuhan, in Cina, che ha
causato oltre 20 milioni di infezioni confermate con oltre 700.000 decessi in tutto il mondo ad
agosto 2020. Le attuali misure di controllo per frenare la rapida diffusione mondiale di SARS-CoV-2,
come i lockdown nazionali, la chiusura di luoghi di lavoro e scuole e la riduzione dei viaggi
internazionali, minacciano di provocare una recessione economica globale in una misura mai vista
dalla Grande Depressione.

Il cancro ¢ la seconda causa di morte a livello globale, con circa 9,6 milioni di decessi nel mondo
nel 2018. Il cancro € un vasto gruppo di malattie che possono colpire quasi tutti gli organi o tessuti
del corpo. Il peso del cancro continua a crescere a livello globale, esercitando pressioni fisiche,
emotive e finanziarie su pazienti e operatori sanitari.
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Gli acidi ribonucleici autoreplicanti (RNA), ad esempio derivati da repliconi virali, sono utili per
I'espressione di proteine, come le proteine eterologhe, per una varieta di scopi, come 1'espressione
di proteine terapeutiche e l'espressione di antigeni per vaccini. Una proprieta desiderabile di tali
repliconi e la capacita di espressione sostenuta della proteina.

Sono disponibili pochi trattamenti per le infezioni causate da virus e organismi eucariotici e la
resistenza agli antibiotici per il trattamento delle infezioni batteriche € in aumento. Inoltre, sono
necessarie risposte rapide, tra cui lo sviluppo rapido di vaccini, per controllare efficacemente le
malattie infettive emergenti e le pandemie. Inoltre, molti trattamenti contro il cancro includono
interventi chirurgici e chemioterapie costosi e dolorosi che spesso non hanno successo o
prolungano solo modestamente la vita nonostante gravi effetti collaterali. Pertanto, esiste la
necessita di prevenzione e/o trattamento delle malattie infettive e del cancro.

RIEPILOGO

In un aspetto, la presente divulgazione fornisce una molecola di acido nucleico comprendente (i)
un primo polinucleotide che codifica una o piu proteine di replicazione virale, in cui il primo
polinucleotide € ottimizzato per codoni rispetto a un polinucleotide di tipo selvatico che codifica
una o piu proteine di replicazione virale; e (ii) un secondo polinucleotide comprendente un primo
transgene che codifica una prima proteina antigenica o un frammento della stessa, in cui la prima
proteina antigenica & una proteina del coronavirus.

In alcune realizzazioni, una o piu proteine di replicazione virale sono proteine alfavirus o proteine
rubivirus.

In alcune forme di realizzazione, le proteine alfavirus provengono dal virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), dal virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), dal virus delle Everglades
(EVEV), dal virus Mucambo (MUCV), dal virus della foresta Semliki (SFV), dal virus Pixuna (PIXV),
dal virus Middleburg (MIDV), dal virus Chikungunya (CHIKV), dal virus O'Nyong-Nyong (ONNV),
dal virus Ross River (RRV), dal virus della foresta Barmah (BFV), Virus Getah (GETV), Virus
Sagiyama (SAGV), Virus Bebaru (BEBV), Virus Mayaro (MAYV), Virus Una (UNAV), Virus Sindbis
(SINV), Virus Aura (AURAV), Virus Whataroa (WHAV), Virus Babanki (BABV), Virus Kyzylagach
(KYZV), Virus dell'encefalite equina occidentale (WEEV), Virus Highland J (HJV), Fort Morgan Virus
(FMV), Ndumu Virus (NDUV), Salmonid Alphavirus (SAV), Buggy Creek Virus (BCRV) o qualsiasi
combinazione di essi.

In alcune realizzazioni, il primo polinucleotide codifica una poliproteina comprendente una
proteina alfavirus nsP1, una proteina alfavirus nsP2, una proteina alfavirus nsP3, una proteina
alfavirus nsP4 o una qualsiasi combinazione di esse.

In alcune realizzazioni, il primo polinucleotide codifica una poliproteina comprendente una
proteina alfavirus nsP1, una proteina alfavirus nsP2, una proteina alfavirus nsP3, o una qualsiasi
combinazione di esse, e una proteina alfavirus nsP4.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una prima regione
intergenica tra una sequenza che codifica la poliproteina comprendente una proteina alfavirus



nsP1, una proteina alfavirus nsP2, una proteina alfavirus nsP3 o una qualsiasi combinazione di
esse, e una sequenza che codifica una proteina alfavirus nsP4.

In alcune realizzazioni, la prima regione intergenica comprende una sequenza alfavirus.

In alcune realizzazioni, il primo polinucleotide comprende una sequenza avente almeno 1'80% di
identita con una sequenza di SEQ ID NO:72.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una regione 5 non
tradotta (UTR).

In alcune realizzazioni, la 5’ UTR comprende una 5 UTR virale, una 5 UTR non virale o una
combinazione di sequenze 5 UTR virali e non virali.

In alcune realizzazioni, I'UTR 5' comprende un'UTR 5' dell'alfavirus.

In alcune forme di realizzazione, 'alfavirus 5' UTR comprende il virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), il virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), il virus delle Everglades
(EVEV), il virus Mucambo (MUCV), il virus della foresta Semliki (SFV), il virus Pixuna (PIXV), il virus
Middleburg (MIDV), il virus Chikungunya (CHIKV), il virus O'Nyong-Nyong (ONNV), il virus Ross
River (RRV), Virus Barmah Forest (BFV), Virus Getah (GETV), Virus Sagiyama (SAGV), Virus Bebaru
(BEBV), Virus Mayaro (MAYV), Virus Una (UNAV), Virus Sindbis (SINV), Virus Aura (AURAV), Virus
Whataroa (WHAV), Virus Babanki (BABV), Virus Kyzylagach (KYZV), Virus dell'encefalite equina
occidentale (WEEV), Highland J Sequenza 5’ UTR del virus Fort Morgan (FMV), virus Ndumu
(NDUV), virus Alphavirus dei salmonidi (SAV) o virus Buggy Creek (BCRV).

In alcune realizzazioni, I'UTR 5’ comprende una sequenza SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74 o SEQ ID
NO:75.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una regione 3' non
tradotta (UTR).

In alcune realizzazioni, I'UTR 3' comprende un UTR 3' virale, un UTR 3' non virale o una
combinazione di sequenze UTR 3' virali e non virali. In alcune realizzazioni, 'UTR 3' comprende un
UTR 3' di alphavirus.

In alcune forme di realizzazione, 'alfavirus 3' UTR comprende il virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), il virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), il virus delle Everglades
(EVEV), il virus Mucambo (MUCV), il virus della foresta Semliki (SFV), il virus Pixuna (PIXV), il virus
Middleburg (MIDV), il virus Chikungunya (CHIKV), il virus O'Nyong-Nyong (ONNV), il virus Ross
River (RRV), Virus Barmah Forest (BFV), Virus Getah (GETV), Virus Sagiyama (SAGV), Virus Bebaru
(BEBV), Virus Mayaro (MAYV), Virus Una (UNAV), Virus Sindbis (SINV), Virus Aura (AURAV), Virus
Whataroa (WHAV), Virus Babanki (BABV), Virus Kyzylagach (KYZV), Virus dell'encefalite equina
occidentale (WEEV), Highland ] Sequenza 3’ UTR del virus Fort Morgan (FMV), virus Ndumu
(NDUV), virus Alphavirus dei salmonidi (SAV) o virus Buggy Creek (BCRV).

In alcune realizzazioni, la 3' UTR comprende una sequenza poli-A.



In alcune realizzazioni, I'UTR 3' comprende una sequenza SEQ ID NO:76.
In alcune realizzazioni, la proteina antigenica & una proteina SARS-CoV-2.
In alcune realizzazioni, la proteina antigenica e una glicoproteina spike del SARS-CoV-2.

In alcune realizzazioni, la glicoproteina spike del SARS-CoV-2 e una glicoproteina spike del SARS-
CoV-2 di tipo selvaggio con una sequenza aminoacidica SEQ ID NO: 123.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende una sequenza avente almeno 1'85% di
identita con una sequenza SEQ ID NO:121 o SEQ ID NO:122.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende almeno due transgeni.

In alcune realizzazioni, un secondo transgene codifica una seconda proteina antigenica o un
frammento della stessa oppure una proteina immunomodulatrice.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende inoltre una sequenza che codifica un
peptide 2A, un sito di ingresso ribosomiale interno (IRES) o una combinazione di questi, situato tra
itransgeni.

In alcune realizzazioni, la proteina immunomodulatrice € una citochina, una chemiochina o
un'interleuchina.

In alcune realizzazioni, il secondo transgene codifica una seconda proteina del coronavirus.
In alcune realizzazioni, il primo polinucleotide si trova 5’ del secondo polinucleotide.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una seconda regione
intergenica situata tra il primo polinucleotide e il secondo polinucleotide.

In alcune realizzazioni, la seconda regione intergenica comprende una sequenza avente almeno
1'85% di identita con una sequenza di SEQ ID NO:77.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico &

] = (a) una molecola di DNA; o
= (b) una molecola di RNA, in cui T ¢ sostituita con U.

In alcune realizzazioni, la molecola di DNA comprende inoltre un promotore.

In alcune realizzazioni, il promotore si trova al 5’ della 5'UTR.

In alcune realizzazioni, il promotore € un promotore T7, un promotore T3 o un promotore SP6.
In alcune realizzazioni, 1a molecola di RNA & una molecola di RNA autoreplicante.

In alcune realizzazioni, la molecola di RNA comprende inoltre un cappuccio 5'.

mé6



In alcune realizzazioni, il cappuccio 5" ha una struttura Cap 1, una struttura Cap 1 (  A), una
struttura Cap 2, una struttura Cap 0 o una qualsiasi combinazione di queste.

In un altro aspetto, la divulgazione fornisce una molecola di acido nucleico comprendente

] = (a) una sequenza di SEQ ID NO:124;
= (b) una sequenza di SEQ ID NO:124, in cui T é sostituito con U;
= (c) una sequenza di SEQ ID NO:125; 0
= (d) una sequenza di SEQ ID NO:125, in cui T & sostituito con U.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico € una molecola di RNA.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre un cappuccio 5’ avente
una struttura Cap 1.

In un ulteriore aspetto, la divulgazione fornisce una molecola di acido nucleico comprendente:

. = (i) un primo polinucleotide comprendente una sequenza avente almeno 1'80% di identita
con una sequenza di SEQ ID NO:72; e
» (ii) un secondo polinucleotide comprendente un primo transgene che codifica una prima
proteina antigenica o un frammento della stessa, in cui la prima proteina antigenica e
una proteina del coronavirus.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una regione 5' non
tradotta (UTR).

In alcune realizzazioni, la 5' UTR comprende una 5 UTR virale, una 5 UTR non virale o una
combinazione di sequenze 5' UTR virali e non virali.

In alcune realizzazioni, 'UTR 5' comprende un'UTR 5' dell'alfavirus.

In alcune forme di realizzazione, 'alfavirus 5' UTR comprende il virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), il virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), il virus delle Everglades
(EVEV), il virus Mucambo (MUCV), il virus della foresta Semliki (SFV), il virus Pixuna (PIXV), il virus
Middleburg (MIDV), il virus Chikungunya (CHIKV), il virus O'Nyong-Nyong (ONNV), il virus Ross
River (RRV), Virus Barmah Forest (BFV), Virus Getah (GETV), Virus Sagiyama (SAGV), Virus Bebaru
(BEBV), Virus Mayaro (MAYV), Virus Una (UNAV), Virus Sindbis (SINV), Virus Aura (AURAV), Virus
Whataroa (WHAV), Virus Babanki (BABV), Virus Kyzylagach (KYZV), Virus dell'encefalite equina
occidentale (WEEV), Highland | Sequenza 5’ UTR del virus Fort Morgan (FMV), virus Ndumu
(NDUV), virus Alphavirus dei salmonidi (SAV) o virus Buggy Creek (BCRV).

In alcune realizzazioni, I'UTR 5’ comprende una sequenza SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74 o SEQ ID
NO:75.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una regione 3' non
tradotta (UTR).



In alcune realizzazioni, la 3' UTR comprende una 3' UTR virale, una 3' UTR non virale o una
combinazione di sequenze 3' UTR virali e non virali.

In alcune realizzazioni, I'UTR 3' comprende un'UTR 3' dell'alfavirus.

In alcune forme di realizzazione, 'alfavirus 3' UTR comprende il virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), il virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), il virus delle Everglades
(EVEV), il virus Mucambo (MUCV), il virus della foresta Semliki (SFV), il virus Pixuna (PIXV), il virus
Middleburg (MIDV), il virus Chikungunya (CHIKV), il virus O'Nyong-Nyong (ONNV), il virus Ross
River (RRV), Virus Barmah Forest (BFV), Virus Getah (GETV), Virus Sagiyama (SAGV), Virus Bebaru
(BEBV), Virus Mayaro (MAYV), Virus Una (UNAV), Virus Sindbis (SINV), Virus Aura (AURAV), Virus
Whataroa (WHAV), Virus Babanki (BABV), Virus Kyzylagach (KYZV), Virus dell'encefalite equina
occidentale (WEEV), Highland ] Sequenza 3’ UTR del virus Fort Morgan (FMV), virus Ndumu
(NDUV), virus Alphavirus dei salmonidi (SAV) o virus Buggy Creek (BCRV).

In alcune realizzazioni, la 3' UTR comprende una sequenza poli-A.

In alcune realizzazioni, I'UTR 3' comprende una sequenza SEQ ID NO:76.

In alcune realizzazioni, la proteina antigenica e una proteina SARS-CoV-2.

In alcune realizzazioni, la proteina antigenica e una glicoproteina spike del SARS-CoV-2.

In alcune realizzazioni, la glicoproteina spike del SARS-CoV-2 e una glicoproteina spike del SARS-
CoV-2 di tipo selvaggio con una sequenza aminoacidica SEQ ID NO: 123.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende una sequenza avente almeno 1'85% di
identita con una sequenza SEQ ID NO:121 o SEQ ID NO:122.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende almeno due transgeni.

In alcune realizzazioni, un secondo transgene codifica una seconda proteina antigenica o un
frammento della stessa oppure una proteina immunomodulatrice.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende inoltre una sequenza che codifica un
peptide 2A, un sito di ingresso ribosomiale interno (IRES) o una combinazione di questi, situato tra
itransgeni.

In alcune realizzazioni, la proteina immunomodulatrice € una citochina, una chemiochina o
un'interleuchina.

In alcune realizzazioni, il secondo transgene codifica una seconda proteina del coronavirus.
In alcune realizzazioni, il primo polinucleotide si trova 5’ del secondo polinucleotide.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende inoltre una seconda regione
intergenica situata tra il primo polinucleotide e il secondo polinucleotide.



In alcune realizzazioni, la seconda regione intergenica comprende una sequenza avente almeno
1'85% di identita con una sequenza di SEQ ID NO:77.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico &

] = (a) una molecola di DNA; o
= (b) una molecola di RNA, in cui T ¢ sostituita con U.

In alcune realizzazioni, la molecola di DNA comprende inoltre un promotore.

In alcune realizzazioni, il promotore si trova al 5’ della 5'UTR.

In alcune realizzazioni, il promotore ¢ un promotore T7, un promotore T3 o un promotore SP6.
In alcune realizzazioni, 1a molecola di RNA & una molecola di RNA autoreplicante.

In alcune realizzazioni, la molecola di RNA comprende inoltre un cappuccio 5'.

mé6

In alcune realizzazioni, il cappuccio 5 ha una struttura Cap 1, una struttura Cap 1 (  A), una
struttura Cap 2, una struttura Cap 0 o una qualsiasi combinazione di queste.

In un altro aspetto ancora, la divulgazione fornisce una composizione comprendente una qualsiasi
delle molecole di acido nucleico fornite nel presente documento. In alcune forme di realizzazione,
la composizione comprende inoltre un lipide.

In alcune realizzazioni, il lipide comprende un lipide cationico ionizzabile.

In alcune realizzazioni, il lipide cationico ionizzabile ha una struttura di

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.

In un ulteriore aspetto, la presente invenzione riguarda una composizione comprendente una
qualsiasi delle molecole di acido nucleico descritte nel presente documento e una formulazione
lipidica.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende un lipide cationico ionizzabile.

In alcune realizzazioni, il lipide cationico ionizzabile ha una struttura di

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica é selezionata tra un lipoplex, un liposoma, una
nanoparticella lipidica, un vettore a base di polimero, un esosoma, un corpo lamellare, una micella
e un'emulsione.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica & un liposoma selezionato tra un liposoma
cationico, un nanoliposoma, un proteoliposoma, un liposoma unilamellare, un liposoma
multilamellare, un nanoliposoma contenente ceramide e un liposoma multivescicolare.



In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica & una nanoparticella lipidica.

In alcune realizzazioni, la nanoparticella lipidica ha una dimensione inferiore a circa 200 nm. In
alcune realizzazioni, la nanoparticella lipidica ha una dimensione inferiore a circa 150 nm. In
alcune realizzazioni, la nanoparticella lipidica ha una dimensione inferiore a circa 100 nm. In
alcune realizzazioni, la nanoparticella lipidica ha una dimensione compresa tra circa 55 nm e circa
90 nm.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende uno o piu lipidi cationici.

In alcune realizzazioni, uno o piu lipidi cationici sono selezionati tra 5-
carbossispermilglicinadiottadecilamide (DOGS), 2,3-dioleyloxi-N-[2(spermina-carbossamido)etil]-
N,N-dimetil-1-propanamminio (DOSPA), 1,2-Dioleoyl-3-Dimetilammonio-Propano (DODAP), 1,2-
Dioleoyl-3-Trimetilammonio-Propano (DOTAP), 1,2-distearyloxi-N,N-dimetil-3-amminopropano
(DSDMA), 1,2-dioleyloxi-N,N-dimetil-3-amminopropano (DODMA), 1,2-dilinoleyloxi-N,N-dimetil-3-
amminopropano (DLinDMA), 1,2-dilinolenilossi-N,N-dimetil-3-amminopropano (DLenDMA),
cloruro di N-dioleil-N,N-dimetilammonio (DODAC), bromuro di N,N-distearil-N,N-dimetilammonio
(DDAB), bromuro di N-(1,2-dimiristilossiprop-3-il)-N,N-dimetil-N-idrossietil ammonio (DMRIE), 3-
dimetilammino-2-(colest-5-en-3-beta-ossibutan-4-0ssi)-1-(cis,cis-9,12-oc-tadecadienossi)propano
(CLinDMA), 2-[5'-(colest-5-en-3-beta-o0ssi)-3-oxapentossi)-3-dimetil 1-1-(cis,cis-9',1-2"-
ottadecadienossi)propano (CpLinDMA), N,N-dimetil-3,4-dioleylossibenzilammina (DMOBA), 1,2-
N,N'-dioleylcarbamil-3-dimetilamminopropano (DOcarbDAP), 2,3-dilinoleoilossi-N,N-
dimetilpropilammina (DLinDAP), 1,2-N,N’-dilinoleylcarbamil-3-dimetilamminopropano
(DLincarbDAP), 1,2-dilinoleoilcarbamil-3-dimetilamminopropano (DLinCDAP), 2,2-dilinoleyl-4-
dimetilamminometil-[1,3]-diossolano (DLin-K-DMA) e 2,2-dilinoleyl-4-dimetilamminoetil-[1,3]-
diossolano o (DLin-K-XTC2-DMA).

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende un lipide cationico ionizzabile.

In alcune realizzazioni, il lipide cationico ionizzabile ha una struttura di Formula I.
5 6
] = 0 un sale o solvato farmaceuticamente accettabile dello stesso,incuiR e R sono

ciascuno indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C 1+C 314
lineare o ramificato , un alchenile C 5 -C 35 0 un alchinile C 3 -C 31 ¢ un colesterile; . € L
sono ciascuno indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alghilg.6)1 1 26
lingaresgyngalchepile C 5 -C 29.x € —C(0)O—, per cui si formma —C(O)O—R

; X £ —G(0)O— per,cui si forma —C(0)O—R 0 —OC(Q)smnper cui si
forma —OC(O)—R ;X &So@Q;L eéalchile assente o inferiore; R 1-Cg
lineare o ramificato; e R e R sono ciascuno selezionati indipendentemente dal gruppo
costituito da un idrogeno e un alchile C 1 -C ¢ lineare o ramificato .

In alcune realizzazioni, il lipide cationico ionizzabile & selezionato tra
In alcune realizzazioni, il lipide cationico ionizzabile & ATX-126:

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica incapsula la molecola di acido nucleico.



In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica e complessata alla molecola di acido nucleico.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende inoltre un lipide helper. In alcune
realizzazioni, il lipide helper & un fosfolipide. In alcune realizzazioni, il lipide helper é selezionato
tra dioleoilfosfatidil etanolammina (DOPE), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC),
distearoilfosfatidilcolina (DSPC), dimiristoilfosfatidilglicerolo (DMPG), dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) e fosfatidilcolina (PC). In specifiche realizzazioni, il lipide helper é distearoilfosfatidilcolina
(DSPQ).

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende inoltre colesterolo.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende inoltre un coniugato di
polietilenglicole (PEG)-lipide. In alcune realizzazioni, il coniugato PEG-lipide ¢ PEG-DMG. In alcune
realizzazioni, il PEG-DMG e PEG2000-DMG.

In alcune realizzazioni, la porzione lipidica della formulazione lipidica comprende circa il 40%
molare a circa il 60% molare del lipide cationico ionizzabile, circa il 4% molare a circa il 16%
molare di DSPC, circa il 30% molare a circa il 47% molare di colesterolo e circa lo 0,5% molare a
circa il 3% molare di PEG2000-DMG.

In alcune realizzazioni, la porzione lipidica della formulazione lipidica comprende circa il 42%
molare a circa il 58% molare del lipide cationico ionizzabile, circa il 6% molare a circa il 14%
molare di DSPC, circa il 32% molare a circa il 44% molare di colesterolo e circa 1'1% molare a circa
il 2% molare di PEG2000-DMG.

In alcune realizzazioni, la porzione lipidica della formulazione lipidica comprende circa il 45%
molare a circa il 55% molare del lipide cationico ionizzabile, circa 1'8% molare a circa il 12%
molare di DSPC, circa il 35% molare a circa il 42% molare di colesterolo e circa 1'1,25% molare a
circa 1'1,75% molare di PEG2000-DMG.

In alcune realizzazioni, la composizione ha un rapporto di peso molecolare totale lipide:acido
nucleico di circa 50:1 a circa 10:1. In alcune realizzazioni, la composizione ha un rapporto di peso
molecolare totale lipide:acido nucleico di circa 44:1 a circa 24:1. In alcune realizzazioni, la
composizione ha un rapporto di peso molecolare totale lipide:acido nucleico di circa 40:1 a circa
28:1. In alcune realizzazioni, la composizione ha un rapporto di peso molecolare totale lipide:acido
nucleico di circa 38:1 a circa 30:1. In alcune realizzazioni, la composizione ha un rapporto di peso
molecolare totale lipide:acido nucleico di circa 37:1 a circa 33:1. In alcune realizzazioni, la
composizione comprende un tampone HEPES o TRIS a un pH di circa 7,0 a circa 8,5.

In alcune realizzazioni, il tampone HEPES o TRIS ha una concentrazione compresa tra circa 7
mg/mL e circa 15 mg/mL.

In alcune realizzazioni, la composizione comprende inoltre circa 2,0 mg/mL a circa 4,0 mg/mL di
NaCl.

In alcune realizzazioni, la composizione comprende inoltre uno o piu crioprotettori.



In alcune realizzazioni, uno o piu crioprotettori sono selezionati tra saccarosio, glicerolo o una
combinazione di saccarosio e glicerolo.

In alcune realizzazioni, 1a composizione comprende una combinazione di saccarosio a una
concentrazione di circa 70 mg/mL a circa 110 mg/mL di saccarosio e glicerolo a una concentrazione
di circa 50 mg/mL a circa 70 mg/mL.

In alcune realizzazioni, la composizione € una composizione liofilizzata.
In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende uno o piu lioprotettori.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende un polossamero, sorbato di
potassio, saccarosio o una qualsiasi combinazione di questi.

In alcune realizzazioni, il polossamero é il polossamero 188.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa lo 0,01-1,0% p/p della
molecola di acido nucleico.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa 1'1,0-5,0% p/p di lipidi.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa lo 0,5-2,5% p/p di tampone
TRIS.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa dallo 0,75 al 2,75% p/p di
NacCl.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa 1'85-95% p/p di uno zucchero.
In alcune realizzazioni, lo zucchero é saccarosio.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa lo 0,01-1,0% p/p di un
polossamero. In alcune realizzazioni, il polossamero € il polossamero 188.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende circa 1'1,0-5,0% p/p di sorbato di
potassio.

In alcune realizzazioni, la molecola di acido nucleico comprende

. = (a) una sequenza di SEQ ID NO: 124;
= (b) una sequenza di SEQ ID NO: 124, in cui T & sostituito con U;
= (c) una sequenza di SEQ ID NO: 125; o
= (d) una sequenza di SEQ ID NO: 125, in cui T e sostituito con U.

In un altro aspetto ancora, la divulgazione fornisce una composizione di nanoparticelle lipidiche
comprendente

. = a.una formulazione lipidica comprendente
= ].circa il 45% molare a circa il 55% molare di un lipide cationico ionizzabile avente
la struttura di ATX-126:



] ] = ii. circa 1'8% molare a circa il 12% molare di DSPC;
= iii. circa il 35% molare a circa il 42% molare di colesterolo; e
= jv. circa 1,25 moli % a circa 1,75 moli % PEG2000-DMG; e
= b. una molecola di acido nucleico avente almeno 1'85% di identita di sequenza con SEQ
ID NO:125; in cui la formulazione lipidica incapsula la molecola di acido nucleico e la
nanoparticella lipidica ha una dimensione compresa tra circa 60 e circa 90 nm.

In un altro aspetto ancora, la divulgazione fornisce un metodo per somministrare una qualsiasi
delle composizioni descritte nel presente documento a un soggetto che ne abbia bisogno, in cui la
composizione viene somministrata per via intramuscolare, sottocutanea, intradermica,
transdermica, intranasale, orale, sublinguale, endovenosa, intraperitoneale, topica, per aerosol o
per via polmonare. In forme di realizzazione specifiche, la composizione viene somministrata per
via intramuscolare.

In un ulteriore aspetto, la presente invenzione fornisce un metodo per somministrare una qualsiasi
delle composizioni descritte nel presente documento a un soggetto che ne abbia bisogno, in cui la
composizione e liofilizzata e ricostituita prima della somministrazione.

In un ulteriore aspetto, la presente invenzione fornisce un metodo per migliorare il COVID-19, che
comprende la somministrazione di una qualsiasi delle composizioni descritte nel presente
documento a un soggetto che ne abbia bisogno.

In alcune realizzazioni, la composizione viene somministrata una volta. In alcune realizzazioni, la
composizione viene somministrata due volte.

In un ulteriore aspetto, la presente invenzione fornisce un metodo per somministrare una dose di
richiamo a un soggetto vaccinato, comprendente la somministrazione di una qualsiasi delle
composizioni qui descritte a un soggetto precedentemente vaccinato contro il coronavirus.

In alcune realizzazioni, la composizione viene somministrata a un dosaggio compreso tra circa 0,01
ug e circa 1.000 yg di acido nucleico.

In alcune realizzazioni, la composizione viene somministrata a un dosaggio di circa 1, 2, 5, 7,5 0 10
ug di acido nucleico.

In un ulteriore aspetto, la presente invenzione riguarda un metodo per indurre una risposta
immunitaria in un soggetto, che comprende la somministrazione al soggetto di una quantita
efficace di una qualsiasi delle molecole di acido nucleico qui descritte.

In alcune realizzazioni, 1a molecola di acido nucleico pud essere somministrata per via
intramuscolare, sottocutanea, intradermica, transdermica, intranasale, orale, sublinguale,
endovenosa, intraperitoneale, topica, tramite aerosol o per via polmonare.

In un ulteriore aspetto, la presente invenzione fornisce un metodo per indurre una risposta
immunitaria in un soggetto, comprendente la somministrazione al soggetto di una quantita efficace
di una qualsiasi delle composizioni qui descritte.



In alcune realizzazioni, la composizione puo essere somministrata per via intramuscolare,
sottocutanea, intradermica, transdermica, intranasale, orale, sublinguale, endovenosa,
intraperitoneale, topica, mediante aerosol o per via polmonare.

In alcune realizzazioni, le molecole di acido nucleico descritte nel presente documento possono
essere utilizzate per indurre una risposta immunitaria alla prima proteina antigenica o a un suo
frammento.

In alcune realizzazioni, le molecole di acido nucleico descritte nel presente documento possono
essere utilizzate nella produzione di un medicinale per indurre una risposta immunitaria alla
prima proteina antigenica o a un suo frammento.

BREVE DESCRIZIONE DEI DISEGNI

FIGURE 1 A- 1 Dmostra progettazione ed espressione di un vaccino SARS-CoV-2 in piattaforme
mRNA e RNA autoreplicante (STARR™). (1 A) Diagramma schematico dei costrutti del vaccino
SARS-CoV-2 autoreplicante STARR™ RNA e mRNA. Il costrutto STARR™ codifica per le quattro
proteine non strutturali, ns1-ns4, del virus dell'encefalite equina venezuelana (VEEV) e della
proteina spike (S) a lunghezza intera SARS-CoV-2. Il costrutto mRNA codifica per la proteina spike S
a lunghezza intera SARS-CoV-2. (1 B) Caratteristiche fisiche ed efficienza di intrappolamento
dell'RNA dell'LNP nei vaccini mRNA e STARR™ (RNA autoreplicante corrispondente a SEQ ID NO:
125; qui denominato "RNA STARR™ SARS-CoV-2"). (1 C) Rilevamento tramite Western blot della
proteina S di SARS-CoV-2 dopo la trasfezione di cellule HEK293 con i costrutti STARR™ RNA e
mRNA. (1 D) Confronto in vivo dell'espressione proteica dopo somministrazione intramuscolare
(IM) di LNP contenente STARR™ RNA o mRNA esprimente luciferasi. I topi Balb/c (n=3/gruppo) sono
stati iniettati IM con 0,2 pg, 2,0 pg e 10,0 ug di STARR™ RNA o mRNA in formulazione lipidica.
L'espressione della luciferasi € stata misurata tramite bioluminescenza in vivo nei giorni 1,3 e 7
dopo la somministrazione IM. Dominio S 1=S1, dominio S 2=S2, dominio transmembrana=TM,
dominio citoplasmatico=CP.

FIGURE 2 A- 2 Imostrano punteggi clinici, pesi dei topi e analisi trascrittomica dei geni immunitari
dopo la vaccinazione con candidati vaccini STARR™ RNA o0 mRNA SARS-CoV-2. (2 A) I topi C57BL/6
sono stati immunizzati con PBS, mRNA o STARR™ SARS-CoV-2 RNA (dosi 0,2 g, 2 ug o 10 ug), peso e
punteggi clinici valutati ogni giorno, dissanguati il giorno 1 dopo I'immunizzazione, sacrificati 7
giorni dopo la vaccinazione e linfonodi raccolti. L'espressione genica dei geni inflammatori e dei
geni immunitari é stata misurata nel sangue intero (al giorno 1) e nei linfonodi (al giorno 7),
rispettivamente. ( 2 B) Espressione di IFN e geni della risposta inflammatoria nel sangue intero
presentati come mappa di calore dei punteggi z. ( 2 C) Pesi dei linfonodi a 7 giorni dalla
vaccinazione. Analisi delle componenti principali (PCA) dell'espressione genica immunitaria dopo
vaccinazione con mRNA o RNA STARR™ SARS-CoV-2 a dosi (2D) 0,2 pug, (2E) 2 uge (2 F) 10 pg.
Grafici a vulcano del fold change dell'RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto all'mRNA (asse x) e valore P
Log 10 del'RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto all'mRNA (asse y) per dosi (2 G) 0,2 ug, (2H) 2 yg e (2
D 10 pg.



FIGURE 3 A- 3 Jmostrano risposte immunitarie cellulari in seguito alla vaccinazione con SARS-CoV-
2 STARR™ RNA e mRNA. I topi C57BL/6 (n=5 per gruppo) sono stati immunizzati con 0,2 ug, 2 ug o
10 pg di STARR™ RNA o mRNA tramite IM, sacrificati al giorno 7 dopo la vaccinazione e le milze
sono state analizzate per le risposte delle cellule T cellulari mediante citometria a flusso ed
ELISPOT. ( 3 A- 3 B) Le cellule effettrici T CD8+ e C) CD4+ sono state valutate negli animali vaccinati
utilizzando la colorazione di superficie per i marcatori delle cellule T e la citometria a flusso. ( 3 D-
3 E) Le cellule T IFNy+CD8+ e ( 3 F) Il rapporto delle cellule T IFNy+/IL4+CD4+ nelle milze dei topi
immunizzati é stato valutato in seguito a stimolazione ex vivo con PMA/ionomicina (I0) e
colorazione intracellulare. (3 G- 3 I) Le risposte specifiche della proteina S del SARS-CoV-2 ai
peptidi della proteina S raggruppati sono state valutate utilizzando test ELISPOT IFNy dopo la
vaccinazione con mRNA (3 H) o RNA STARR™ (3 I). Uno schema dei domini della proteina S €
mostrato in (3 ]).

FIGURE 4 A- 4 Gmostrano risposte umorali in piu ceppi di topi dopo immunizzazione con mRNA e
candidati vaccini STARR™. (4 A) I topi BALB/c e C57BL/6] sono stati immunizzati tramite IM con 0,2
ug, 2 ug o 10 pg di RNA o mRNA STARR™ (n=5/gruppo). Il prelievo di sangue & stato condotto al
basale e nei giorni 10, 19, 30, 40, 50 e 60 dopo la vaccinazione per BALB/c e nei giorni 10, 20 e 30 per
C57BL/6]. (4 B-4 C) IgM e (4 D- 4 E) IgG contro la proteina S SARS-CoV-2 nel tempo, valutata
utilizzando la proteina S intera derivata da cellule di insetto in un immuno-test Luminex (misurato
come MFTI). I titoli finali di IgG per la proteina S intera derivata dai mammiferi, S1, S2 e le proteine
del dominio di legame del recettore (RBD) al 30° giorno dopo la vaccinazione sono stati valutati in (
4 F) BALB/c e (4 G) C57BL/6].

FIGURE 5 A- 5 Ddimostrano che 'RNA STARR™ SARS-CoV-2 provoca risposte immunitarie Th1
distorte. Sottoclassi di IgG specifiche per la proteina spike SARS-CoV-2 e rapporto di IgG2a/c/IgG1 a
30 giorni dalla vaccinazione con RNA STARR™ e mRNA in (5 A) topi BALB/c e (5 B) topi C57BL/6].
Citochina Th2 e distorsione Th1/Th2 nelle cellule T CD4 al giorno 7 dopo la vaccinazione in topi
C57BL/6] misurata da ICS come ( 5 C) percentuale di cellule T CD4 IL4+ e (5 D) rapporto di cellule T
CD4+ IFNy+/ILA+.

FIGURE 6 A- 6 Edimostrano che 'RNA STARR™ SARS-CoV-2 suscita una risposta umorale di qualita
superiore rispetto alla piattaforma mRNA. ( 6 A) L'avidita delle IgG specifiche per la proteina S
SARS-CoV-2 al giorno 30 post-immunizzazione e stata misurata utilizzando lavaggi con urea 8M. ( 6
B) Anticorpo neutralizzante (titoli PRNT50) al giorno 30 post-vaccinazione contro un virus SARS-
CoV-2 vivo clinicamente isolato misurato sia in BALB/c che in C57BL/6]. Le linee tratteggiate
rappresentano l'intervallo di diluizione del siero (vale a dire da 1:20 a 1:320) testato da PRNT. (6 C)
PRNT50 e (6 D) PRNT70 della neutralizzazione di SARS-CoV-2 al giorno 60 post-vaccinazione e sieri
convalescenti da pazienti COVID-19. ( 6 E) Analisi di correlazione dei titoli endpoint IgG specifici di
Spike contro la neutralizzazione di SARS-CoV-2 (PRNT50). PRNT: test di neutralizzazione della
riduzione della placca.

FIGURE 7 A- 7 Emostrano punteggi clinici, peso corporeo e risposte immunitarie a STARR™ SARS-
CoV-2 RNA e mRNA dopo il boost al giorno 30 post-prime in C57BL/6]. ( 7 A) Punteggi clinici e (7 B)
percentuale del peso corporeo iniziale dopo vaccinazioni boost. ( 7 C) Risposte IgG anti-Spike dopo
il boost con mRNA e STARR™ SARS-CoV-2 RNA. La linea tratteggiata grigia segna il punto di



saturazione del test sperimentale. Risposte delle cellule effettrici T CD8+ IFN y+ (variazione di volte
rispetto a PBS) in animali sottoposti a primer o primer e booster con (7 D) mRNA o ( 7 E) candidati
vaccini STARR™ SARS-CoV-2 RNA.

FIGURE 8 A- 8 Bmostra i dati trascrittomici del sangue intero a 1 giorno dalla vaccinazione
primaria che mostrano i conteggi delle nanostringhe per 50 ng di RNA di geni inflammatori
selezionati (8 A) IFN e ( 8 B).

FIGURE 9 A- 9 Bmostra 1'analisi di correlazione della neutralizzazione di SARS-CoV-2 vivo contro le
IgG leganti e le sottoclassi di IgG nei ceppi di topi BALB/c e C57BL/6]. (9 A) Analisi di correlazione di
Spearman della neutralizzazione di SARS-CoV-2 (PRNT50) contro le IgG totali specifiche di diversi
antigeni SARS-CoV-2, tra cui le proteine ricombinanti S, S1 e RBD. (9 B) Analisi di correlazione di
Spearman della neutralizzazione di SARS-CoV-2 (PRNT50) contro le sottoclassi di IgG specifiche per
SARS-CoV-2 S (IgG1 e IgG2a o I1gG2c).

FIGURA 10mostra le curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier per topi non vaccinati (PBS) e topi
vaccinati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA dopo la somministrazione di una dose letale di virus SARS-
CoV-2. Linea superiore: STARR™ SARS-CoV-2 RNA (2 ug, 10 pg); linea di caduta: PBS.

FIGURA 11dimostra che la vaccinazione STARR™ SARS-CoV-2 RNA protegge dall'infezione
polmonare e cerebrale da SARS-CoV-2. Livelli di RNA virale nei polmoni (FIGURA 11, a sinistra) e
nei cervelli (FIGURA 11, a destra) di topi non vaccinati (PBS) e topi vaccinati con la dose indicata di
RNA STARR™ SARS-CoV-2.

FIGURA 12mostra i titoli virali nei polmoni dei topi non vaccinati (PBS) e dei topi vaccinati con la
dose indicata di RNA STARR™ SARS-CoV-2 dopo l'esposizione al SARS-CoV-2.

FIGURA 13mostra un confronto dell'immunogenicita dose-dipendente dell'RNA tra la glicoproteina
SARS CoV-2 G614 e D614 espresse dall'RNA autoreplicante.

FIGURA 14mostra uno schema che illustra un aspetto della tecnologia STARR™ e della
somministrazione mediata dai lipidi.

FIGURE 15 A- 15 Cmostra la durata dell'espressione del gene reporter della luciferasi per 'RNA
autoreplicante (replicone) (STARR™), come ( 15 A) STARR™ FLuc, ( 15 B) STARR™ FLuc IRES-E3L e (
15 C) STARR™ FLuc IRES E3L (3' UTR corto) rispetto all'mRNA.

FIGURA 16A - 16Dmostra i risultati del test Luminex per la glicoproteina spike anti-SARS-CoV-2 IgG
in due studi preclinici. I topi BALB/c sono stati vaccinati con dosi crescenti di RNA di RNA
autoreplicante (SEQ ID NO:125) formulato come nanoparticelle lipidiche liofilizzate (LYO-LNP) e
nanoparticelle lipidiche liquide (congelate) (Liquid-LNP). (16 A) Primo studio 0,2 ug, ( 16 B) Primo
studio 2 pg, (16 C) Secondo studio 0,2 pg e (16 D) Secondo studio 2 pg. Il sangue é stato raccolto ed
elaborato in siero in vari momenti dopo la vaccinazione e valutato per la glicoproteina spike anti-
SARS-CoV-2 IgG. L'ANOVA bidirezionale, il post-test di confronto multiplo di Tukey ha confrontato
LYO-LNP con Liquid-LNP dove * p<0,0332, ** p<0,0021, *** p<0,0002, **** p<0,0001.



FIGURE 17 A- 17 Bmostra l'analisi dell'area sotto la curva (AUC) per la glicoproteina Spike anti-
SARS-Cov-2 IgG (dati combinati del primo e del secondo studio). I risultati del test IgG sono stati
combinati da due studi per valutare I'RNA autoreplicante (SEQ ID NO:125) formulato come
nanoparticelle lipidiche liofilizzate (LYO-LNP) e nanoparticelle lipidiche liquide (congelate) (Liquid-
LNP) a (17 A) 0,2 ug e (17 B) 2 yg. N=10/gruppo. I risultati del primo giorno di studio 19 e 31 sono
stati combinati con i risultati del secondo giorno di studio 20 e 30, rispettivamente, ed ¢ stata
eseguita un'analisi dell'area sotto la curva (AUC). ANOVA unidirezionale, il post-test di confronto
multiplo di Sidak ha confrontato LYO-LNP con Liquid-LNP e non ha prodotto differenze statistiche.

FIGURE 18 A- 18 Dmostra la caratterizzazione della tecnologia STARR™ con espressione del
transgene della luciferasi di lucciola. (18 A) L'espressione della luciferasi di lucciola (FLuc) da
STARR™ Fluc, SINV FLuc e mRNA FLuc e stata monitorata fino al giorno 28 da In Vivo Imaging
System (IVIS). La media del flusso totale (p/s) da 6 siti di iniezione in un gruppo di topi ¢ stata
tracciata a ogni punto temporale con un errore standard della media, SEM. ( 18 B) L'immagine IVIS
di tre topi (6 siti di iniezione) per gruppo al giorno 14 &€ mostrata per ogni gruppo a cui é stato
somministrato l'articolo di prova etichettato sotto 'immagine. ( 18 C) L'espressione della luciferasi
da topi a cui e stato iniettato per via intramuscolare STARR™ FLuc ¢ stata monitorata da IVIS fino a
63 giorni dopo la somministrazione. ( 18 D) L'effetto della precedente somministrazione dello
scheletro del replicone € stato esaminato per STARR™ (pannello superiore) e SINV (pannello
inferiore). Il replicone che codifica FLuc é stato iniettato IM 7 giorni dopo la dose di replicone con
struttura omologa con un gene/sequenza irrilevante (etichettato STARR™ irr o SINV irr) al giorno 0.
Come riferimento, un gruppo di topi con somministrazione di PBS al giorno 0 é stato incluso in
ciascuno dei gruppi STARR™ e SINV.

FIGURA 19mostra che STARR™ suscita una risposta IFN-gamma specifica per I'antigene. E stato
utilizzato lo spot assorbente immunitario enzimatico ELISpot per contare il numero di splenociti
che sono stati specificamente stimolati da un peptide antigenico della stessa sequenza di
amminoacidi codificata in TA STARR™. Né nessun peptide (solo cellula) né peptide irrilevante (Bgal)
non hanno suscitato IFN-gamma significativo dagli splenociti di topi vaccinati con STARR™ FLuc o
TA STARR™. La stimolazione con il peptide AH1-A5 ha portato al rilevamento di cellule produttrici
di IFN-gamma specificamente dai topi vaccinati con TASTARR™. La concanavalina A (ConA) é stata
utilizzata come controllo positivo della produzione di IFN-gamma.

FIGURE 20 A- 20 Fillustrano il tasso di crescita tumorale ridotto mediante vaccinazione con TA
STARR™ in un modello murino singeneico CT26. Le cellule di carcinoma colorettale murino CT26
(5%10 ) sono state impiantate sottocutaneamente in topi BALB/c femmine di 10 settimane (n=8 per
gruppo). Nei giorni 1 e 8, i topi sono stati vaccinati con STARR™ FLuc, un controllo negativo, o TA
STARR™, che codifica l'epitopo AH1A5. La crescita tumorale é stata monitorata nei topi vaccinati
con (20 A) STARR™ FLuc senza trattamento con inibitore del checkpoint; (20 B) STARR™ FLuc con
un trattamento combinato anti-PD1/PDL1; (20 C) STARR™ FLuc con un trattamento combinato anti-
CTLAA4; (20 D) vaccino STARR™ senza trattamento con inibitore del checkpoint; ( 20 E) vaccino
STARR™ con un trattamento combinato di anti-PD1 e anti-PDL1; e (20 F) vaccino STARR™ con un
trattamento combinato di anti-CTLA4. Le curve di crescita tumorale individuali di un gruppo di
topi a cui sono stati somministrati STARR™ FLuc e TA STARR™ sono mostrate rispettivamente nei
pannelli superiore e inferiore.



FIGURA 21illustra una protezione prolungata mediante trattamento combinato del vaccino TA
STARR™ con inibitori dei checkpoint. I topi trattati con TA STARR™ combinato con anti-PD1/PDL1 o
anti-CTLA4 sono risultati resistenti alla crescita del tumore in seguito alla sfida con CT26 dal giorno
25 al giorno 42. I topi naive sono stati utilizzati come controllo per la crescita del tumore CT26.

FIGURE 22 A- 22 Cmostrano i risultati della colorazione con tetramero AH1 delle cellule T CD8+
sotto forma di ( 22 A) un grafico e (22 B e 22 C) grafici. Gli splenociti del gruppo di topi con
trattamento combinato di TA STARR™ e anti-PD1/PDL1 al giorno 42 sono stati colorati con
tetramero AH1 (H-2Ld). La colorazione era specifica per le cellule T CD8+ del gruppo di topi con
trattamento con TA STARR™ e la popolazione rappresentava il 9-17% delle cellule T CD8+ totali
degli splenociti.

FIGURA 23mostra i titoli HAI ottenuti per I'RNA autoreplicante (STARR™) e i costrutti mRNA che
codificano 1'emoagglutinina del virus dell'influenza A/California/07/2009 (HIN1).

FIGURE 24 A- 24 Bmostra i livelli di replicazione dell'RNA (FIGURA 24 UN) e livelli di espressione
del gene reporter della luciferasi (FIGURA 24B) per gli RNA autoreplicanti (repliconi) indicati
rispetto all'mRNA.

DESCRIZIONE DETTAGLIATA

La presente divulgazione riguarda RNA autoreplicanti e acidi nucleici che li codificano per
I'espressione di transgeni quali proteine antigeniche e antigeni tumorali, ad esempio. Sono inoltre
forniti nel presente documento metodi di somministrazione (ad esempio, a un ospite, come un
soggetto mammifero) di RNA autoreplicanti, mediante i quali 'RNA autoreplicante viene tradotto
in vivo e la sequenza eterologa di codifica proteica viene espressa e, ad esempio, puod suscitare una
risposta immunitaria alla sequenza eterologa di codifica proteica nel ricevente o fornire un effetto
terapeutico, laddove la sequenza eterologa di codifica proteica € una proteina terapeutica. Gli RNA
autoreplicanti forniti nel presente documento sono utili come vaccini che possono essere generati
rapidamente e che possono essere efficaci a dosi basse e/o singole. La presente divulgazione
riguarda inoltre metodi di induzione di una risposta immunitaria utilizzando RNA autoreplicanti
forniti nel presente documento.

In alcune realizzazioni, puod essere suscitata una risposta immunitaria contro il Coronavirus:
immunogeni che includono, ma non sono limitati a, quelli derivati da un coronavirus SARS,
bronchite infettiva aviaria (IBV), virus dell'epatite del topo (MHV) e virus della gastroenterite
trasmissibile suina (TGEV). L'immunogeno del coronavirus puo essere un polipeptide spike.

Gli RNA autoreplicanti sono descritti, ad esempio, nel documento US 2018/0036398, il cui contenuto
e incorporato integralmente mediante riferimento.
Definizioni

Come utilizzato nel presente documento, il termine "frammento”, quando si riferisce a una
proteina o a un acido nucleico, ad esempio, significa qualsiasi sequenza piu corta della proteina o
dell'acido nucleico a lunghezza intera. Di conseguenza, qualsiasi sequenza di un acido nucleico o di



una proteina diversa dalla sequenza di acido nucleico o proteina a lunghezza intera puo essere un
frammento. In alcuni aspetti, un frammento proteico include un epitopo. In altri aspetti, un
frammento proteico € un epitopo.

Come utilizzato nel presente documento, il termine "acido nucleico" si riferisce a qualsiasi
molecola di acido desossiribonucleico (DNA), molecola di acido ribonucleico (RNA) o analoghi di
acido nucleico. Una molecola di DNA o RNA puo essere a doppio filamento o a singolo filamento e
puo essere di qualsiasi dimensione. Esempi di acidi nucleici includono, ma non sono limitati a, DNA
cromosomico, DNA plasmidico, cDNA, DNA libero da cellule (cfDNA), DNA mitocondriale, DNA
cloroplasto, DNA virale, mRNA, tRNA, rRNA, RNA lungo non codificante, siRNA, micro RNA (miRNA
o miR), hnRNA e RNA virale. Esempi di analoghi nucleici includono acido peptidico nucleico, acido
morfolino- e bloccato nucleico, acido glicole nucleico e acido treoso nucleico. Come utilizzato nel
presente documento, il termine "molecola di acido nucleico" intende includere frammenti di
molecole di acido nucleico nonché qualsiasi molecola di acido nucleico a lunghezza intera o non
frammentata, ad esempio. Come utilizzato nel presente documento, i termini "acido nucleico” e
"molecola di acido nucleico” possono essere utilizzati in modo intercambiabile, a meno che il
contesto non indichi chiaramente il contrario.

Come utilizzato nel presente documento, il termine "proteina” si riferisce a qualsiasi catena
polimerica di amminoacidi. I termini "peptide"” e "polipeptide” possono essere utilizzati in modo
intercambiabile con il termine proteina, a meno che il contesto non indichi chiaramente il
contrario, e possono anche riferirsi a una catena polimerica di amminoacidi. Il termine "proteina”
comprende proteine native o artificiali, frammenti proteici e analoghi polipeptidici di una
sequenza proteica. Una proteina puo essere monomerica o polimerica. Il termine "proteina"
comprende frammenti e varianti (inclusi frammenti di varianti) delle stesse, a meno che non sia
diversamente contraddetto dal contesto.

In generale, "identita di sequenza" o "omologia di sequenza", che possono essere utilizzate in modo
intercambiabile, si riferiscono a una corrispondenza esatta nucleotide-nucleotide o0 amminoacido-
amminoacido di due polinucleotidi o sequenze polipeptidiche, rispettivamente. In genere, le
tecniche per determinare l'identita di sequenza includono la determinazione della sequenza
nucleotidica di un polinucleotide e/o la determinazione della sequenza amminoacidica da essa
codificata o della sequenza amminoacidica di un polipeptide, e il confronto di queste sequenze con
una seconda sequenza nucleotidica o amminoacidica. Come utilizzato nel presente documento, il
termine "percentuale (%) di identita di sequenza" o "percentuale (%) di identita", che include anche
"omologia", si riferisce alla percentuale di residui amminoacidici o nucleotidi in una sequenza che
sono identici ai residui amminoacidici o nucleotidi in una sequenza di riferimento dopo aver
allineato le sequenze e introdotto lacune, se necessario, per ottenere la massima percentuale di
identita di sequenza, e non considerando alcuna sostituzione conservativa come parte dell'identita
di sequenza. Pertanto, due o piu sequenze (polinucleotidi 0 amminoacidi) possono essere
confrontate determinando la loro "identita percentuale”, detta anche "omologia percentuale". La
percentuale di identita rispetto a una sequenza di riferimento (ad esempio, sequenze di acidi
nucleici o amminoacidi), che puo essere una sequenza all'interno di una molecola piu lunga (ad
esempio, polinucleotidi o polipeptidi), puo essere calcolata come il numero di corrispondenze
esatte tra due sequenze allineate in modo ottimale diviso per la lunghezza della sequenza di



riferimento e moltiplicato per 100. La percentuale di identita puo anche essere determinata, ad
esempio, confrontando le informazioni sulla sequenza utilizzando il programma per computer
avanzato BLAST, inclusa la versione 2.2.9, disponibile presso i National Institutes of Health. Il
programma BLAST si basa sul metodo di allineamento di Karlin e Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87:2264-2268 (1990) e come discusso in Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Karlin e
Altschul, Proc. Natl. Acad. sci. USA 90:5873-5877 (1993); e Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402 (1997). In breve, il programma BLAST definisce l'identita come il numero di simboli allineati
identici (ad esempio, nucleotidi o amminoacidi), diviso per il numero totale di simboli nella piu
breve delle due sequenze. Il programma puo essere utilizzato per determinare la percentuale di
identita sull'intera lunghezza delle sequenze confrontate. Sono forniti parametri predefiniti per
ottimizzare le ricerche con sequenze di query brevi, ad esempio, con il programma blastp. 11
programma consente anche 1'utilizzo di un filtro SEG per mascherare segmenti delle sequenze di
query come determinato dal programma SEG di Wootton e Federhen, Computers and Chemistry 17:
149-163 (1993). Gli intervalli di gradi desiderati di identita di sequenza sono approssimativamente
dall'80% al 100% e valori interi intermedi. Le identita percentuali tra una sequenza di riferimento
e una sequenza dichiarata possono essere almeno dell'80%, almeno dell'85%, almeno del 90%,
almeno del 95%, almeno del 98%, almeno del 99%, almeno del 99,5% o almeno del 99,9%. In
generale,una corrispondenza esatta indica il 100% di identita per tutta la lunghezza della sequenza
di riferimento. Altri programmi e metodi per confrontare sequenze e/o valutare l'identita di
sequenza includono l'algoritmo Needleman-Wunsch (vedere, ad esempio, 1'allineatore EMBOSS
Needle disponibile su ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/, facoltativamente con impostazioni
predefinite), I'algoritmo Smith-Waterman (vedere, ad esempio, l'allineatore EMBOSS Water
disponibile su ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss water/, facoltativamente con impostazioni predefinite), il
metodo di ricerca di similarita di Pearson e Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444, o
programmi per computer che utilizzano questi algoritmi (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N e
TFASTA in Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group. 575 Science Drive,
Madison, Wis.). In alcuni aspetti, il riferimento all'identita percentuale di sequenza si riferisce
all'identita di sequenza misurata utilizzando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). In altri
aspetti, ClustalW viene utilizzato per 1'allineamento di sequenze multiple. L'allineamento ottimale
puo essere valutato utilizzando qualsiasi parametro idoneo di un algoritmo scelto, inclusi i
parametri predefiniti.

Come utilizzato nel presente documento, il termine “farmaco” o “medicamento” indica una
formulazione o composizione farmaceutica come descritto nel presente documento.

Come qui utilizzato, le forme singolari "a", "an" e "the" includono riferimenti al plurale, a meno che
il contesto non indichi chiaramente diversamente. Pertanto, ad esempio, i riferimenti a "the
method" includono uno o piu metodi e/o fasi del tipo descritto nel presente documento che
diventeranno evidenti a quelle persone esperte nel settore dopo aver letto questa informativa e
cosl via.

"Circa" come utilizzato nel presente documento quando si fa riferimento a un valore misurabile
come una quantita, una durata temporale e simili, & inteso a comprendere variazioni di +20%, o
+10%, 0 +5%, o anche +1% rispetto al valore specificato, in quanto tali variazioni sono appropriate
per i metodi divulgati o per eseguire i metodi divulgati.



Il termine "espressione” si riferisce al processo mediante il quale una sequenza di acidi nucleici o
un polinucleotide viene trascritto da uno stampo di DNA (ad esempio in mRNA o altro trascritto di
RNA) e/o al processo mediante il quale un mRNA trascritto o altro RNA viene successivamente
tradotto in peptidi, polipeptidi o proteine. I trascritti e i polipeptidi codificati possono essere
collettivamente definiti "prodotto genico".

Come qui utilizzati, i termini "RNA autoreplicante”, "RNA autoreplicante e autoreplicante”, "RNA
autoamplificante (saRNA)" e "replicone" possono essere utilizzati in modo intercambiabile, a meno
che il contesto non indichi chiaramente il contrario. In genere, il termine "replicone" o "replicone
virale" si riferisce a un RNA subgenomico autoreplicante derivato da un genoma virale che include
geni virali che codificano proteine non strutturali importanti per la replicazione virale e che non
ha geni virali che codificano proteine strutturali. Un RNA autoreplicante puo codificare ulteriori
RNA subgenomici che non sono in grado di autoreplicarsi.

non non

Come qui utilizzato, "collegato operativamente", "collegamento operabile"”, "collegato
operativamente" o equivalenti grammaticali degli stessi si riferiscono alla giustapposizione di
elementi genetici, ad esempio un promotore, un potenziatore, una sequenza di poliadenilazione,
ecc., in cui gli elementi sono in una relazione che consente loro di operare nel modo previsto. Ad
esempio, un elemento regolatore, che puo comprendere sequenze promotore e/o potenziatore, &
collegato operativamente a una regione codificante se l'elemento regolatore aiuta ad avviare la
trascrizione della sequenza codificante. Possono esserci residui intermedi tra 1'elemento regolatore
e la regione codificante fintanto che questa relazione funzionale viene mantenuta.

Molecole di acido nucleico

In alcune forme di realizzazione, nel presente documento sono fornite molecole di acido nucleico
comprendenti: (i) un primo polinucleotide che codifica una o piu proteine di replicazione virale, in
cui il primo polinucleotide € ottimizzato per codoni rispetto a un polinucleotide di tipo selvatico
che codifica una o piu proteine di replicazione virale; e (ii) un secondo polinucleotide
comprendente un primo transgene che codifica una prima proteina antigenica o un frammento
della stessa, in cui la prima proteina antigenica € una proteina del coronavirus.

Una molecola di RNA puo codificare un singolo immunogeno polipeptidico o piu polipeptidi. Piu
immunogeni possono essere presentati come un singolo immunogeno polipeptidico (polipeptide di
fusione) o come polipeptidi separati. Se gli immunogeni sono espressi come polipeptidi separati da
un replicone, uno o piu di questi possono essere forniti con un IRES a monte o un elemento
promotore virale aggiuntivo. In alternativa, pitt immunogeni possono essere espressi da una
poliproteina che codifica singoli immunogeni fusi a una breve proteasi autocatalitica (ad esempio
la proteina 2A del virus della febbre aftosa) o come inteine.

In alcune forme di realizzazione, sono inoltre fornite molecole di acido nucleico comprendenti: (i)
un primo polinucleotide comprendente una sequenza avente almeno 1'80% di identita con una
sequenza di SEQ ID NO:72; e (ii) un secondo polinucleotide comprendente un primo transgene che
codifica una prima proteina antigenica o un frammento della stessa.

Ottimizzazione del codone



In alcune realizzazioni, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico qui forniti che
codificano una o piu proteine di replicazione virale includono sequenze codon-ottimizzate. Come
usato qui, il termine "codon-ottimizzato" significa che un polinucleotide, una sequenza di acido
nucleico o una sequenza codificante e stato riprogettato rispetto a un polinucleotide di tipo
selvatico o di riferimento, una sequenza di acido nucleico o una sequenza codificante scegliendo
codoni diversi senza alterare la sequenza amminoacidica della proteina codificata. Di conseguenza,
I'ottimizzazione codon-ottimizzata si riferisce generalmente alla sostituzione di codoni con codoni
sinonimi per ottimizzare l'espressione di una proteina mantenendo invariata la sequenza
amminoacidica della proteina tradotta. L'ottimizzazione codon-ottimizzata di una sequenza puo
aumentare ilivelli di espressione proteica (Gustafsson et al., Codon bias and heterologue protein
expression. 2004, Trends Biotechnol 22: 346-53) delle proteine codificate, ad esempio, e fornire altri
vantaggi. Variabili quali la preferenza nell'uso dei codoni misurata dall'indice di adattamento dei
codoni (CAI), ad esempio la presenza o la frequenza di U e di altri nucleotidi, le strutture
secondarie dell'mRNA, le sequenze cis-regolatrici, il contenuto di GC e altre variabili possono essere
correlate ai livelli di espressione proteica (Villalobos et al., Gene Designer: uno strumento di
biologia sintetica per la costruzione di segmenti di DNA artificiali. 2006, BMC Bioinformatics 7:285).

Qualsiasi metodo di ottimizzazione dei codoni puo essere utilizzato per ottimizzare i polinucleotidi
e le molecole di acido nucleico qui forniti, e qualsiasi variabile puo essere modificata
dall'ottimizzazione dei codoni. Di conseguenza, & possibile utilizzare qualsiasi combinazione di
metodi di ottimizzazione dei codoni. I metodi esemplari includono il metodo dell'indice di
adattamento dei codoni (CAI) elevato, il metodo Low U e altri. Il metodo CAI sceglie un codone
sinonimo piu frequentemente utilizzato per un'intera sequenza di codifica proteica. Ad esempio, il
codone piu frequentemente utilizzato per ciascun amminoacido puo essere dedotto da 74.218 geni
codificanti proteine da un genoma umano. Il metodo Low U ha come target i codoni contenenti U
che possono essere sostituiti con un codone sinonimo con meno gruppi U, generalmente senza
modificare altri codoni. Se vi € piu di una scelta per la sostituzione, € possibile selezionare il codone
piu frequentemente utilizzato. Qualsiasi polinucleotide, sequenza di acido nucleico o sequenza di
codoni qui fornita puod essere ottimizzata per codoni.

In alcune realizzazioni, la sequenza nucleotidica di qualsiasi regione dei modelli di RNA o DNA
descritti nel presente documento puo essere ottimizzata per codoni. Preferibilmente, il modello di
cDNA primario puo includere la riduzione dell'occorrenza o della frequenza di comparsa di
determinati nucleotidi nel filamento modello. Ad esempio, I'occorrenza di un nucleotide in un
modello puo essere ridotta a un livello inferiore al 25% di detti nucleotidi nel modello. In ulteriori
esempi, I'occorrenza di un nucleotide in un modello puo essere ridotta a un livello inferiore al 20%
di detti nucleotidi nel modello. In alcuni esempi, 1'occorrenza di un nucleotide in un modello puo
essere ridotta a un livello inferiore al 16% di detti nucleotidi nel modello. Preferibilmente,
I'occorrenza di un nucleotide in un modello puo essere ridotta a un livello inferiore al 15% e
preferibilmente puo essere ridotta a un livello inferiore al 12% di detti nucleotidi nel modello.

In alcune realizzazioni, il nucleotide ridotto € I'uridina. Ad esempio, la presente divulgazione
fornisce acidi nucleici con contenuto di uracile alterato in cui almeno un codone nella sequenza di
tipo selvatico & stato sostituito con un codone alternativo per generare una sequenza alterata di
uracile. Le sequenze di uracile alterate possono avere almeno una delle seguenti proprieta:



] = (i) un aumento o una diminuzione del contenuto globale di uracile (vale a dire, la
percentuale di uracile del contenuto totale di nucleotidi nell'acido nucleico di una
sezione dell'acido nucleico, ad esempio, il frame di lettura aperto);

= (ii) un aumento o una diminuzione del contenuto locale di uracile (vale a dire, i
cambiamenti nel contenuto di uracile sono limitati a sottosequenze specifiche);

= (iii) un cambiamento nella distribuzione dell'uracile senza un cambiamento nel
contenuto globale di uracile;

= (iv) un cambiamento nel clustering dell'uracile (ad esempio, numero di cluster, posizione
dei cluster o distanza tra i cluster); o

= (v) combinazioni di questi.

In alcune realizzazioni, la percentuale di nucleobasi uraciliche nella sequenza di acidi nucleici &
ridotta rispetto alla percentuale di nucleobasi uraciliche nella sequenza di acidi nucleici di tipo
selvatico. Ad esempio, il 30% di nucleobasi puo essere uracile nella sequenza di tipo selvatico, ma le
nucleobasi che sono uracile sono preferibilmente inferiori al 15%, preferibilmente inferiori al 12%
e preferibilmente inferiori al 10% delle nucleobasi nelle sequenze di acidi nucleici della
divulgazione. La percentuale di contenuto di uracile puo essere determinata dividendo il numero
di uracile in una sequenza per il numero totale di nucleotidi e moltiplicando per 100.

In alcune realizzazioni, la percentuale di basi azotate uraciliche in una sottosequenza della
sequenza di acidi nucleici é ridotta rispetto alla percentuale di basi azotate uraciliche nella
corrispondente sottosequenza della sequenza di tipo selvatico. Ad esempio, la sequenza di tipo
selvatico pu0 avere una regione terminale 5' (ad esempio, 30 codoni) con un contenuto locale di
uracile del 30%, e il contenuto di uracile in quella stessa regione potrebbe essere ridotto
preferibilmente al 15% o inferiore, preferibilmente al 12% o inferiore e preferibilmente al 10% o
inferiore nelle sequenze di acidi nucleici della divulgazione. Queste sottosequenze possono anche
essere parte delle sequenze di tipo selvatico delle sequenze UTR eterologhe 5' e 3' della presente
divulgazione.

In alcune realizzazioni, i codoni nella sequenza di acidi nucleici della divulgazione riducono o
modificano, ad esempio, il numero, la dimensione, la posizione o la distribuzione dei cluster di
uracile che potrebbero avere effetti deleteri sulla traduzione proteica. Sebbene un contenuto di
uracile inferiore sia desiderabile sotto certi aspetti, il contenuto di uracile, e in particolare il
contenuto di uracile locale, di alcune sottosequenze della sequenza di tipo selvatico pud essere
maggiore della sequenza di tipo selvatico e mantenere comunque caratteristiche benefiche (ad
esempio, espressione aumentata).

In alcune realizzazioni, la sequenza modificata con uracile induce una risposta del recettore Toll-
Like (TLR) inferiore rispetto alla sequenza di tipo selvatico. Diversi TLR riconoscono e rispondono
agli acidi nucleici. E stato dimostrato che I'RNA a doppio filamento (ds)RNA, un frequente
costituente virale, attiva TLR3. L'RNA a singolo filamento (ss)RNA attiva TLR7. Gli oligonucleotidi di
RNA, ad esempio RNA con legami internucleotidici fosforotioati, sono ligandi del TLR8 umano. 11
DNA contenente motivi CpG non metilati, caratteristici del DNA batterico e virale, attiva TLRI.



Come utilizzato nel presente documento, il termine "risposta TLR" e definito come il
riconoscimento di RNA a singolo filamento da parte di un recettore TLR7 e preferibilmente
comprende la degradazione dell'RNA e/o le risposte fisiologiche causate dal riconoscimento
dell'RNA a singolo filamento da parte del recettore. I metodi per determinare e quantificare il
legame di un RNA a un TLR7 sono noti nell'arte. Analogamente, i metodi per determinare se un
RNA ha innescato una risposta fisiologica mediata da TLR7 (ad esempio, secrezione di citochine)
sono ben noti nell'arte. In alcune realizzazioni, una risposta TLR puo essere mediata da TLR3, TLR8
0 TLR9 invece che da TLR7. La soppressione della risposta mediata da TLR7 pu0 essere ottenuta
tramite modifica dei nucleosidi. L'RNA subisce oltre un centinaio di diverse modifiche dei
nucleosidi in natura. LTRNA umano, ad esempio, ha dieci volte piu pseudouracile ('P) e 25 volte piu
nucleosidi 2'-O-metilati rispetto all'TRNA batterico. L'RNA batterico non contiene modifiche
nucleosidiche, mentre gli RNA dei mammiferi hanno nucleosidi modificati come la 5-metilcitidina
(m5C), la N6-metiladenosina (m6A), I'inosina e molti nucleosidi 2’-O-metilati oltre alla N7-
metilguanosina (m7G).

In alcune realizzazioni, il contenuto di uracile dei polinucleotidi qui divulgati é inferiore a circa il
50%, 49%, 48%, 47%, 46%, 45%, 44%, 43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%, 34%, 33%,
32%, 31%, 30%, 29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%,
14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% o0 1% delle basi azotate totali nella
sequenza nella sequenza di riferimento. In alcune realizzazioni, il contenuto di uracile dei
polinucleotidi qui divulgati & compreso tra circa il 5% e circa il 25%. In alcune realizzazioni, il
contenuto di uracile dei polinucleotidi qui divulgati € compreso tra circa il 15% e circa il 25%.

In alcune realizzazioni, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico qui forniti
comprendono una sequenza avente almeno 1'80%, almeno 1'85%, almeno il 90%, almeno il 91%,
almeno il 92%, almeno il 93%, almeno il 94%, almeno il 95%, almeno il 96%, almeno il 97%, almeno
i1 97,5%, almeno il 98%, almeno il 98,5%, almeno il 99%, almeno il 99,5%, almeno il 99,6%, almeno il
99,7%, almeno il 99,8%, almeno il 99,9% e qualsiasi numero o intervallo intermedio, di identita a
una sequenza di SEQ ID NO:72. In alcune realizzazioni, i primi polinucleotidi di molecole di acido
nucleico qui forniti comprendono una sequenza di SEQ ID NO:72.

In alcuni aspetti, i primi polinucleotidi e i secondi polinucleotidi delle molecole di acido nucleico
qui forniti sono inclusi nella stessa (vale a dire, una singola) o in molecole di acido nucleico
separate. In genere, i primi polinucleotidi e i secondi polinucleotidi delle molecole di acido nucleico
qui forniti sono inclusi in una singola molecola di acido nucleico. In un aspetto, il primo
polinucleotide si trova 5' del secondo polinucleotide. In un aspetto, i primi polinucleotidi e i secondi
polinucleotidi delle molecole di acido nucleico qui forniti sono inclusi in molecole di acido nucleico
separate. In un altro aspetto ancora, i primi polinucleotidi e i secondi polinucleotidi sono inclusi in
due molecole di acido nucleico separate.

In alcuni aspetti, i primi polinucleotidi e i secondi polinucleotidi sono inclusi nella stessa (vale a
dire, una singola) molecola di acido nucleico. I primi polinucleotidi e i secondi polinucleotidi delle
molecole di acido nucleico qui forniti possono essere contigui, vale a dire, adiacenti 1'uno all'altro
senza nucleotidi nel mezzo. In un aspetto, una regione intergenica é situata tra il primo
polinucleotide e il secondo polinucleotide. In un altro aspetto, la regione intergenica situata tra il



primo polinucleotide e il secondo polinucleotide & una seconda regione intergenica, con una prima
regione intergenica inclusa nel primo polinucleotide come descritto di seguito. Come utilizzati nel
presente documento, i termini "regione intergenica" e "sequenza intergenica" possono essere
utilizzati in modo intercambiabile, a meno che il contesto non indichi chiaramente diversamente.

Una regione intergenica situata tra il primo e il secondo polinucleotide puo avere qualsiasi
lunghezza e qualsiasi sequenza nucleotidica. Ad esempio, la regione intergenica tra il primo
polinucleotide e il secondo polinucleotide pud includere circa un nucleotide, circa due nucleotidi,
circa tre nucleotidi, circa quattro nucleotidi, circa cinque nucleotidi, circa sei nucleotidi, circa sette
nucleotidi, circa otto nucleotidi, circa nove nucleotidi, circa dieci nucleotidi, circa 11 nucleotidi,
circa 12 nucleotidi, circa 13 nucleotidi, circa 14 nucleotidi, circa 15 nucleotidi, circa 16 nucleotidi,
circa 17 nucleotidi, circa 18 nucleotidi, circa 19 nucleotidi, circa 20 nucleotidi, circa 21 nucleotidi,
circa 22 nucleotidi, circa 23 nucleotidi, circa 24 nucleotidi, circa 25 nucleotidi, circa 26 nucleotidi,
circa 27 nucleotidi, circa 28 nucleotidi, circa 29 nucleotidi, circa 30 nucleotidi, circa 31 nucleotidi,
circa 32 nucleotidi, circa 33 nucleotidi, circa 34 nucleotidi, circa 35 nucleotidi, circa 36 nucleotidi,
circa 37 nucleotidi, circa 38 nucleotidi, circa 39 nucleotidi, circa 40 nucleotidi, circa 41 nucleotidi,
circa 42 nucleotidi, circa 43 nucleotidi, circa 44 nucleotidi, circa 45 nucleotidi, circa 46 nucleotidi,
circa 47 nucleotidi, circa 48 nucleotidi, circa 49 nucleotidi, circa 50 nucleotidi, circa 60 nucleotidi,
circa 70 nucleotidi, circa 80 nucleotidi, circa 90 nucleotidi, circa 100 nucleotidi, circa 125 nucleotidi,
circa 150 nucleotidi, circa 175 nucleotidi, circa 200 nucleotidi, circa 250 nucleotidi, circa 300
nucleotidi, circa 350 nucleotidi, circa 400 nucleotidi, circa 450 nucleotidi, circa 500 nucleotidi, circa
600 nucleotidi, circa 700 nucleotidi, circa 800 nucleotidi, circa 1.000 nucleotidi, circa 1.500
nucleotidi, circa 2.000 nucleotidi, circa 2.500 nucleotidi, circa 3.000 nucleotidi, circa 3.500
nucleotidi, circa 4.000 nucleotidi, circa 4.500 nucleotidi, circa 5.000 nucleotidi, circa 6.000
nucleotidi, circa 7.000 nucleotidi, circa 8.000 nucleotidi, circa 9.000 nucleotidi, circa 10.000
nucleotidi e qualsiasi numero o intervallo intermedio. In un aspetto, la regione intergenica tra il
primo e il secondo polinucleotide comprende circa 10-100 nucleotidi, circa 10-200 nucleotidi, circa
10-300 nucleotidi, circa 10-400 nucleotidi o circa 10-500 nucleotidi. In un altro aspetto, la regione
intergenica tra il primo e il secondo polinucleotide comprende circa 1-10 nucleotidi, circa 1-20
nucleotidi, circa 1-30 nucleotidi, circa 1-40 nucleotidi o circa 1-50 nucleotidi. In un altro aspetto
ancora, la regione comprende circa 44 nucleotidi. In un aspetto, la regione intergenica tra il primo
e il secondo polinucleotide delle molecole di acido nucleico qui fornite € una seconda regione
intergenica.

In un aspetto, la regione intergenica tra il primo e il secondo polinucleotide include una sequenza
virale. La regione intergenica tra il primo e il secondo polinucleotide puo includere una sequenza
di qualsiasi virus, come ad esempio gli alfavirus e i rubivirus. In un aspetto, la regione intergenica
tra il primo polinucleotide e il secondo polinucleotide comprende una sequenza di alfavirus, come
una sequenza di virus dell'encefalite equina venezuelana (VEEV), virus dell'encefalite equina
orientale (EEEV), virus delle Everglades (EVEV), virus Mucambo (MUCV), virus della foresta di
Semliki (SFV), virus Pixuna (PIXV), virus Middleburg (MIDV), virus Chikungunya (CHIKV), virus
O'Nyong-Nyong (ONNV), virus Ross River (RRV), virus della foresta di Barmah (BFV), virus Getah
(GETV), virus Sagiyama (SAGV), virus Bebaru (BEBV), virus Mayaro (MAYV), virus Una (UNAV),
virus Sindbis (SINV), virus Aura (AURAV), virus Whataroa (WHAV), virus Babanki (BABV), virus



Kyzylagach (KYZV), Western Equine Encephalitis Virus (WEEV), Highland ] Virus (HJV), Fort
Morgan Virus (FMV), Ndumu Virus (NDUV), Salmonid Alphavirus (SAV), Buggy Creek Virus (BCRV)
o0 qualsiasi combinazione di questi. In un altro aspetto, la regione intergenica tra il primo e il
secondo polinucleotide comprende una sequenza del Venezuelan Equine Encephalitis Virus (VEEV).
In un altro aspetto ancora, la regione intergenica tra il primo e il secondo polinucleotide
comprende una sequenza avente almeno 1'85%, almeno il 90%, almeno il 91%, almeno il 92%,
almeno il 93%, almeno il 94%, almeno il 95%, almeno il 96%, almeno il 97%, almeno il 97,5%,
almeno il 98%, almeno il 98,5%, almeno il 99%, almeno il 99,5%, almeno il 99,6%, almeno il 99,7%,
almeno il 99,8%, almeno il 99,9% e qualsiasi numero o intervallo intermedio, identita con SEQ ID
NO:77. In un ulteriore aspetto, la regione intergenica tra il primo e il secondo polinucleotide
comprende una sequenza di SEQ ID NO:77. In un ulteriore aspetto, la regione intergenica tra il
primo e il secondo polinucleotide € una seconda regione intergenica comprendente una sequenza
avente almeno 1'85% di identita con SEQ ID NO:77.

Nucleotidi naturali e modificati

Un RNA autoreplicante della divulgazione pud comprendere uno o piu nucleotidi modificati
chimicamente. Esempi di monomeri di acido nucleico includono nucleotidi non naturali, modificati
e modificati chimicamente, inclusi tutti i nucleotidi noti nell'arte. I nucleotidi possono essere
modificati artificialmente nella porzione di base o nella porzione di zucchero. In natura, la maggior
parte dei polinucleotidi comprende nucleotidi che sono nucleotidi "non modificati" o "naturali”, che
includono le basi puriniche adenina (A) e guanina (G) e le basi pirimidiniche timina (T), citosina (C)
e uracile (U). Queste basi sono in genere fissate a un ribosio o deossi ribosio nella posizione 1'. E
stato dimostrato che 'uso di polinucleotidi di RNA comprendenti nucleotidi modificati
chimicamente migliora l'espressione dell'RNA, i tassi di espressione, I'emivita e/o le concentrazioni
proteiche espresse. Anche i polinucleotidi di RNA comprendenti nucleotidi modificati
chimicamente si sono rivelati utili nell'ottimizzazione della localizzazione delle proteine, evitando
cosi risposte biologiche dannose, come risposte immunitarie e/o percorsi di degradazione.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono 5-idrossicitidine, 5-
alchilcitidine, 5-idrossialchilcitidine, 5-carbossicitidine, 5-formilcitidine, 5-alcossicitidine, 5-
alchinilcitidine, 5-alocitidine, 2-tiocitidine, N4-alchilcitidine, N4-amminocitidine, N4-acetilcitidine e
N4,N4-dialchilcitidine.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono 5-idrossicitidina, 5-
metilcitidina, 5-idrossimetilcitidina, 5-carbossicitidina, 5-formilcitidina, 5-metossicitidina, 5-
propinilcitidina, 5-bromocitidina, 5-iodocitidina, 2-tiocitidina; N4-metilcitidina, N4-amminocitidina,
N4-acetilcitidina e N4,N4-dimetilcitidina.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono 5-idrossiuridine, 5-
alchiluridine, 5-idrossialchiluridine, 5-carbossiuridine, 5-carbossialchilesteruridine, 5-
formiluridine, 5-alcossiuridine, 5-alchiniluridine, 5-alouridine, 2-tiouridine e 6-alchiluridine.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono 5-idrossiuridina, 5-
metiluridina, 5-idrossimetiluridina, 5-carbossiuridina, 5-carbossimetilesteruridina, 5-



formiluridina, 5-metossiuridina (qui indicata anche come "5MeOU"), 5-propiniluridina, 5-
bromouridina, 5-fluorouridina, 5-iodouridina, 2-tiouridina e 6-metiluridina.

Esempi di nucleotidi modificati o modificati chimicamente includono 5-metossicarbonilmetil-2-
tiouridina, 5-metilamminometil-2-tiouridina, 5-carbamoilmetiluridina, 5-carbamoilmetil-2"-O-
metiluridina, 1-metil-3-(3-ammino-3-carbossipropi)pseudouridina, 5-metilamminometil-2-
selenouridina, 5-carbossimetiluridina, 5-metildiidrouridina, 5-taurinometiluridina, 5-taurinometil-
2-tiouridina, 5-(isopentenilaminometil)uridina, 2'-O-metilpseudouridina, 2-tio-2'0O-metiluridina e
3,2’-0-dimetiluridina.

Esempi di nucleotidi modificati o modificati chimicamente includono N6-metiladenosina, 2-
amminoadenosina, 3-metiladenosina, 8-azaadenosina, 7-deazaadenosina, 8-ossoadenosina, 8-
bromoadenosina, 2-metiltio-N6-metiladenosina, N6-isopenteniladenosina, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenosina, N6-(cis-idrossiisopentenil)adenosina, 2-metiltio-N6-(cis-
idrossiisopentenil)adenosina, N6-glicinilcarbammoiladenosina, N6-treonilcarbammoil-adenosina,
N6-metil-N6-treonilcarbammoil-adenosina, 2-metiltio-N6-treonilcarbamoil-adenosina, N6,N6-
dimetiladenosina, N6-idrossinorvalilcarbamoiladenosina, 2-metiltio-N6-idrossinorvalilcarbamoil-
adenosina, N6-acetil-adenosina, 7-metil-adenina, 2-metiltio-adenina, 2-metossi-adenina, alfa-tio-
adenosina, 2'-O-metil-adenosina, N6,2’-O-dimetil-adenosina, N6,N6,2’-O-trimetil-adenosina, 1,2'-O-
dimetil-adenosina, 2'-O-ribosiladenosina, 2-ammino-N6-metil-purina, 1-tio-adenosina, 2'-F-ara-
adenosina, 2'-F-adenosina, 2'-OH-ara-adenosina e N6-(19-ammino-pentaoxanonadecil)-adenosina.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono N1-alchilguanosine, N2-
alchilguanosine, tienoguanosine, 7-deazaguanosine, 8-ossoguanosine, 8-bromoguanosine, 06-
alchilguanosine, xantosine, inosine e N1-alchilinosine.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono N1-metilguanosina, N2-
metilguanosina, tienoguanosina, 7-deazaguanosina, 8-ossoguanosina, 8-bromoguanosina, 06-
metilguanosina, xantosina, inosina e N1-metilinosina.

Esempi di nucleotidi modificati o chimicamente modificati includono le pseudouridine. Esempi di
pseudouridine includono N1-alchilpseudouridine, N1-cicloalchilpseudouridine, N1-
idrossipseudouridine, N1-idrossialchilpseudouridine, N1-fenilpseudouridine, N1-
fenilalchilpseudouridine, N1-amminoalchilpseudouridine, N3-alchilpseudouridine, N6-
alchilpseudouridine, N6-alcossipseudouridine, N6-idrossipseudouridine, N6-
idrossialchilpseudouridine, N6-morfolinopseudouridine, N6-fenilpseudouridine e N6-
alopseudouridine. Esempi di pseudouridine includono N1-alchil-N6-alchilpseudouridine, N1-alchil-
N6-alcossipseudouridine, N1-alchil-N6-idrossipseudouridine, N1-alchil-N6-
idrossialchilpseudouridine, N1-alchil-N6-morfolinopseudouridine, N1-alchil-N6-fenilpseudouridine
e N1-alchil-N6-aloopseudouridine. In questi esempi, i sostituenti alchilici, cicloalchilici e fenilici
possono essere non sostituiti o ulteriormente sostituiti con sostituenti alchilici, alogeni, aloalchilici,
amminici o nitro.

Esempi di pseudouridine includono N1-metilpseudouridina (qui indicata anche come "N1MPU"),
N1-etilpseudouridina, N1-propilpseudouridina, N1-ciclopropilpseudouridina, N1-



fenilpseudouridina, N1-amminometilpseudouridina, N3-metilpseudouridina, N1-
idrossipseudouridina e N1-idrossimetilpseudouridina.

Esempi di monomeri di acidi nucleici includono nucleotidi modificati e chimicamente modificati,
compresi tutti i nucleotidi di questo tipo noti nel settore.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono qualsiasi
nucleotide noto nell'arte, ad esempio, 2'-O-metil ribonucleotidi, 2'-O-metil nucleotidi purinici, 2'-
deossi-2'-fluoro ribonucleotidi, 2'-deossi-2'-fluoro nucleotidi pirimidinici, 2'-deossi ribonucleotidi, 2'-
deossi nucleotidi purinici, nucleotidi di base universali, 5-C-metil-nucleotidi e residui monomerici
desossibasici invertiti.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono nucleotidi
stabilizzati all'estremita 3', nucleotidi gliceril 3', nucleotidi abasici invertiti 3' e timidina invertita 3'.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono nucleotidi di
acido nucleico bloccati (LNA), nucleotidi 2'-0,4'-C-metilen-(D-ribofuranosil), nucleotidi 2'-
metossietossi (MOE), nucleotidi 2’-metil-tio-etile, nucleotidi 2'-deossi-2’-fluoro e nucleotidi 2'-O-
metil. In una forma di realizzazione esemplificativa, il monomero modificato € un nucleotide di
acido nucleico bloccati (LNA).

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono DNA modificati
con 2'-O-metossietile (cMOE) e 2'-O-etile (cEt) vincolati a 2',4'.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono i nucleotidi 2'-
ammino, i nucleotidi 2'-O-ammino, i nucleotidi 2'-C-allilici e i nucleotidi 2'-O-allilici.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono i nucleotidi N6-
metiladenosina.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono monomeri
nucleotidici con basi modificate 5-(3-ammino)propiluridina, 5-(2-mercapto)etiluridina, 5-
bromuridina; 8-bromoguanosina o 7-deazaadenosina.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono i nucleotidi
sostituiti con 2'-O-amminopropile.

Esempi di monomeri nucleotidici modificati e chimicamente modificati includono la sostituzione
del gruppo 2’-OH di un nucleotide con un 2'-R, un 2’-OR, un 2"-alogeno, un 2'-SR 0 un 2-ammino,
dove R puo essere H, alchile, alchenile o alchinile.

L'esempio di modifiche di base sopra descritto puo essere combinato con modifiche aggiuntive
della struttura dei nucleosidi o dei nucleotidi, tra cui modifiche dello zucchero e modifiche di
legame. Certi monomeri nucleotidici modificati o chimicamente modificati possono essere trovati
in natura.

Le modifiche nucleotidiche preferite includono N1-metilpseudouridina e 5-metossiuridina.



Proteine di replicazione virale e polinucleotidi che le codificano

In alcune forme di realizzazione, nel presente documento sono fornite molecole di acido nucleico
comprendenti un primo polinucleotide che codifica una o piu proteine di replicazione virale. Come
utilizzato nel presente documento, il termine "proteina di replicazione" o "proteina di replicazione
virale" si riferisce a qualsiasi proteina o a qualsiasi subunita proteica di un complesso proteico che
funziona nella replicazione di un genoma virale. In generale, le proteine di replicazione virale sono
proteine non strutturali. Le proteine di replicazione virale codificate da molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento possono funzionare nella replicazione di qualsiasi genoma virale.
Il genoma virale puo essere un genoma di RNA a singolo filamento a senso positivo, un genoma di
RNA a singolo filamento a senso negativo, un genoma di RNA a doppio filamento, un genoma di
DNA a singolo filamento a senso positivo, un genoma di DNA a singolo filamento a senso negativo o
un genoma di DNA a doppio filamento. I genomi virali possono includere una singola molecola di
acido nucleico o piu di una molecola di acido nucleico. Le molecole di acido nucleico fornite nel
presente documento possono codificare una o piu proteine di replicazione virale da qualsiasi virus
o famiglia di virus, inclusi virus animali e virus vegetali, ad esempio. Le proteine di replicazione
virale codificate dai primi polinucleotidi inclusi nelle molecole di acido nucleico fornite nel
presente documento possono essere espresse da RNA autoreplicante.

Le prime sequenze polinucleotidiche di molecole di acido nucleico fornite nel presente documento
possono codificare una o piu proteine di replicazione del togavirus. In alcuni aspetti, una o piu
proteine di replicazione virale codificate dai primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento sono proteine di alfavirus. In alcune forme di realizzazione, una o
piu proteine di replicazione virale codificate dai primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento sono proteine di rubivirus. Le prime sequenze polinucleotidiche di
molecole di acido nucleico fornite nel presente documento possono codificare qualsiasi proteina di
replicazione di alfavirus e qualsiasi proteina di replicazione di rubivirus. Proteine di replicazione
esemplari di alfavirus includono proteine del virus dell'encefalite equina venezuelana (VEEV), del
virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), del virus delle Everglades (EVEV), del virus Mucambo
(MUCV), del virus della foresta Semliki (SFV), del virus Pixuna (PIXV), del virus Middleburg (MIDV),
del virus Chikungunya (CHIKV), del virus O'Nyong-Nyong (ONNV), del virus Ross River (RRV), Virus
Barmah Forest (BFV), Virus Getah (GETV), Virus Sagiyama (SAGV), Virus Bebaru (BEBV), Virus
Mayaro (MAYV), Virus Una (UNAV), Virus Sindbis (SINV), Virus Aura (AURAV), Virus Whataroa
(WHAV), Virus Babanki (BABV), Virus Kyzylagach (KYZV), Virus dell'encefalite equina occidentale
(WEEV), Highland ] Virus (HJV), Fort Morgan Virus (FMV), Ndumu Virus (NDUV), Salmonid
Alphavirus (SAV), Buggy Creek Virus (BCRV) e qualsiasi combinazione di questi. Le proteine di
replicazione del rubivirus esemplificative includono proteine del virus della rosolia.

Le proteine di replicazione virale codificate dai primi polinucleotidi delle molecole di acido
nucleico qui fornite possono essere espresse come una o piu poliproteine o come proteine separate
o singole. In genere, le poliproteine sono proteine precursori che vengono scisse per generare
proteine singole o separate. Di conseguenza, le proteine derivate da una poliproteina precursore
possono essere espresse da un singolo open reading frame (ORF). Come utilizzato nel presente
documento, il termine "ORF" si riferisce a una sequenza nucleotidica che inizia con un codone di
inizio, generalmente ATG, e che termina con un codone di stop, come TAA, TAG o TGA, ad esempio.



Si comprendera che T é presente nel DNA, mentre U e presente nell' RNA. Di conseguenza, un
codone di inizio di ATG nel DNA corrisponde ad AUG nell' RNA e i codoni di stop TAA, TAG e TGA nel
DNA corrispondono a UAA, UAG e UGA nell' RNA. Sara inoltre apprezzato che per qualsiasi
sequenza fornita nella presente divulgazione, T & presente nel DNA, mentre U € presente nell RNA.
Di conseguenza, per qualsiasi sequenza fornita nel presente documento, T presente nel DNA &
sostituito con U per una molecola di RNA, e U presente nell'RNA é sostituito con T per una molecola
di DNA.

La proteasi che scinde una poliproteina puo essere una proteasi virale o una proteasi cellulare. In
alcuni aspetti, il primo polinucleotide di molecole di acido nucleico qui fornito codifica una
poliproteina comprendente una proteina alphavirus nsP1, una proteina alphavirus nsP2, una
proteina alphavirus nsP3, una proteina alphavirus nsP4 o una qualsiasi combinazione delle stesse.
In altri aspetti, il primo polinucleotide di molecole di acido nucleico qui fornito codifica una
poliproteina comprendente una proteina alphavirus nsP1, una proteina alphavirus nsP2, una
proteina alphavirus nsP3 o una qualsiasi combinazione delle stesse e una proteina alphavirus
nsP4. In alcuni aspetti, la poliproteina € una poliproteina VEEV. In altri aspetti, le proteine
alphavirus nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 sono proteine VEEV.

In un aspetto, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel presente documento
sono privi di un codone di stop tra sequenze che codificano una proteina nsP3 e una proteina nsP4.
Di conseguenza, in alcuni aspetti, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel
presente documento codificano una poliproteina P1234 comprendente nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. I
primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel presente documento possono anche
includere un codone di stop tra sequenze che codificano una proteina nsP3 e una proteina nsP4. Di
conseguenza, in alcuni aspetti, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel
presente documento codificano una poliproteina P123 comprendente nsP1, nsP2 e nsP3 e una
poliproteina P1234 comprendente nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 come risultato della lettura del codone di
stop, ad esempio. In altri aspetti, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel
presente documento codificano una poliproteina avente almeno 1'80%, almeno 1'85%, almeno il
90%, almeno il 91%, almeno il 92%, almeno il 93%, almeno il 94%, almeno il 95%, almeno il 96%,
almeno il 97%, almeno il 97,5%, almeno il 98%, almeno il 98,5%, almeno il 99%, almeno il 99,5%,
almeno il 99,6%, almeno il 99,7%, almeno il 99,8%, almeno il 99,9% e qualsiasi numero o intervallo
intermedio, di identita a una sequenza di SEQ ID NO:79. In alcune realizzazioni, i primi
polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel presente documento codificano una
poliproteina avente una sequenza di SEQ ID NO:79. Ulteriori poliproteine esemplari comprendono
una sequenza di SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81. In un aspetto, le proteine nsP2 e nsP3 includono
mutazioni. Le mutazioni esemplari includono le mutazioni G1309R e S1583G delle proteine VEEV.
In un altro aspetto, le proteine nsP1, nsP2 e nsP4 sono proteine VEEV e la proteina nsP3 & una
proteina nsP3 del virus chikungunya (CHIKV).

In alcuni aspetti, i primi polinucleotidi di molecole di acido nucleico qui forniti possono includere
una prima regione intergenica. In alcuni aspetti, la prima regione intergenica é situata tra una
sequenza che codifica una poliproteina comprendente una proteina alphavirus nsP1, una proteina
alphavirus nsP2, una proteina alphavirus nsP3 o una qualsiasi combinazione di queste, e una
sequenza che codifica una proteina alphavirus nsP4. Una prima regione intergenica puo



comprendere qualsiasi sequenza, come qualsiasi sequenza virale o non virale. In un aspetto, la
prima regione intergenica comprende una sequenza virale. In un altro aspetto, la prima regione
intergenica comprende una sequenza alphavirus. In un altro aspetto ancora, l'alphavirus & VEEV.
In un aspetto, le proteine nsP2 e nsP3 includono mutazioni. Le mutazioni esemplari includono le
mutazioni G1309R e S1583G delle proteine VEEV. Sotto un altro aspetto, le proteine nsP1, nsP2 e
nsP4 sono proteine VEEV e la proteina nsP3 € una proteina nsP3 del virus chikungunya (CHIKV).

In alcune realizzazioni, il primo polinucleotide pud comprendere una sequenza avente almeno
1'80% di identita con una sequenza di SEQ ID NO:72.

In alcune realizzazioni, 1a molecola di acido nucleico descritta nel presente documento puo
comprendere ulteriormente un secondo polinucleotide comprendente un primo transgene che
codifica una prima proteina antigenica o un frammento della stessa, in cui la prima proteina
antigenica e una proteina del coronavirus. In realizzazioni specifiche, la proteina antigenica puo
essere una proteina SARS-CoV-2. In realizzazioni specifiche, la proteina antigenica € una
glicoproteina spike SARS-CoV-2. In realizzazioni specifiche, la glicoproteina spike SARS-CoV-2 é una
glicoproteina spike SARS-CoV-2 di tipo selvaggio avente una sequenza amminoacidica di SEQ ID
NO:123.

In alcune realizzazioni, il secondo polinucleotide comprende una sequenza avente almeno 1'85% di
identita con una sequenza SEQ ID NO:121 o SEQ ID NO:122.

Regione non tradotta 5’ (5" UTR)

Le molecole di acido nucleico fornite nel presente documento possono inoltre comprendere regioni
non tradotte (UTR). Le regioni non tradotte, tra cui 5' UTR e 3' UTR, ad esempio, possono
influenzare la stabilita dell'RNA e/o l'efficienza della traduzione dell'RNA, come la traduzione di
mRNA cellulari e virali, ad esempio. 5 UTR e 3' UTR possono anche influenzare la stabilita e la
traduzione di RNA genomici virali e RNA autoreplicanti, tra cui RNA autoreplicanti o repliconi
derivati da virus. Esempi di RNA genomici virali la cui stabilita e/o efficienza di traduzione puo
essere influenzata da 5 UTR e 3' UTR includono l'acido nucleico del genoma dei virus a RNA a senso
positivo. Sia l'acido nucleico del genoma dei virus a RNA a senso positivo che gli RNA
autoreplicanti, tra cui RNA autoreplicanti o repliconi derivati da virus, possono essere tradotti in
seguito a infezione o introduzione in una cellula.

In alcuni aspetti, le molecole di acido nucleico fornite nel presente documento includono inoltre
una regione 5' non tradotta (5' UTR). Qualsiasi sequenza 5' UTR puo essere inclusa nelle molecole di
acido nucleico fornite nel presente documento. In alcune forme di realizzazione, le molecole di
acido nucleico fornite nel presente documento includono una 5' UTR virale. In un aspetto, le
molecole di acido nucleico fornite nel presente documento includono una 5' UTR non virale.
Qualsiasi 5' UTR non virale puo essere inclusa nelle molecole di acido nucleico fornite nel presente
documento, come le 5' UTR di trascrizioni espresse in qualsiasi cellula o organo, inclusi muscoli,
pelle, tessuto sottocutaneo, fegato, milza, linfonodi, cellule presentanti I'antigene e altri. In un altro
aspetto, le molecole di acido nucleico fornite nel presente documento includono una 5' UTR
comprendente sequenze virali e non virali. Di conseguenza, una 5' UTR inclusa nelle molecole di
acido nucleico fornite nel presente documento puo comprendere una combinazione di sequenze 5'



UTR virali e non virali. In alcuni aspetti, il 5' UTR incluso nelle molecole di acido nucleico fornite
nel presente documento si trova a monte o a 5' del primo polinucleotide che codifica una o piu
proteine di replicazione virale. In altri aspetti, il 5' UTR si trova a 5' 0 a monte del primo
polinucleotide di molecole di acido nucleico fornite nel presente documento che codifica una o piu
proteine di replicazione virale, e il primo polinucleotide si trova a 5' 0 a monte del secondo
polinucleotide di molecole di acido nucleico fornite nel presente documento.

In un aspetto, 'UTR 5' delle molecole di acido nucleico qui fornite comprende un UTR 5'
dell'alfavirus. Un 5’ UTR da qualsiasi alfavirus puo essere incluso nelle molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento, comprese le sequenze 5 UTR dal virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), dal virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), dal virus delle Everglades
(EVEV), dal virus Mucambo (MUCV), dal virus della foresta di Semliki (SFV), dal virus Pixuna (PIXV),
dal virus Middleburg (MIDV), dal virus Chikungunya (CHIKV), dal virus O'Nyong-Nyong (ONNV),
dal virus Ross River (RRV), dal virus della foresta di Barmah (BFV), dal virus Getah (GETV), dal
virus Sagiyama (SAGV), dal virus Bebaru (BEBV), dal virus Mayaro (MAYV), dal virus Una (UNAV),
dal virus Sindbis (SINV), dal virus Aura (AURAV), dal virus Whataroa (WHAV), dal virus Babanki
(BABV), dal virus Kyzylagach (KYZV), virus dell'encefalite equina occidentale (WEEV), virus
Highland J (H]JV), virus Fort Morgan (FMV), virus Ndumu (NDUV), virus Alphavirus dei salmonidi
(SAV) o virus Buggy Creek (BCRV). In un altro aspetto, la 5' UTR comprende una sequenza avente
almeno 1'80%, almeno 1'85%, almeno il 90%, almeno il 91%, almeno il 92%, almeno il 93%, almeno il
94%, almeno il 95%, almeno il 96%, almeno il 97%, almeno il 97,5%, almeno il 98%, almeno il 98,5%,
almeno il 99%, almeno il 99,5%, almeno il 99,6%, almeno il 99,7%, almeno il 99,8%, almeno il 99,9%
e qualsiasi numero o intervallo intermedio, identita a una sequenza di SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74
0 SEQ ID NO:75. In un altro aspetto ancora, la 5' UTR comprende una sequenza di SEQ ID NO:73,
SEQ ID NO: 74 0 SEQ ID NO:75.

In alcune realizzazioni, la 5' UTR comprende una sequenza selezionata dalle 5' UTR di IL-6 umana,
alanina aminotransferasi 1, apolipoproteina E umana, catena alfa del fibrinogeno umano,
transtiretina umana, aptoglobina umana, alfa-1-antichimotripsina umana, antitrombina umana,
alfa-1-antitripsina umana, albumina umana, beta globina umana, complemento umano C3,
complemento umano C5, SynK (proteina del canale del potassio tilacoide derivata dai cianobatteri,
Synechocystis sp.), beta globina di topo, albumina di topo e un virus dell'incisione del tabacco, o
frammenti di uno qualsiasi dei precedenti. Preferibilmente, 1a 5' UTR & derivata da un virus
dell'incisione del tabacco (TEV). Preferibilmente, un mRNA descritto nel presente documento
comprende una sequenza 5' UTR che € derivata da un gene espresso da Arabidopsis thaliana .
Preferibilmente, la sequenza 5' UTR di un gene espresso da Arabidopsis thaliana & AT1G58420.
Esempi di 5 UTR e 3' UTR sono descritti in PCT/US2018/035419, il cui contenuto € qui incorporato
per riferimento. Le sequenze 5' UTR preferite comprendono SEQ ID NO: 5-10 e 25-45: come
mostrato nella Tabella 1.

TABELLA 1 Sequenze UTR 5' Nome Sequenza Numero ID Seq: Veicolo elettrico
UCAACACAAACAUAUACAAAACAAACGAAUCUCAAGCAAUCSEQID N.: 5
AAGCAUUCUACUUCUAUUGCAGCAAUUUAAAUCAUUUCU
UUUAAAGCAAAAGCAAUUUUCUGAAAAUUUUCACCAUUU ACGAACGAUAG AT1G58420
AUUAUUACAUCAAAACAAAAAGCCGCCA SEQ ID N.: 6 ARC5-2



CUUAAGGGGGCGCUGCCUACGGAGGUGGCAGCCAUCUCCU SEQID N.: 7
UCUCGGCAUCAAGCUUACCAUGGUGCCCCAGGCCCuGCUcC
UUGGUCCCGCUGCUGGUGUUCCCCCUCUGCUUCGGCAAGU
UCCCCAUCUACACCAUCCCCGACAAGCUGGGGCCGUGGAG
CCCCAUCGACAUCCACCACCUGUCCUGCCCCAACAACCUCG
UGGUCGAGGACGAGGGCUGCACCAACCUGAGCGGGUUCUC CUAC virus dell'epatite C UGAGUGUCGU
ACAGCCUCCA GGCCCCCCCC SEQ ID NO: 8 UCCCGGGAGA GCCAUAGUGG
UCUGCGGAACCGGUGAGUAC ACCGGAAUUG CCGGGAAGAC UGGGUCCUUU CUUGGAUAAA
CCCACUCUAUGCCCGGCCAU UUGGGCGUGC CCCCGCAAGA CUGCUAGCG AGUAGUGUUG GGUUGCG
UMANO AAUUAUUGGUUAAAGAAGUAUAUUAGUGCUAAUUUCCCU SEQ ID NO: 9 ALBUMINA
CCGUUUGUCCUAGCUUUUCUCUUCUGUCAACCCCACACGC BUONANOTTE EMCV CuCcCcucCccc
CCCCCCUAAC GUUACUGGCC SEQ ID NO: 10 GAAGCCGCUU GGAAUAAGGC CGGUGUGCGU
UUGUCUAAUAU GUUAUUUUCC ACCAUAUUGC CGUCUUUUGG CAAUGUGAGG GCCCGGAAAC
CUGGCCCUGU CUUCUUGACG AGCAUUCCUA GGGGUCUUUC CCCUCUCGCC AAAGGAAUGC
AAGGUCUGUU GAAUGUCGUG AAGGAAGCAG UUCCUCUGGA AGCUUCUUGA AGACAAACAA
CGUCUGUAGC GACCCUUUGC AGGCACGGA ACCCCCCACC UGGCGACAGG UGcCcucCuGCaG
GCCAAAAGCC ACGUGUAUAA GAUACACCUG CAAAGGCGGC ACAACCCCAG UGCCACGUUG
UGAGUGUGGAU AGUUGUGGAA AGAGUUCAAAU GGCUCUCCUC AAGCGUAUUC AACAAGGGGC
UGAAGGAUGC CCAGAAGGUA CCCCAUUGUA UGGGAUCUGA UCUGGGGCCU CGGUGCACAU
GCUUUACGUG UGUUUAGUCG AGGUUAAAAA ACGUCUAGGC CCCCCGAACC ACGGGGACGU
GGUUUUCCUU UGAAAAACAC GAUGAUAAU AT1G67090 CACAAAGAGUAAAGAAGAAACA SEQ ID NO:
25 AT1G35720 AACACUAAAAGUAGAAGAAAA SEQ ID NO: 26 AT5G45900
CUCAGAAAAGAUAAGAUCAGCC SEQ ID NO: 27 AT5G61250 AACCAAUCGAAAAGAAACCAAA SEQID
NO: 28 AT5G46430 CUCUAAUCACCAGGAGUAAAA SEQ ID NO: 29 AT5G47110
GAGAGAGAUCUUAACAAAAAA SEQ ID NO: 30 AT1G03110 UGUGUAACAACAACAACAACA SEQ ID NO:
31 AT3G12380 CCGCAGUAGGAAGAGAAAGCC SEQ ID NO: 32 AT5G45910 AAAAAAAAAAGAA ... SEQ
ID NO: 33 AT1G07260 GAGAGAAGAAGAAGAAGAAGAGAGCG SEQ ID NO: 34 AT3G55500
CAAUUAAAAAUACUUACCAAA SEQ ID NO: 35 AT3G46230 GCAAACAGAGUAAGCGAAACG SEQ ID NO:
36 AT2G36170 GCGAAGAAGACGAACGCAAAG SEQ ID NO: 37 AT1G10660
UUAGGACUGAUUGACUGGCC SEQ ID NO: 38 AT4G14340 AUCAUCGGAAUUCGGAAAAAG SEQ ID NO:
39 AT1G49310 AAAACAAAAGUUAAAGCAGAC SEQ ID NO: 40 AT4G14360
UUUAUCUCAAAUAAGAAGGGCA SEQ ID NO: 41 AT1G28520 GGGGGGAGGUGAGAUUUCUU SEQ ID
NO: 42 AT1G20160 UGAUUAGGAAACUACAAAGCC SEQ ID NO: 43 AT5G37370
CAUUUUUCAAUUUCAUAAAAC SEQ ID NO: 44 AT4G11320 UUACUUUUUAAGCCCAACAAAA SEQ ID
NO: 45 AT5G40850 GGCGUGUGUGUGUGUUGUUGA SEQ ID NO: 46 AT1G06150
GUGGUGAAGGGGAAGGUUUAG SEQ ID NO: 47 AT2G26080 UUGUUUUUUUUUUGGUUUGGUU SEQ ID
NO: 48

Regione non tradotta 3' (3' UTR)

In alcuni aspetti, le molecole di acido nucleico fornite nel presente documento includono inoltre
una regione 3' non tradotta (3' UTR). Qualsiasi sequenza 3' UTR puo essere inclusa nelle molecole di
acido nucleico fornite nel presente documento. In un aspetto, le molecole di acido nucleico fornite



nel presente documento includono una 3’ UTR virale. In un altro aspetto, le molecole di acido
nucleico fornite nel presente documento includono una 3' UTR non virale. Qualsiasi 3' UTR non
virale puo essere inclusa nelle molecole di acido nucleico fornite nel presente documento, come le
3’ UTR di trascrizioni espresse in qualsiasi cellula o organo, inclusi muscoli, pelle, tessuto
sottocutaneo, fegato, milza, linfonodi, cellule presentanti l'antigene e altri. In alcuni aspetti, le
molecole di acido nucleico fornite nel presente documento includono una 3' UTR comprendente
sequenze virali e non virali. Di conseguenza, una 3' UTR inclusa nelle molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento pud comprendere una combinazione di sequenze 3' UTR virali e
non virali. In un aspetto, I'UTR 3' & situato 3' o a valle del secondo polinucleotide di molecole di
acido nucleico fornito nel presente documento che comprende un primo transgene che codifica
una prima proteina antigenica o un frammento della stessa. In un altro aspetto, I'UTR 3' & situato 3'
o0 a valle del secondo polinucleotide di molecole di acido nucleico fornito nel presente documento
che comprende un primo transgene che codifica una prima proteina antigenica o un frammento
della stessa, e il secondo polinucleotide é situato 3' o a valle del primo polinucleotide di molecole di
acido nucleico fornito nel presente documento.

In un aspetto, I'UTR 3' delle molecole di acido nucleico qui fornite comprende un UTR 3'
dell'alfavirus. Un 3' UTR da qualsiasi alfavirus puo essere incluso nelle molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento, comprese le sequenze 3' UTR dal virus dell'encefalite equina
venezuelana (VEEV), dal virus dell'encefalite equina orientale (EEEV), dal virus delle Everglades
(EVEV), dal virus Mucambo (MUCV), dal virus della foresta di Semliki (SFV), dal virus Pixuna (PIXV),
dal virus Middleburg (MIDV), dal virus Chikungunya (CHIKV), dal virus O'Nyong-Nyong (ONNV),
dal virus Ross River (RRV), dal virus della foresta di Barmah (BFV), dal virus Getah (GETV), dal
virus Sagiyama (SAGV), dal virus Bebaru (BEBV), dal virus Mayaro (MAYV), dal virus Una (UNAV),
dal virus Sindbis (SINV), dal virus Aura (AURAV), dal virus Whataroa (WHAV), dal virus Babanki
(BABV), dal virus Kyzylagach (KYZV), Western Equine Encephalitis Virus (WEEV), Highland J Virus
(HJV), Fort Morgan Virus (FMV), Ndumu Virus (NDUV), Salmonid Alphavirus (SAV) o Buggy Creek
Virus (BCRV). In un altro aspetto, 'UTR 3' comprende una sequenza avente almeno 1'80%, almeno
1'85%, almeno il 90%, almeno il 91%, almeno il 92%, almeno il 93%, almeno il 94%, almeno il 95%,
almeno il 96%, almeno il 97%, almeno il 97,5%, almeno il 98%, almeno il 98,5%, almeno il 99%,
almeno il 99,5%, almeno il 99,6%, almeno il 99,7%, almeno il 99,8%, almeno il 99,9% e qualsiasi
numero o intervallo intermedio, identita a una sequenza di SEQ ID NO:76. In un altro aspetto
ancora, 'UTR 3' comprende una sequenza poli-A. In un ulteriore aspetto, I'UTR 3' comprende una
sequenza di SEQ ID NO:76.

In alcune realizzazioni, la 3' UTR comprende una sequenza selezionata dalle 3' UTR di alanina
aminotransferasi 1, apolipoproteina E umana, catena alfa del fibrinogeno umano, aptoglobina
umana, antitrombina umana, alfa globina umana, beta globina umana, complemento umano C3,
fattore di crescita umano, epcidina umana, MALAT-1, beta globina di topo, albumina di topo e beta
globina di Xenopus, o frammenti di uno qualsiasi dei precedenti. In alcune realizzazioni, la 3' UTR ¢
derivata dalla beta globina di Xenopus. Sequenze esemplari di 3' UTR includono SEQ ID NO: 16-22
come mostrato nella Tabella 2.

TABELLA 2 Sequenze 3' UTR. Nome Sequenza Numero ID Seq: XBG
CUAGUGACUGACUAGGGAUCUGGUUACCACUAAACCAG SEQ ID NO: 16



CCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUA
AUACCAACUACACUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAA
UGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGU UUCUUCACAU UMANO
UGCAAGGCUGGCCGGAAGCCCUUGCCUGAAAGCAAGA SEQ ID NO: 17 APTOGLOBINA
UUUCAGCCUGGAAGAGGGCAAAGUGGACGGGAGUGG
ACAGGAGUGGAUGCGAUAAGAUGUGGUUUGAAGCUG
AUGGGUGCCAGCCCUGCAUUGCUGAGUCAAUCAAUAA AGAGCUUUCUUUUGACCCAU UMANO
ACGCCGAAGCCUGCAGCCAUGCGGACCCCACGCCACCCC SEQ ID NO: 18 APOLIPO-
GUGCCUCCUGCCUCCGCGCAGCCUGCAGCGGGAGACC PROTEINA
CUGUCCCCGCCCCAGCCGUCCUCCUGGGGUGGACCCU E AGUUUAAUAAAGAUUCACCAAGUUUCACGCA
virus dell'epatite C UAGAGCGGCAAACCCUAGCUACACUCCAUAGCUAGUU SEQ ID NO: 19
ucuuuuuuuuuuGcuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuyu
vuuuuuuuuuuuuuuuccuuucuuuuccuucuuuu
UUCCUCUUUUCUUGGUGGCUCCAUCUUAGCCCUAGUC
ACGGCUAGCUGUGAAAGGUCCGUGAGCCGCAUGACUG
CAGAGAGUGCCGUAACUGGUCUCUCUGCAGAUCAUGU TOPO
ACACAUCACAACCACAACCUUCUCAGGCUACCCUGAG SEQ ID NO: 20 ALBUMINA
AAAAAAAGACAUGAAGACUCAGGACUCAUCUUUUCUG
UUGGUGUAAAAUCAACACCCUAAGGAACACAAAUUUC
UUUAAACAUUUGACUUCUUGUCUCUGUGCUGCAAUUA AUAAAAAAUGGAAAGAAUCUAC UMANO
ALFA GCUGGAGCCUCGGUAGCCGUUCCUCCUGCCCGGGG SEQ ID NO: 21 GLOBINA
CCUCCCAACGGGCCCUccuccccuccuuGLAccaaGeec
UUCCCUGGUCUUUGAAUAAAGUCUGAGUGGGCAGCA EMCV UAGUGCAGUCAC UGGCACAACG
CGUUGCCCGG SEQ ID NO: 22 AAAGCCAAUC GGGUAUACAC GGUCGUCAUACUGCAGACAG
GGUUCUUCUA CUUUGCAAGA UAGUCUAGAG UAGUAAAAUA AAA ...

Codone di stop triplo

In alcune realizzazioni, I'RNA autoreplicante pud comprendere una sequenza immediatamente a
valle di una regione codificante (ad esempio, ORF) che crea un triplo codone di stop. Un triplo
codone di stop e una sequenza di tre codoni di stop consecutivi. Il triplo codone di stop puo
garantire 'isolamento totale di una cassetta di espressione e puo essere incorporato per migliorare
I'efficienza della traduzione. In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione puo
comprendere una tripla combinazione di una qualsiasi delle sequenze UAG, UGA o UAA
immediatamente a valle di un ORF descritto nel presente documento. La tripla combinazione puo
essere tre degli stessi codoni, tre codoni diversi o qualsiasi altra permutazione dei tre codoni di
stop.

Potenziatori di traduzione e sequenze Kozak

Per l'inizio della traduzione, devono essere stabilite interazioni appropriate tra ribosomi e mRNA
per determinare la posizione esatta della regione di inizio della traduzione. Tuttavia, i ribosomi
devono anche dissociarsi dalla regione di inizio della traduzione per scivolare verso la sequenza a



valle durante la traduzione dell'mRNA. Gli enhancer di traduzione a monte delle sequenze di inizio
degli mRNA migliorano le rese della biosintesi proteica. Diversi studi hanno esaminato gli effetti
degli enhancer di traduzione. In alcune forme di realizzazione, un mRNA descritto nel presente
documento comprende una sequenza enhancer di traduzione. Queste sequenze enhancer di
traduzione migliorano 1'efficienza della traduzione di un RNA autoreplicante della divulgazione e
quindi forniscono una maggiore produzione della proteina codificata dall'mRNA. La regione
enhancer di traduzione puo essere situata nell'UTR 5' 0 3' di una sequenza di mRNA. Esempi di
regioni enhancer di traduzione includono regioni enhancer naturali dall'UTR 5' di TEV e dall'UTR 3'
della beta-globina di Xenopus. Le sequenze di potenziamento 5 UTR esemplari includono, ma non
sono limitate a, quelle derivate da mRNA che codificano proteine da shock termico (HSP) umane,
tra cui HSP70-P2, HSP70-M1 HSP72-M2, HSP17.9 e HSP70-P1. Le sequenze di potenziamento della
traduzione preferite utilizzate in conformita con le forme di realizzazione della presente
informativa sono rappresentate da SEQ ID No: 11-15 come mostrato nella Tabella 3.

TABELLA 3 Potenziatori UTR 5' ID sequenza Nome Sequenza NO.: HSP70-
GUCAGCUUUCAAACUCUUUGUUUCUUGUUU ID SEQ P2 GUUGAUUGAGAAUA Numero: 11 HSP70-
CUCUCGCCUGAGAAAAAAAAUCCACGAACC ID SEQ La mia 1 AAUUUCUCAGCAACCAGCACG Numero:
12 HISP72- ACCUGUGAGGGGUUCGAAGGAAGUAGCAGUG ID SEQ La M2
UUUUUUUGUUCCUAGAGGAAGAG Numero: 13 HSP17.9 ACACAGAAACAUUCGCAAAAACAAAAUCCC
ID SEQ AGUAUCAAAAUUCUUCUCUUUUUUUCAUAU Numero: 14 UUCGCAAAGAC HSP70-
CAGAAAAAUUUGCUACAUUGUUUCACAAAC ID SEQ La prima UUCAAAUAUUAUUCAUU ... Numero:
15

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione comprende una sequenza Kozak.
Come é noto nell'arte, una sequenza Kozak e una breve sequenza di consenso incentrata sul sito di
inizio della traduzione degli mRNA eucariotici che consente un inizio efficiente della traduzione
dell'mRNA. Vedere, ad esempio, Kozak, Marilyn (1988) Mol. e Cell Biol, 8:2737-2744; Kozak, Marilyn
(1991) J. Biol. Chem, 266: 19867-19870; Kozak, Marilyn (1990) Proc Natl. Acad. Sci. USA, 87:8301-
8305; e Kozak, Marilyn (1989) J. Cell Biol, 108:229-241. Garantisce che una proteina venga tradotta
correttamente dal messaggio genetico, mediando l'assemblaggio del ribosoma e I'inizio della
traduzione. Il meccanismo di traduzione ribosomiale riconosce il codone di inizio AUG nel contesto
della sequenza Kozak. Una sequenza Kozak puo essere inserita a monte della sequenza codificante
per la proteina di interesse, a valle di un 5' UTR o inserita a monte della sequenza codificante per la
proteina di interesse e a valle di un 5' UTR. In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante descritto
nel presente documento comprende una sequenza Kozak avente la sequenza amminoacidica
GCCACC (SEQ ID NO: 23). Preferibilmente un RNA autoreplicante descritto nel presente documento
comprende una sequenza Kozak parziale "p" avente la sequenza amminoacidica GCCA (SEQ ID NO:
24).

Transgeni

I transgeni inclusi nelle molecole di acido nucleico fornite nel presente documento possono
codificare una proteina antigenica o un frammento della stessa. In alcune realizzazioni, i secondi
polinucleotidi di molecole di acido nucleico forniti nel presente documento comprendono un



primo transgene. Un primo transgene incluso nei secondi polinucleotidi di molecole di acido
nucleico forniti nel presente documento puo codificare una prima proteina antigenica o un
frammento della stessa. Un transgene incluso nei secondi polinucleotidi di molecole di acido
nucleico forniti nel presente documento pud comprendere una sequenza che codifica la sequenza
amminoacidica completa di una proteina antigenica o una sequenza che codifica qualsiasi
porzione o frammento idoneo della sequenza amminoacidica completa di una proteina antigenica.
In alcune realizzazioni, la proteina antigenica € una proteina di coronavirus.

In un'altra forma di realizzazione, la proteina antigenica, quando somministrata a un soggetto
mammifero, provoca una risposta immunitaria a un patogeno, come un coronavirus. In alcune
forme di realizzazione piu particolari, la proteina antigenica & espressa sulla superficie esterna del
coronavirus; mentre in altre forme di realizzazione piu particolari, I'antigene puod essere un
antigene non di superficie, ad esempio, utile come epitopo delle cellule T. L'immunogeno puo
provocare una risposta immunitaria contro un coronavirus. La risposta immunitaria puo
comprendere una risposta anticorpale (solitamente includente IgG) e/o una risposta immunitaria
mediata dalle cellule. L'immunogeno polipeptidico in genere provochera una risposta immunitaria
che riconosce il coronavirus corrispondente. L'immunogeno sara in genere un polipeptide di
superficie, ad esempio una glicoproteina dell'involucro, una glicoproteina spike, ecc.

In alcuni aspetti, la proteina virale codificata dai transgeni inclusi nelle molecole di acido nucleico
fornite nel presente documento € una proteina del coronavirus. In alcune realizzazioni, la proteina
antigenica e una proteina SARS-CoV-2.

In un aspetto, la proteina antigenica e una glicoproteina spike di SARS-CoV-2 o un frammento di
essa. In un altro aspetto, la glicoproteina spike di SARS-CoV-2 & una glicoproteina spike di SARS-
CoV-2 di tipo selvaggio. In alcuni aspetti, la glicoproteina spike di SARS-CoV-2 di tipo selvaggio ha
una sequenza amminoacidica di SEQ ID NO:123. In un altro aspetto ancora, il secondo
polinucleotide di molecole di acido nucleico fornito nel presente documento comprende una
sequenza avente almeno 1'85%, almeno il 90%, almeno il 91%, almeno il 92%, almeno il 93%,
almeno il 94%, almeno il 95%, almeno il 96%, almeno il 97%, almeno il 97,5%, almeno il 98%,
almeno il 98,5%, almeno il 99%, almeno il 99,5%, almeno il 99,6%, almeno il 99,7%, almeno il 99,8%,
almeno il 99,9% e qualsiasi numero o intervallo intermedio, di identita con una sequenza di SEQ ID
NO:121 0 SEQ ID NO:122. In un altro aspetto, il secondo polinucleotide di molecole di acido nucleico
fornito nel presente documento comprende una sequenza di SEQ ID NO:121 o SEQ ID NO:122. Di
conseguenza, in alcuni aspetti, i primi transgeni inclusi nei secondi polinucleotidi di molecole di
acido nucleico qui forniti comprendono una sequenza avente almeno 1'85%, almeno il 90%, almeno
il 91%, almeno il 92%, almeno il 93%, almeno il 94%, almeno il 95%, almeno il 96%, almeno il 97%,
almeno il 97,5%, almeno il 98%, almeno il 98,5%, almeno il 99%, almeno il 99,5%, almeno il 99,6%,
almeno il 99,7%, almeno il 99,8%, almeno il 99,9% e qualsiasi numero o intervallo intermedio, o il
100% di identita con una sequenza di SEQ ID NO:121 o SEQ ID NO:122.

In un aspetto, il secondo polinucleotide di molecole di acido nucleico fornito nel presente
documento codifica una glicoproteina spike di SARS-CoV-2 di tipo selvaggio o un frammento della
stessa. In alcuni aspetti, una glicoproteina spike di SARS-CoV-2 di tipo selvaggio comprende una
sequenza di SEQ ID NO:123. In un altro aspetto, il secondo polinucleotide di molecole di acido



nucleico fornito nel presente documento codifica una proteina spike di SARS-CoV-2 comprendente
una o piu mutazioni rispetto a una sequenza di glicoproteina spike di SARS-CoV-2 di tipo selvaggio.
Le mutazioni possono includere sostituzioni, delezioni, inserzioni e altro. Le mutazioni possono
essere presenti in qualsiasi posizione o in qualsiasi combinazione di posizioni di una glicoproteina
spike di SARS-CoV-2. Un numero qualsiasi di sostituzioni, inserzioni, delezioni o combinazioni delle
stesse puo essere presente in una o piu posizioni di una glicoproteina spike di SARS-CoV-2. Ad
esempio, le sostituzioni possono includere un cambiamento di un amminoacido di tipo selvatico in
qualsiasi posizione o in qualsiasi combinazione di posizioni in qualsiasi altro amminoacido o
combinazione di qualsiasi altro amminoacido. Le mutazioni esemplari includono mutazioni nelle
posizioni 614, 936, 320, 477, 986, 987 o qualsiasi combinazione di esse. In un aspetto, una
glicoproteina spike SARS-CoV-2 o un frammento di essa codificato da transgeni di secondi
polinucleotidi inclusi nelle molecole di acido nucleico fornite nel presente documento include una
mutazione D614G, una mutazione D936Y, una mutazione D936H, una mutazione V320G, una
mutazione S477N, una mutazione S4771, una mutazione S477T, una mutazione K986P, una
mutazione V987P o qualsiasi combinazione di esse. Ulteriori mutazioni e varianti possono essere
trovate nel database informativo del National Bioinformatics Center 2019 Novel Coronavirus
(2019nCoVR), National Genomics Data Center, China National Center for Bioinformation/Beijing
Institute of Genomics, Chinese Academy of Science all'indirizzo
bigd.big.ac.cn/ncov/variation/annotation. In un altro aspetto, il secondo polinucleotide include un
transgene che codifica una glicoproteina SARS-CoV-2 avente almeno 1'85%, almeno il 90%, almeno il
91%, almeno il 92%, almeno il 93%, almeno il 94%, almeno il 95%, almeno il 96%, almeno il 97%,
almeno il 97,5%, almeno il 98%, almeno il 98,5%, almeno il 99%, almeno il 99,5%, almeno il 99,6%,
almeno il 99,7%, almeno il 99,8%, almeno il 99,9% e qualsiasi numero o intervallo intermedio, o il
100% di identita con una sequenza di SEQ ID NO:123.

In alcuni aspetti, il secondo polinucleotide di molecole di acido nucleico fornito nel presente
documento comprende almeno due transgeni, come una seconda proteina coronavirus. Qualsiasi
numero di transgeni puo essere incluso nei secondi polinucleotidi di molecole di acido nucleico
forniti nel presente documento, come uno, due, tre, quattro, cinque, sei, sette, otto, nove, dieci o piu
transgeni. In un aspetto, il secondo polinucleotide di molecole di acido nucleico fornito nel
presente documento include un secondo transgene che codifica una seconda proteina antigenica o
un frammento della stessa 0 una proteina immunomodulatrice. In un aspetto, il secondo
polinucleotide comprende inoltre un sito di ingresso ribosomiale interno (IRES), una sequenza che
codifica un peptide 2A o una combinazione di essi, situati tra i transgeni. Come utilizzato nel
presente documento, il termine "peptide 2A" si riferisce a una piccola sequenza (generalmente 18-
22 amminoacidi) che consente una produzione stechiometrica efficiente di prodotti proteici discreti
all'interno di un singolo frame di lettura tramite un evento di salto ribosomiale all'interno della
sequenza peptidica 2A. Come utilizzato nel presente documento, il termine "sito di ingresso
ribosomiale interno" o "IRES" si riferisce a una sequenza nucleotidica che consente l'inizio della
traduzione proteica di una sequenza di RNA messaggero (mRNA) in assenza di un codone di inizio
AUG o senza utilizzare un codone di inizio AUG. Un IRES puo essere trovato ovunque in una
sequenza di mRNA, come all'inizio o vicino all'inizio, al centro o vicino alla fine o alla fine della
sequenza di mRNA, ad esempio.



Qualsiasi numero di transgeni inclusi nei secondi polinucleotidi di molecole di acido nucleico qui
forniti puo essere espresso tramite qualsiasi combinazione di sequenze peptidiche 2A e IRES. Ad
esempio, un secondo transgene situato a 3' di un primo transgene puo essere espresso tramite una
sequenza peptidica 2A o tramite una sequenza IRES. Come altro esempio, un secondo transgene
situato a 3' di un primo transgene e un terzo transgene situato a 3' del secondo transgene possono
essere espressi tramite sequenze peptidiche 2A situate tra il primo e il secondo transgene e il
secondo e il terzo transgene, tramite una sequenza IRES situata tra il primo e il secondo transgene
e il secondo e il terzo transgene, tramite una sequenza peptidica 2A situata tra il primo e il secondo
transgene e una IRES situata tra il secondo e il terzo transgene, o tramite una sequenza IRES situata
tra il primo e il secondo transgene e una sequenza peptidica 2A situata tra il secondo e il terzo
transgene. Configurazioni e combinazioni simili di sequenze peptidiche 2A e IRES situate tra
transgeni sono contemplate per qualsiasi numero di transgeni inclusi nei secondi polinucleotidi di
molecole di acido nucleico qui forniti. Oltre all'espressione tramite sequenze peptidiche 2A e IRES,
due o piu transgeni inclusi nelle molecole di acido nucleico qui forniti possono anche essere
espressi da RNA subgenomici separati.

Un secondo, terzo, quarto, quinto, sesto, settimo, ottavo, nono, decimo, ecc., transgene incluso nei
secondi polinucleotidi di molecole di acido nucleico qui forniti puo codificare una proteina
immunomodulatrice o un frammento funzionale o una variante funzionale della stessa. Qualsiasi
proteina immunomodulatrice o un frammento funzionale o una variante funzionale della stessa
puo essere codificata da un transgene incluso nei secondi polinucleotidi.

Come qui utilizzato, i termini "variante funzionale" o "frammento funzionale" si riferiscono a una
molecola, tra cui un acido nucleico o una proteina, ad esempio, che comprende una sequenza di
nucleotidi e/o amminoacidi che é alterata da uno o piu nucleotidi e/o amminoacidi rispetto alle
sequenze di nucleotidi e/o amminoacidi della molecola madre o di riferimento. Per una proteina,
una variante funzionale e ancora in grado di funzionare in un modo che é simile alla molecola
madre. In altre parole, le modifiche nella sequenza di amminoacidi e/o nucleotidi della molecola
madre non influenzano o alterano significativamente le caratteristiche funzionali della molecola
codificata dalla sequenza nucleotidica o contenente la sequenza di amminoacidi. La variante
funzionale puo avere modifiche conservative della sequenza tra cui sostituzioni, aggiunte e
delezioni di nucleotidi e amminoacidi. Queste modifiche possono essere introdotte da tecniche
standard note nell'arte, come la mutagenesi sito-diretta e la mutagenesi mediata da PCR casuale. Le
varianti funzionali possono anche includere, ma non sono limitate a, derivati che sono
sostanzialmente simili nella sequenza strutturale primaria, ma che contengono, ad esempio,
modifiche in vitro o in vivo, chimiche e/o biochimiche, che non si trovano nella molecola madre.
Tali modifiche includono, tra le altre, acetilazione, acilazione, ADP-ribosilazione, amidazione,
legame covalente di flavina, legame covalente di una frazione eme, legame covalente di un
nucleotide o derivato nucleotidico, legame covalente di un lipide o derivato lipidico, legame
covalente di fosfotidilinositolo, reticolazione, ciclizzazione, formazione di legami disolfuro,
demetilazione, formazione di legami crociati covalenti, formazione di cisteina, formazione di
piroglutammato, formilazione, gamma-carbossilazione, glicosilazione, formazione di ancoraggio
GPJ, idrossilazione, iodinazione, metilazione, miristoilazione, ossidazione, pegilazione,
elaborazione proteolitica, fosforilazione, prenilazione, racemizzazione, selenoilazione,



solfatazione, aggiunta di amminoacidi alle proteine mediata da RNA di trasferimento come
arginilazione, ubiquitinazione e simili.

In un aspetto, un secondo transgene incluso nei secondi polinucleotidi di molecole di acido
nucleico qui forniti codifica una citochina, una chemiochina o un'interleuchina. Le citochine
esemplari includono interferoni, TNF-a, TGF-f, G-CSF e GM-CSF. Le chemiochine esemplari
includono CCL3, CCL26 e CXCL7. Le interleuchine esemplari includono IL-I, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 e IL-23. Qualsiasi transgene o combinazione di transgeni
che codificano qualsiasi citochina, chemiochina, interleuchina o combinazioni di queste, pud
essere incluso nei secondi polinucleotidi di molecole di acido nucleico qui forniti.

In alcune realizzazioni, il secondo transgene codifica una seconda proteina del coronavirus.
Molecole di DNA e RNA

Le molecole di acido nucleico qui fornite possono essere molecole di DNA o molecole di RNA. Si
comprendera che T presente nel DNA é sostituito con U nell'RNA e viceversa. In un aspetto, le
molecole di acido nucleico qui fornite sono molecole di DNA. In un altro aspetto, le molecole di
DNA qui fornite comprendono inoltre un promotore. Come utilizzato nel presente documento, il
termine "promotore" si riferisce a una sequenza regolatrice che avvia la trascrizione. Un
promotore puo essere collegato operativamente al primo e al secondo polinucleotide delle
molecole di acido nucleico qui fornite. In generale, i promotori inclusi nelle molecole di DNA qui
fornite includono promotori per la trascrizione in vitro (IVT). Qualsiasi promotore adatto per la
trascrizione in vitro puo essere incluso nelle molecole di DNA qui fornite, come un promotore T7,
un promotore T3, un promotore SP6 e altri. In un aspetto, le molecole di DNA qui fornite
comprendono un promotore T7. In un altro aspetto, il promotore é situato a 5’ del 5’ UTR incluso
nelle molecole di DNA fornite nel presente documento. In un altro aspetto ancora, il promotore é
un promotore T7 situato a 5’ del 5' UTR incluso nelle molecole di DNA fornite nel presente
documento. In un altro aspetto ancora, il promotore si sovrappone al 5’ UTR. Un promotore e un 5'
UTR possono sovrapporsi di circa un nucleotide, circa due nucleotidi, circa tre nucleotidi, circa
quattro nucleotidi, circa cinque nucleotidi, circa sei nucleotidi, circa sette nucleotidi, circa otto
nucleotidi, circa nove nucleotidi, circa dieci nucleotidi, circa 11 nucleotidi, circa 12 nucleotidi, circa
13 nucleotidi, circa 14 nucleotidj, circa 15 nucleotidi, circa 16 nucleotidi, circa 17 nucleotidi, circa
18 nucleotidi, circa 19 nucleotidi, circa 20 nucleotidi, circa 21 nucleotidi, circa 22 nucleotidi, circa
23 nucleotidi, circa 24 nucleotidi, circa 25 nucleotidi, circa 26 nucleotidi, circa 27 nucleotidi, circa
28 nucleotidi, circa 29 nucleotidi, circa 30 nucleotidi, circa 31 nucleotidi, circa 32 nucleotidi, circa
33 nucleotidi, circa 34 nucleotidi, circa 35 nucleotidi, circa 36 nucleotidi, circa 37 nucleotidi, circa
38 nucleotidi, circa 39 nucleotidi, circa 40 nucleotidi, circa 41 nucleotidi, circa 42 nucleotidi, circa
43 nucleotidi, circa 44 nucleotidi, circa 45 nucleotidi, circa 46 nucleotidi, circa 47 nucleotidi, circa
48 nucleotidi, circa 49 nucleotidi, circa 50 nucleotidi o piu nucleotidi.

In alcuni aspetti, le molecole di DNA fornite nel presente documento includono un promotore per
la trascrizione in vivo. In genere, il promotore per la trascrizione in vivo € un promotore della RNA
polimerasi II (RNA pol II). Qualsiasi promotore della RNA pol II puo essere incluso nelle molecole di
DNA fornite nel presente documento, inclusi promotori costitutivi, promotori inducibili e



promotori tessuto-specifici. I promotori costitutivi esemplari includono un promotore del
citomegalovirus (CMV), un promotore EFla, un promotore SV40, un promotore PGK1, un
promotore Ubc, un promotore della beta-actina umana, un promotore CAG e altri. Qualsiasi
promotore tessuto-specifico puo essere incluso nelle molecole di DNA fornite nel presente
documento. In un aspetto, il promotore RNA pol II & un promotore specifico del muscolo, un
promotore specifico della pelle, un promotore specifico del tessuto sottocutaneo, un promotore
specifico del fegato, un promotore specifico della milza, un promotore specifico del linfonodo o un
promotore con qualsiasi altra specificita tissutale. Le molecole di DNA fornite nel presente
documento possono anche includere un potenziatore. Qualsiasi potenziatore che aumenti la
trascrizione puo essere incluso nelle molecole di DNA fornite nel presente documento.

In alcuni aspetti, le molecole di acido nucleico fornite nel presente documento sono molecole di
RNA. Una molecola di RNA fornita nel presente documento puo essere generata tramite
trascrizione in vitro (IVT) di molecole di DNA fornite nel presente documento. In un aspetto, le
molecole di RNA fornite nel presente documento sono molecole di RNA autoreplicanti. In un altro
aspetto, le molecole di RNA fornite nel presente documento comprendono inoltre un cappuccio 5'.
Qualsiasi cappuccio 5' puo essere incluso nelle molecole di RNA fornite nel presente documento,
inclusi i cappucci 5' aventi una struttura Cap 1, una struttura Cap 1 (m6A), una struttura Cap 2, una
struttura Cap 0 o qualsiasi combinazione di queste. In un aspetto, le molecole di RNA fornite nel
presente documento includono un cappuccio 5' avente una struttura Cap 1. In un altro aspetto
ancora, le molecole di RNA fornite nel presente documento sono molecole di RNA autoreplicanti
comprendenti un cappuccio 5' avente una struttura Cap 1. In un ulteriore aspetto, le molecole di
RNA fornite nel presente documento comprendono un cappuccio avente una struttura Cap 1, in cui
un m7G é collegato tramite un trifosfato 5'-5' all'estremita 5’ dell'UTR 5'. In un ulteriore aspetto
ancora, le molecole di RNA fornite nel presente documento comprendono un cappuccio avente una
struttura Cap 1, in cui un m7G € collegato tramite un trifosfato 5-5' all'estremita 5’ dell'UTR 5'
comprendente una sequenza di SEQ ID NO:73. E possibile utilizzare qualsiasi metodo di capping,
incluso, ma non limitato all'utilizzo di un enzima Vaccinia Capping (New England Biolabs, Ipswich,
Mass.) e capping co-trascrizionale o capping all'inizio o subito dopo l'inizio della trascrizione in
vitro (IVT), ad esempio, includendo un agente di capping come parte di una reazione di
trascrizione in vitro (IVT). (Nuc. Acids Symp. (2009) 53:129).

In alcune forme di realizzazione, sono fornite nel presente documento molecole di acido nucleico
comprendenti (a) una sequenza di SEQ ID NO:10; (b) una sequenza di SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73,
SEQ ID NO:76 e SEQ ID NO:77, in cui T é sostituito con U; (c) una sequenza di SEQ ID NO: 124; (d)
una sequenza di SEQ ID NO:124, in cui T e sostituito con U; (e) una sequenza di SEQ ID NO:125; o (f)
una sequenza di SEQ ID NO:125, in cui T € sostituito con U. In un aspetto, le molecole di acido
nucleico fornite nel presente documento sono molecole di RNA. In un altro aspetto, le molecole di
RNA fornite nel presente documento comprendono inoltre un cappuccio 5' avente una struttura
Cap 1. Qualsiasi molecola di RNA fornita nel presente documento puo essere una molecola di RNA
autoreplicante.

Solo quegli mRNA che portano la struttura Cap sono attivi nella traduzione dipendente da Cap; la
“decapitazione” degli mRNA determina una perdita quasi completa della loro attivita modello per



la sintesi proteica (Nature, 255:33-37, (1975); J. Biol. Chem., vol. 253:5228-5231, (1978); e Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 72:1189-1193, (1975)).

Un altro elemento dell'mRNA eucariotico ¢ la presenza di residui di nucleoside 2'-O-metilico nella
posizione di trascrizione 1 (Cap 1) e, in alcuni casi, nelle posizioni di trascrizione 1 e 2 (Cap 2). La 2'-
O-metilazione dell'mRNA fornisce una maggiore efficacia della traduzione dell'mRNA in vivo (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:3952-3956 (1980)) e migliora ulteriormente la stabilita della nucleasi
dell'mRNA con cappuccio 5. L'mRNA con Cap 1 (e Cap 2) & un segno distintivo che consente alle
cellule di riconoscere l'estremita 5’ del'mRNA autentico e, in alcuni casi, di discriminare le
trascrizioni provenienti da elementi genetici infettivi (Nucleic Acid Research 43: 482-492 (2015)).

Alcuni esempi di strutture di cap 5' e metodi per preparare mRNA che le comprendono sono forniti
in W02015/051169A2, W0/2015/061491, US 2018/0273576 e US Pat. Nos. 8,093,367, 8,304,529 e
10,487,105. In alcune realizzazioni, il cap 5' € m7GpppAmpG, che é noto nell'arte. In alcune
realizzazioni, il cap 5' € m7GpppG o0 m7GpppGImn, che sono noti nell'arte. Le formule strutturali per
le realizzazioni di strutture di cap 5' sono fornite di seguito.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente informativa comprende un
cappuccio 5’ avente la struttura di Formula (Cap I).

1 1 2
incui B € una nucleobase naturale o modificata; R e R sono ciascuno indipendentemente

selezionati da un alogeno, OH e OCH s ; ciascuna L é indipendentemente selezionata dal gruppo
costituito da fosfato, fosforotioato e boranofosfato in cui ciascuna L é legata da legami diesterici; n
€ 0 01. e mRNA rappresenta un,mRNA della presente divulgazione legato alla sua estremita 5'. In
alcune realizzazioni B € G, m G o4A. In alcune realizzazioni, n e 0. In alcune realizzazionin é 1.
In alcune realigzazionj, B €éAom AeR eOCHj;;incuiG e guanina, m G & 7-metilguanina, A
eadeninaem AeéeN -metiladenina.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione comprende un cappuccio 5
avente la struttura di Formula (Cap II).

1 2 1 2
ingcuiB eB sono ciascuno indipendentemente una nucleobase naturale o modificata; R ,R ,e

R sono ciascuno indipendentemente selezionati da un alogeno, OH, e OCH 3; ogni L &
indipendentemente selezionato dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e boranofosfato in
cui ogni L é legata da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA dellapresente divulgazione
legato alla sua estremita 5'; en € 0 o 1. In alcune realizzazioniB ¢ G,m G,o0 A.In algune ,
realizzazioni, n € 0. In alcune realizzazioni, n é 1. In alcune realizzazjoni,B ;e Aom AeR &
OCH 3;in cui G € guanina, m G é 7-metilguanina, A ¢ adenina,em AéN -metiladenina.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione comprende un cappuccio 5
avente la struttura di Formula (Cap III).

in cui B1, B2 e B3 sono ciascuno indipendentemente una nucleobase naturale o modificata; R1, R2,



R3 e R4 sono ciascuno indipendentemente selezionati da un alogeno, OH e OCH3; ciascuna L é
indipendentemente selezionata dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato e boranofosfato in
cui ciascuna L é legata da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presente divulgazione
legato alla sua estremita 5'; e n € 0 0 1. In alcune realizzazioni, almeno uno tra R1, R2, R3 e R4 & OH.
In alcune realizzazioni B1 € G, m7G o A. In alcune realizzazioni, B1 € A o m6A e R1 € OCH3; in cui G
e guanina, m7G é 7-metilguanina, A € adenina e m6A € N6-metiladenina. In alcune realizzazioni, n
el.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cap 5 m7GpppG avente la struttura di Formula (Cap IV).

1 2 3
incui, R ,R ,eR sono ciascuno indipendentemente selezionati da un alogeno, OH, e OCH 3,

ogni L é indipendentemente selezionato dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L e legato da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presente
diyulgazione legato alla sua estremita 5'; n € 0 0 1. In alcune realizzazipni, aljmenounodiR ,R ,e
R €& OH.In alcune realizzazioni, il tappo 5'é m GpppGincuiR ,R ,eR sono ciascuno OH,ne
1, e ogni L & un fosfatg. In glcune realizzazioni, n£ 1. In alcune realizzazioni, il cappuccio 5' e
m7GpppGm, incuiR eR sono ciascuno OH,R & OCH 3, ciascuna L é un fosfato, mRNA &
I'mRNA che codifica un enzima avente attivita OTC legata alla sua estremita 5',ene 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cap 5 m7Gpppm7G avente la struttura di Formula (Cap V).

1 2 3
incui, R ,R ,eR sonociascuno indipendentemente selezionato da un alogeno, OH, e OCH 3 ;

ogni L e indipendentemente selezionato dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L e legata da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presentg
divulgazione legato alla sua estremita 5'; en € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenounodiR ,R ,
e R & OH. In alcune realizzazioni, n e 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
m7Gpppm7GpN, 5’ cap, in cui N & un nucleotide naturale o modificato, 'analogo 5’ cap avente la
struttura di Formula (Cap V).

3 1 2 3 4
incui B € una nucleobase naturale o modificata;R ,R ,R ,eR sono ciascuno selezionato

indipendentemente da un alogeno, OH, e OCH 3 ; ogni L é selezionato indipendentemente dal
gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e boranofosfato in cui ogni L é legata da legami diesteri;
mRNA rappresenta un mRNA della presente,divulgazigne legato alla sua estremita 5'; en e 0 o 3,In
alcune realizzazioni, almenounotraR 4, R ,R ,eR € OH.In alcune realizzazioniB € G, m G,
0 A. In alcune realizzazioni,B ¢ Aomyz; AeR €0OCHgs;incuiGeéguanina,m Geé7-
metilguanina, A € adenina,em A éN -metiladenina. In alcune realizzazioni, n é 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cap 5 m7Gpppm7GpG avente la struttura di Formula (Cap VII).



1 2 3 4
incui, R ,R ,R ,eR sono ciascuno selezionato indipendentemente da un alogeno, OH, e OCH ;3

; ogni L e selezionato indipendentemente dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L é legata da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presentg
divulgazione legato alla sua estremita 5'; e n € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenounodiR ,R ,
R ,eR ¢ OH.In alcune realizzazioni, n e 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cap 5’ m7Gpppm7Gpm7G avente la struttura di Formula (Cap VIII).

1 2 3 4
incui, R ,R ,R ,eR sono ciascuno selezionato indipendentemente da un alogeno, OH, e OCH ;3

; ogni L € selezionato indipendentemente dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L é legata da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presenge
divulgazione legato alla sua estremita 5'; n € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenounotraR ,R ,
R ,eR e OH.In alcune realizzazioni,n e 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione comprende un analogo del cap 5'
m7GpppA avente la struttura di Formula (Cap IX).

1 2 3
incui, R ,R ,eR sono ciascuno indipendentemente selezionato da un alogeno, OH, e OCH 3 ;

ogni L e indipendentemente selezionato dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L é legata da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presentg
divulgazione legato alla sua estremita 5'; e n € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenounodiR ,R ,
e R & OH. In alcune realizzazioni, n & 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cappuccio 5’ m7GpppApN, in cui N & un nucleotide naturale o modificato e il cappuccio 5 ha la
struttura di Formula (Cap X).

3 1 2 3 4
in cui B € una nucleobase naturale o modificata; R ,R ,R ,eR sono ciascuno selezionato

indipendentemente da un alogeno, OH, e OCH 3, ogni L & selezionato indipendentemente dal
gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e boranofosfato in cui ogni L é legata da legami diesteri;
mRNA rappresenta un mRNA della presente,divulgazigne legato alla sua estremita 5';ené 00 1,In
alcunegrealizzazioni, almenoungtraR ,R ,R ,eR & OH.In alcunegrealizzgazioniB ¢G,m G,
Aom A;incuiGéguanina, m G e 7-metilguanina, A ¢ adenina,em AeéN -metiladenina. In
alcune realizzazioni, n & 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cap 5 m7GpppAmpG avente la struttura di Formula (Cap XI).

1 2 4
incui, R ,R ,eR sono ciascuno selezionato indipendentemente da un alogeno, OH, e OCH 3;

ogni L é selezionato indipendentemente dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e



boranofosfato in cui ogni L e legato da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presentg
divulgazione legato alla sua estremita 5'; e n € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenouno diR, ,R, ,
e R , € OH. In alcune realizzazioni, il composto di Formula Cap XIé m GpppAmpG,incuiR ,R ,
e R sono ciascuno OH, n € 1, e ogni L & un legame fosfato. In alcune realizzazioni, n & 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione comprende un analogo del cap 5
m7GpppApm7G avente la struttura di Formula (Cap XII).

1 2 3 4
incui,R ,R ,R ,eR sono ciascuno indipendentemente selezionato da un alogeno, OH, e OCH 3

,0gni L é indipendentemente selezionato dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L é legato da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presentg
divulgazjone legato alla sua estremita 5'; e n € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenounodiR ,R ,
R ,eR ¢OH.In alcune realizzazioni,n e 1.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della presente invenzione comprende un analogo
del cap 5 m7GpppApm7G avente la struttura di Formula (Cap XIII).

1 2 4
incui, R ,R ,eR sono ciascuno indipendentemente selezionato da un alogeno, OH, e OCH 3,

ogni L é indipendentemente selezionato dal gruppo costituito da fosfato, fosforotioato, e
boranofosfato in cui ogni L & legato da legami diesteri; mRNA rappresenta un mRNA della presentg
divylgazione legato alla sua estremita 5'; e n € 0 o 1. In alcune realizzazioni, almenounodiR ,R ,
e R @& OH. In alcune realizzazioni, n & 1.

Coda di poli-adenina (poli-A)

La poliadenilazione & I'aggiunta di una coda di poli(A), una catena di nucleotidi di adenina
solitamente lunga circa 100-120 monomeri, a un mRNA. Negli eucarioti, la poliadenilazione é parte
del processo che produce mRNA maturo per la traduzione e inizia quando termina la trascrizione
di un gene. Il segmento piu a 3' di un pre-mRNA appena creato viene prima scisso da un set di
proteine; queste proteine quindi sintetizzano la coda di poli(A) all'estremita 3'. La coda di poli(A) &
importante per 'esportazione nucleare, la traduzione e la stabilita dell'mRNA. La coda si accorcia
nel tempo e, quando é sufficientemente corta, 'mRNA viene degradato enzimaticamente. Tuttavia,
in alcuni tipi di cellule, gli mRNA con code di poli(A) corte vengono immagazzinati per una
successiva attivazione tramite ri-poliadenilazione nel citosol.

Preferibilmente, un RNA autoreplicante della divulgazione comprende una regione di coda 3', che
puo servire a proteggere I'RNA dalla degradazione dell'esonucleasi. La regione di coda puo essere
una regione 3'poly(A) e/o 3'poly(C). Preferibilmente, la regione di coda & una coda 3'poly(A). Come
utilizzato nel presente documento, una "coda 3'poly(A)" € un polimero di nucleotidi adenina
sequenziali che puo variare in dimensioni da, ad esempio: da 10 a 250 nucleotidi adenina
sequenziali; da 60 a 125 nucleotidi adenina sequenziali, da 90 a 125 nucleotidi adenina sequenziali,
da 95 a 125 nucleotidi adenina sequenziali, da 95 a 121 nucleotidi adenina sequenziali, da 100 a 121
nucleotidi adenina sequenziali, da 110 a 121 nucleotidi adenina sequenziali; 112-121 nucleotidi
adenini sequenziali; 114-121 nucleotidi adenini sequenziali; oppure 115-121 nucleotidi adenini
sequenziali. Preferibilmente, una coda di poli(A) 3’ come descritto nel presente documento



comprende 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124 0 125 nucleotidi di adenina
sequenziali. Le code di poli(A) 3' possono essere aggiunte utilizzando una varieta di metodi noti
nell'arte, ad esempio, utilizzando la poli(A) polimerasi per aggiungere code all'RNA sintetico o
trascritto in vitro. Altri metodi includono 1'uso di un vettore di trascrizione per codificare le code di
poli(A) o I'uso di una ligasi (ad esempio, tramite legatura a splint usando una ligasi di RNA T4 e/o
una ligasi di DNA T4), in cui il poli(A) puo essere legato all'estremita 3' di un RNA senso. In alcune
realizzazioni, viene utilizzata una combinazione di uno qualsiasi dei metodi sopra indicati.

Progettazione e sintesi di RNA autoreplicanti

I costrutti per sequenze di RNA autoreplicanti esemplari della presente informativa sono forniti
nelle Tabelle 4-5.

TABELLA 4 Confronto di STARR™ autoreplicante RNA della divulgazione con comparativo RNA
autoreplicante come descritto Sequenza Costruire Posizione Tipo Sequenza STELLARE™ 5' UTR
nucleotide ATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCO (ID SEQ ACCAAAAA Numero: 49)
STELLARE™ non- nucleotide ATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCC (ID SEQ
strutturale CATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTT N.: 50) gene ORF
GAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATG
CTAATCGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTG
ATCGAAACGGAGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTG
ACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAA
GCACAAGTATCOATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGG
AAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCT
GAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTG
GACAAGAAAATGAAGGAGCTGGCCGCCGTCATGAGCG
ACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGA
CGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTT TACCAGGATGTACGCCGTCGACGGCCCCACCAGCC
TGTACCACCAGGCCAACAAGGGCGTGAGGGTGGCCTA
CTGGATCGGCTTCGACACCACACCCTTCATGTTCAAGA
ACCETTAGGGCCGGCCCTACCCCAGCTACAGCACCAACTG
GGCCGACGAGACCGTGCTGACCGCCAGGAACATCGGC
CTGTGCAGCAGCCGACGTGATGGAGAGGAGCCGGAGAG
GCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGAAGCCCAG
CAACAACGTGCTGTTCAGCGTGGGCAGCACCATCTAC
CACGAGAAGAGGGACCTGCTCAGGAGCTGGCACCTGC
CCAGCGTGTTCCACCTGAGGGGGCAAGCAGAACTACAC
CTGCAGGTGCGAGACCATCGTGAGCTGCGACGGCTAC
GTGGTGAGAGGATCGCCATCAGCCCCGGCCTGTACG
GCAAGCCCAGCGGCTACGCCGCTACAATGCACAGGGA GGGCTTCCTGTGCTAGGTGACCGACACCCTGAAC
GGCGAGAGGGTGAGCTTCCCCGTGTGCACCTACGTGC
CCGCCACCCTGTCGCACCAGATGACCGGCATCCTGGC
CACCGACGTGAGCGCCGACGACGCCCAGAAGCTGCTC
GTGGGCCTGAACCAGAGGATCGTGGTCAACGGCAGGA



CCCAGAGGAACACCAACACAATGAAGAACTACCTGCT
GCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTGGGCCAAG
GAGTACAAGGAGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCCTG
GGCCTGAGGGACAGGCAGCTGGTGATGGGCTGCTGCT
GGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCATCTACAA
GAGGCCCGACACCCAGACCATCATCAAGGTGAACAGC
GACTTCCACAGCTTCGTGCTGCCCAGGATCGGCAGCA
ACACCCTGGAGATCGGCCTGAGGACCCGGATCAGGAA
GATGCTGGAGGAACACAAGGAGCCCAGCCCACTGATC
ACCGCCGAGGACGTGCAGGAGGCCAAGTGCGCTGCCG
ACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAGGAACTGA
GGGCCGCCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACGTGGAGGA
ACCCACCCTGGAAGCCGACGTGGACCTGATGCTGAC
GAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACACCCAGGGGC
CTGATCAAGGTGACCAGCTACGACGGCGAGGACAAGA
TCGGCAGCTACGCCGTGCTGAGCCCACAGGCCGTGCT
GAAGTCGAGAAGCTGAGCTGCATCCACCACCCACTGGCC
GAGCAGGGTGATCGTGATCACCCACAGCGGCAGGAAGG
GCAGGTACGCCGTGGAGCCCTACCACGGCAAGGTGT
CGTGCCCGAGGGCCACGCCATCCCCGTGCAGGACTTC
CAGGCCCTGAGCGAGAGCGCCACCATCGTGTACAACG
AGAGGGAGTTCGTGAACAGGTACCTGCACCATATCGC
CACCCACGGCGGAGCCCTGAACACCGACGAGGAATAC
TACAAGACCGTGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAGT
ACCTGTACGACATCGACAGGAAGCAGTGCGTGAAGAA
AGAGCTGGTGACCGGCCTGGGACTGACCGGCGAGCTG
GTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGAGAGCCT
GAGGACCAGACCCGCCGCTCCCTACCAGGTGCCCACC
ATCGGGCGTGTACGGCGTGCCCGGCAGCGGAAAGAGCG
GCATCATCAAGAGCGCCGTAGACCAAGAAAGACCTGGT
GGTCAGCGCCAAGAAAGAGAACTGCGCCGAGATCATC
AGGGACGTGAAGAAGATGAAAGGCCTGGACGTGAAC
GCGCGCACCGTGGACAGCGGTGCTGCTGAACGGCTGCA
AGCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAGGCCTT
CGCTTGCCACGCCGGCACCCTGAGGGCCCTGATCGCC
ATCATCAGGCCCAAGAAAGCCGTGCTGTGCGGCGACC
CCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCTGAAG
GTGCACTTCAACCACGAGATCTGCACCCAGGTGTTCCA
CAAGAGCATCAGCAGGCGGTGCACCAAGAGCGTGACC
AGCGTCGTGAGCACCCTGTTCTACGACAAGAAAATGA
GGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAATCGTGATCGA
CACCACAGGCAGCCAAGCCCAAGCAGGACGACCTG
ATCCTGACCTGCTTCAGGGGCTGGGTGAAGCAGCTGC
AGATCGACTACAAGGGCAACGAGATCATGACCGCCGC



TGCCAGCCAGGGCCTGACCAGGAAGGGCGTGTACGCC
GTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCACTGTACGCTC
CCACCAGCGAGCACGTGAACGTGCTGCTGACCAGGAC
CGAGGACAGGATCGTGTGGAAGACCCTGGCCGGCGAC
CCCTGGATCAAGACCCTGACCGCCAAGTACCCCGGCA
ATTOTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCCGAGCA
CGACGCCATCATGAGGCACATCCTGGAGAGGCCCGAC CCCACCGACGTGTTCCAGAACGTGTGCT
GGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACCGCCGG
CATCGACATGACCACAGAGCGAGTGGAACACCGTGGAC
TATTOTCGAGACCGACAAGGCCCACAGCGCCGAGATCG
TGCTGAACCAGCTGTGCGTGAGGTTCTTCGGCCTGGAC
CTGGACAGCGGCCTGTTCAGCGCCCCCACCGTGCCACT
GAGCATCAGGAAACAACCACTGGGACAACAGCCCCAGC
CCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGGTCAGGC
AGCTGAGCAGGGCGGTACCCACAGCTGCCCAGGGCCGT
GGCCACCGGCAGGGGTGTACGACATGAACACCGGCACC
CTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCTGGTCCCG
TGAACAGGCGGCTGCCCCACGCCCTGGTGCTGCACCA
CAACGAGCACCCACAGAGCGACTTCAGCTCCTTCGTG
AGCAAGCTGAAAGGCAGGACCGTGCTGGTCGTGGGCG
AGAAGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGACTGGCT
GAGCGACAGGCCCGAGGCCACCTTCCGGGCCAGGCTG
GACCTCGGCATCCCCGGCGACGTGCCCAAGTACGACA
TCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAAGTACCAC
CATTACCAGCAGTGCGAGGACCACGCCATCAAGCTGA
GCATGCTGACCAAGAAGGCCTGCCTGCACCTGAACCC
CGGAGGCACCTGCGTGAGCATCGGCTACGGCTACGCC
GACAGGCCAGCGAGAGCATCATTGGCGCCATCGCCA
GGCTGTTCAAGTTCAGCAGGGTGTGCAAACCCAAGAG
CAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTCGTGTTCATC
GGCTACGACCGGAAGGCCAGGGACCCACAACCCCTACA
AGCTGAGCAGCACCCTGACAAACATCTACACCGGCAG
CAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAGCTACCAC
GTGGTCAGGGCGATATCGCCACCGCCACCGAGGGCG
TGATCATCAACGCTGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGG
AGGCGGAGTGTGCGGGCCCTGTACAAGAAGTTCCCC
GAGAGCTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTGGGCAAGG
CCAGGCTGGTGAAGGGCGCCGCTAAGCACATCATCCA
CGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAGGTGAGCGAGGTG
GAAGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTACGAGAGC
ATCGCCAAGATCGTGAACGACAATAACTACAAGAGCG
TGGCCATCCCACTGCTCAGCCGGCATCCTCAGCACCGGCATCAGCGGC
AACAAGGACAGGCTGACCCAGAGCCTGAACCACCTGC TCACCGCCCTGGACACCGATGCCGACGTGCCAT
CTACTGCAGGGACAAGAAGTGGGAGATGACCCTGAAG



GAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAAGAGATCT
GCATCAGCGACGACTCCAGCGTGACCGAGCCCGACGC
CGAGCTGGTGAGGGTGCACCCCAAGAGCTCCCTGGCC
GGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGCAAGACCT
TCAGCTACCTGGAGGGCACCAAGTTCCACCAGGGCCGC
TAAGGACATCGCCGAGATCAACGCTATGTGGCCCGTG
GCCACCGAGGCCAACGAGCAGGTGTGCATGTACATCC
TGGGCGAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCAAGTGCCC
CGTGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCACC
CTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTATGACACCCGAGAG
GGTGCAGCGGCTGAAGGGCCAGCAGGCCCGAGCAGATC
ACCGTGTGCAGTCCTTCCCACTGCCCAAGTACAGGAT
CACCGGCGTGCAGAAGATCCAGTGCAGCCAGCCCATC
CTGTTCAGCCCAAAGGTGCCCGCCTACATCCACCCCAG
GAAGTACCTGGTGGAGACCCCACCCGTGGACGAGACA
CCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGC
ACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGGACGAGA
CAAGGACCCGGACCCCAGAGCCCATCATTATCGAGGA
AGAGGAAGGAGACAGCATCAGCCTGCTGAGCGACGGC
CCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCCGACATCC
ACGGCCCCACCCAGCGTGTCCAGCTCCAGCTGGAGCAT
CCCACACGCCAGCGACTTCGACGTGGACAGCCTGAGC
ATCCTGGACACCCTGGAGGGCGCCAGCGTGACCTCCG
GCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCTACTTCGCCAA
GAGCATGGAGTTCCTGGCCAGGCCCGTGCCAGCTCCC
AGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCCACCCAGCTCCCA
GGACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCAGGGCCTG
CAGCAGGAGGACCAGCCTGGTGAGCACCCCACCCGGCGTG
AACAGGGTGATCACCAGGGAGGAACTGGAGCCCTGA CACCCAGCAGGACCCCCAGGTCCGTGAGCAGGAC
TAGTCTGTGTCCAACCCACCCGGCGTGAACAGGGTG
ATCACCAGGGAGGAATTCGAGGCCTTCGTGGCCCAGC
AACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACATCTTCAG
CAGCGACACCGGCCAGGGACACCTGCAGCAAAAGAGC
GTGAGGCAGACCGTGCTGAGCGAGGTGGTGCTGGAGA
GGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCAGGCTGGA
CCAGGAAGGAAGGAGGAACTGCTCAGGAAGAAACTGCA
GCTGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGCAGGTACCAG
AGCAGGAAGGTGGAGAACATGAAGGCCATCACCGCCA
GGCGGATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACCTGAAGGC
CGAGGGGCAAGGTGGAGTGCTACAGGACCCTGCACCCC
GTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGAACAGGGCCTTCTC
CAGCCCCAAGGTGGCCGTGGGAGGCCTGCAACGCTATG
CTGAAGGAGAACTTCCCCACCGTGGCCAGCTACTGCA
TCATCCCCGAGTACGACGCCTACCTGGACATGGTGGA



CGGCGCCAGCTGCCTGCGGACACCGCCAGCTTCTGCC
CCGCCAAGCTGAGGAGCTTCCCCAAGAAACACAGCTA
CCTGGAGCCCACCATCAGGAGCGCCGTGCCCAGCGCC
ATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGCCGCTGCCA
CCAAGAGGAACTGCAACGTGACCCAGATGAGGGAGCT
GCCCGTGCTGGACAGCGCTGCCTTCAACGTGGAGTGCT
TCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTACTGGGAGAC
CTTCAAGGAGAACCCCATCAGGCTGACCGAAGAGAAC
GTGGTGAACTACATCACCAAGCTGAAGGGCCCCAAGG
CCGCTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAACCTGAACATG
CTGCAGGACATCCCAATGGACAGGTTCGTGATGGACC
TGAAGAGGGACGTGAAGGTGACACCCGGCACCAAGCA
CACCGAGGAGAGGCCCAAGGTGCAGGTGATCCAGGCC
GCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGTGCGGCATCCA
CAGGGAGCTGGTGAGGCGGCTGAACGCCGTGCTGCTG
CCCAACATCCACACCCTGTTCGACATGAGCGCCGAGG
ACTTCGACGCCATCATCGCCGAGCACTTCCAGCCCGGC
GACTGCGTGCTGGAGACCGACATCGCCAGCTTCGACA
AGAGCGAGGATGACGCTATGGCCCTGACCGCTCTGAT
GATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGACGCCGAGCTGCTC
ACCCTGATCGAGGCTGCCTTCGGCGAGATCAGCTCCAT
CCACCTGCCCACCAAGACCAAGTTCAAGTTCGGCGCT
ATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACCCTGTTCGTGA
ACACCGTGATCAACATTGTGATCGCCAGCAGGGTGCT
GCGGGAGAGGCTGACCGGCAGCCCCTGCGCTGCCTTC
ATCGGCGACACAAACATCGTGAAGGGCGGTGAAAAGCG
ACAAGCTGATGGCCGACAGGTGCGCCACCTGGCTGAA
CATGGAGGTGAAGATCATCGACGCCGTGGTGGGCGAG
AAGGCCCCCTACTTCTGCGGCGGATTCATCCTGTGCGA
CACGTGACCGGCACCGCCTGCAGGGTGGCCGACCCC
CTGAAGAGGGCTGTTCAAGCTGGGCAAGCCACTGGCCG
CTGACGATGAGCACGACGATGACAGGCGGAGGGCCCT
GCACGAGGAAAGCACCAGGTGGAACAGGGTGGGCAT
CCTGAGCGAGCTGTGCAAGGCCGTGGAGAGCAGGTAC
GAGACCGTGGGCACCAGCATCATCGTGATGGCTATGA
CCACACTGGCCAGCTCCGTCAAGAGCTTCTCCTACCTG AGGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAA
STELLARE™ non- aminoacido MEKVHVDIEEDSPFLRALQRSFPQFEVEAKQVTDNDHAN (ID SEQ
strutturale ARAFSHLASKLIETEVDPSDTILDIGSAPARRMYSKHKYH N.: 51) gene ORF
CICPMRCAEDPDRLYKYATKLKKNCKEITDKELDKKMK
ELAAVMSDPDLETETMCLHDDESCRYEGQVAVYQDVY
AVDGPTSLYHQANKGVRVAYWIGFDTTPFMFKNLAGAY
PSYSTNWADETVLTARNIGLCSSDVMERSRRGMSILRKK
YLKPSNNVLEFSVGSTIYHEKRDLLRSWHLPSVFHLRGKQ
NYTCRCETIVSCDGYVVKRIAISPGLYGKPSGYAATMHR



EGFLCCKVTDTLNGERVSFPVCTYVPATLCDQMTGILAT
DVSADDAQKLLVGLNQRIVVNGRTQRNTNTMKNYLLPV
VAQAFARWAKEYKEDQEDERPLGLRDRQLVMGCCWAF
RRHKITSIYKRPDTQTIIKVNSDFHSFVLPRIGSNTLEIGLR
TRIRKMLEEHKEPSPLITAEDVQEAKCAADEAKEVREAE
ELRAALPPLAADVEEPTLEADVDLMLQEAGAGSVETPRG
LIKVTSYDGEDKIGSYAVLSPQAVLKSEKLSCIHPLAEQVI
VITHSGRKGRYAVEPYHGKVVVPEGHAIPVQDFQALSES
ATIVYNEREFVNRYLHHIATHGGALNTDEEYYKTVKPSE
HDGEYLYDIDRKQCVKKELVTGLGLTGELVDPPFHEFAY
ESLRRTRPAAPYQVPTIGVYGVPGSGKSGIIKSAVTKKDLV
VSAKKENCAEIIRDVKKMKGLDVNARTVDSVLLNGCKH IDEE PER LA PUNTATA DI
VETROFABBRICATA DI AGTLRALIAITRPKKAVLCGDPKQCG
FFNMMCLKVHFNHEICTQVFHKSISRRCTKSVTSVVSTLE
YDKKMRTTNPKETKIVIDTTGSTKPKQDDLILTCFRGWV
KQLQIDYKGNEIMTAAASQGLTRKGVYAVRYKVNENPL
YAPTSEHVNVLLTRTEDRIVWKTLAGDPWIKTLTAKYPG
NFTATIEEWQAEHDAIMRHILERPDPTDVFQNKANVCWA
KALVPVLKTAGIDMTTEQWNTVDYFETDKAHSAEIVLN
QLCVRFFGLDLDSGLFSAPTVPLSIRNNHWDNSPSPNMY
GLNKEVVRQLSRRYPQLPRAVATGRVYDMNTGTLRNYD
PRINLVPVNRRLPHALVLHHNEHPQSDFSSFVSKLKGRTV
LVVGEKLSVPGKMVDWLSDRPEATFRARLDLGIPGDVP
KYDIIFVNVRTPYKYHHYQQCEDHAIKLSMLTKKACLHL
NPGGTCVSIGYGYADRASESIIGAIARLFKFSRVCKPKSSL
EETEVLFVFIGYDRKARTHNPYKLSSTLTNIYTGSRLHEA
GCAPSYHVVRGDIATATEGVIINAANSKGQPGGGVCGAL
YKKFPESFDLQPIEVGKARLVKGAAKHITHAVGPNFNKVS
EVEGDKQLAEAYESIAKIVNDNNYKSVAIPLLSTGIFSGN
KDRLTQSLNHLLTALDTTDADVAIYCRDKKWEMTLKEA
VARREAVEEICISDDSSVTEPDAELVRVHPKSSLAGRKGY
STSDGKTFSYLEGTKFHQAAKDIAEINAMWPVATEANEQ
VCMYILGESMSSIRSKCPVEESEASTPPSTLPCLCIHAMTP
ERVQRLKASRPEQITVCSSFPLPKYRITGVQKIQCSQPILFS
PKVPAYITHPRKYLVETPPVDETPEPSAENQSTEGTPEQPPL
ITEDETTRTRTPEPIIIEEEEEDSISLLSDGPTHQVLQVEADIH
GPPSVSSSSWSIPHASDFDVDSLSILDTLEGASVTSGATSA
ETNSYFAKSMEFLARPVPAPRTVERNPPHPAPRTRTPSLA
PSRACSRTSLVSTPPGVNRVITREELEALTPSRTPSRSVSR
TSLVSNPPGVNRVITREEFEAFVAQQQRRFDAGAYIFSSD
TGQGHLQQKSVRQTVLSEVVLERTELEISYAPRLDQEKE
ELLRKKLQLNPTPANRSRYQSRKVENMKAITARRILQGL
GHYLKAEGKVECYRTLHPVPLYSSSVNRAFSSPKVAVEA
CNAMLKENFPTVASYCIIPEYDAYLDMVDGASCCLDTAS



FCPAKLRSFPKKHSYLEPTIRSAVPSAIQNTLQNVLAAAT
KRNCNVTQMRELPVLDSAAFNVECFKKYACNNEYWETF
KENPIRLTEENVVNYITKLKGPKAAALFAKTHNLNMLQD
IPMDRFVMDLKRDVKVTPGTKHTEERPKVQVIQAADPL
ATAYLCGIHRELVRRLNAVLLPNIHTLFDMSAEDFDAIIA
EHFQPGDCVLETDIASFDKSEDDAMALTALMILEDLGVD
AELLTLIEAAFGEISSIHLPTKTKFKFGAMMKSGMFLTLF
VNTVINIVIASRVLRERLTGSPCAAFIGDDNIVKGVKSDK
LMADRCATWLNMEVKIIDAVVGEKAPYFCGGFILCDSVT
GTACRVADPLKRLFKLGKPLAADDEHDDDRRRALHEES
TRWNRVGILSELCKAVESRYETVGTSIIVMAMTTLASSV KSFSYLRGAPITLYG* STELLARE™ intergenico
nucleotide CCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGGC (ID SEQ regione CGCCACC N.: 52)
STELLARE™ transgene nucleotide n/a (dipende dal gene di nostro interesse) ORF STELLARE™ 3'
UTR nucleotide ACTCGAGTATGTTACGTGCAAAGGTGATTGTCACCCCC (ID SEQ
CGAAAGACCATATTGTGACACACCCTCAGTATCACGC N.: 53)
CCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAAAAACCGCGTGG
ACGTGGTTAACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCCGTAA
TTATTATAATTGGCTGGTGCTGGCTATTOATTGTGGCC
ATGTACGTGCTGACCAACCAGAAACATAATTGAATAC
AGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGG
CGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTTTTTTT
CTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCTTAGAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Comparativo 5' UTR nucleotide sconosciuto Originale non- nucleotide
ATGCCCGAGAAGGTGCACGTGGACATCGAGGAGGACA (ID SEQ strutturale
GCCCCTTCCTGAGGGCCCTGCAGAGGAGCTTCCCACA N.: 54) gene ORF
GTTCGAAGTGGAGGCCAAGCAGGTGACCGACAACGAC
CACGCCAACGCCAGGGCCTTCAGCCACCTGGCCAGCA
AGCTGATCGAGACCGAGGTGGACCCCAGCGACACCAT
CCTGGACATCGGCAGCGCCCCAGCCAGGAATGTAC AGCAAGCACAAGTACCACTGCATCTGCCCCATGAGGT
GCGCCGAGGACCCCGACAGGCTGTACAAGTACGCCAC
CAAACTGAAGAAGAACTGCAAGGAGATCACCGACAA
GGAGCTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTGGCCGCCGTG
ATGACGACCCCGACCTGGAGACCGAGACAATGTGCC
TGCACGACGACGAGAGCTGCAGGTACGAGGGCCAGGT
GGCCGTCTACCAGGACGTGTACGCCGTCGACGGCCCC
ACCAGCCTGTACCACCAGGGCCAACAAGGGCGTGAGGG
TGGCCTACTGGATCGGCTTCGACACCACACCCTTCATG
TTCAAGAACCTGGCCGGCGCCTACCCCAGCTACAGCA
CCAACTGGGGCCGACGAGACCGTGCTGACCGCCAGGAA
CATCGGCCTGTGCAGCAGCGACGTGATGGAGAGGAGC
CGGAGAGGCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGA




AGCCCAGCAACAACGTGCTGTTCAGCGTGGGCAGCAC
CATCTACCACGAGAAGAGGGACCTGCTCAGGAGCTGG
CACCTGCCCACGTGTTCCACCTGAGGGGGCAAGCAGA
ATTOACACCTGCAGGTGCGAGACCATCGTGAGCTGCGA
CGGCTACGTGGTGAAGAGGATCGCCATCAGCCCCGGC
CTGTACGGCAAGCCCAGCGGCTACCGCCGCTACAATGC
ACAGGGAGGGCTTCCTGTGCAAGGTGACCGACAC CCTGAACGGCGAGAGGGTGAGCTTCCCCGTGTGCACC
TACGTGCCCGCCACCCTGTCGCACCAGATGACCGGCA
TCCTGGCCACCGACGTGAGCGCCGACGACGCCCAGAA
GCTGCTCGTGGGCCTGAACCAGAGGATCGTGGTCAAC
GGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAATGAAGAAC
TACCTGCTGCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTG
GGCCAAGGAGTACAAGGAGGACCAGGAAGACGAGAG
GCCCCTGGGCCTGAGGGACAGGCAGCTGGTGATGGGC
TGCTGCTGGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCA
TCTACAAGAGGCCCGACACCCAGACCATCATCAAGGT
GAACAGCGACTTCCACAGCTTCGTGCTGCCCAGGATC
GGCAGCAACACCCTGGAGATCGGCCTGAGGACCCGGA
TCAGGAAGATGCTGGAGGAACACAAGGAGCCCAGCCC
ACTGATCACCGCCGAGGACGTGCAGGAGGCCAAGTGC
GCTGCCGACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAG
GAACTGAGGGCCGCCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACG
TGGAGGAACCCACCCTGGAAGCCGACGTGGACCTGAT
GCTGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACACCC
AGGGGCCTGATCAAGGTGACCAGCTACGACGGCGAGG
ACAAGATCGGCAGCTACGCCGTGCTGAGCCCACAGGC CGTGCTGAAGTCCGAGAGCTGCATCCACCCA
CTGGCCGAGCAGGTGATCGTGATCACCCACAGCGGCA
GGAAGGGCAGGTACGCCGTGGAGCCCTACCACGGCAA
GGTGGTCGTGCCCGAGGGCCACGCCATCCCCGTGCAG
GACTTCCAGGCCCTGAGCGAGAGCCGCCACCATCGTGT
ACAACGAGAGGGAGTTCGTGAACAGGTACCTGCACCA
TATCGCCACCCACGGCGGAGCCCTGAACACCGACGAG
GAATACTACAAGACCGTGAAGCCCAGCGAGCACGACG
GCGAGTACCTGTACGACATCGACAGGAAGCAGTGCGT
GAAGAAAGAGCTGGTGACCGGCCTGGGACTGACCGGC
GAGCTGGTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGA
GAGCCTGAGGACCAGACCCGCCGCTCCCTACCAGGTG
CCCACCATCGCGTGTACGGCGTGCCCGGCAGCGGAA
AGAGCGGCATCATCAAGAGCGCCGTGACCAAGAAAGA
CCTGGTGGTCAGCGCCAAGAAAGAGAACTGCGCCGAG
ATCATCAGGGACGTGAAGAAGATGAAAGGCCTGGACG
TGAACGCGCGCACCGTGGACAGCGTGCTGCTGAACGG
CTGCAAGCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAG
GCCTTCGCTTGCCACGCCGGCACCCTGAGGGCCCTGAT



CGCCATCATCAGGCCCAAGAAAGCCGTGCTGTGCGGC
GACCCCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCT
GAAGGTGCACTTCAACCACGAGATCTGCACCCAGGTG
TTCCACAAGAGCATCAGCAGGCGGTGCACCAAGAGCG
TGACCAGCGTCGTGAGCACCCTGTTCTACGACAAGAA
AATGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAATCGTG
ATCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACG
ACCTGATCCTGACCTGCTTCAGGGGCTGGGTGAAGCA
GCTGCAGATCGACTACAAGGGCAACGAGATCATGACC
GCCGCTGCCAGCCAGGGCCTGACCAGGAAGGGCGTGT
ACGCCGTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCACTGTA
CGCTCCCACCAGCGAGCACGTGAACGTGCTGCTGACC
AGGACCGAGGACAGGATCGTTGTGGAAGACCCTGGCCG
GCGACCCCTGATCAAGACCCTGACCGCCAAGTACCC
CGGCAACTTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCC
GAGCACGACGCCATCATGAGGCACATCCTGGAGAGGC
CCGACCCCACCGACGTGTTCCAGAACAAGGCCAACGT
GTGCTGGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACC
GCCGGCATCGACATGACCACAGAGCAGTGGAACACCG
TGGACTACTTCGAGACCGACAAGGCCCACAGCGCCGA
GATCGTGCTGAACCAGCTGTGCGTGAGGTTCTTCGGCC
TGGACCTGGACAGCGGCCTGTTCAGCGCCCCCACCGT
GCCACTGAGCATCAGGAACAACCACTGGGACAACAGC
CCCAGCCCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGG
TCAGGCAGCTGAGCAGGCGGTACCCACAGCTGCCCAG
GGCCGTGGCCACCGGCAGGGGTGTACGACATGAACACC
GGCACCCTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCTGG
TGCCCGTGAACAGGCGGCTGCCCCACGCCCTGGTGCT
GCACCACAACGAGCACCCACAGAGCGACTTCAGCTCC
TTCGTGAGCAAGCTGAAAGGCAGGACCGTGCTGGTCG
TGGGCGAGAAGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGA
CTGGCTGAGCGACAGGCCCCGAGGCCACCTTCCGGCC
AGGCTGGACCTCGGCATCCCCGGCGACGTGCCCAAGT
ACGACATCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAA
GTACCACCATTACCAGCAGTGCGAGGACCACGCCATC
AAGCTGAGCATGCTGACCAAGAAGGCCTGCCTGCACC
TGAACCCCGGAGGCACCTGCGTGAGCATCGGCTACGG
CTACGCGACAGGGCCAGCGAGAGCATCATTGGCGCC
ATCGCCAGGCTGTTCAAGTTCAGCAGGGTGTGCAAAC
CCAAGAGCAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTTCGT
GTTCATCGGCTACGACCGGAAGGCCAGGACCCACAAC
CCCTACAAGCTGAGCAGCACCCTGACAAACATCTACA
CCGGGCAGCAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAG
CTACCACGTGGTCAGGGCGATATCGCCACCGCCACC



GAGGGCGTGATCATCAACGCTGCCAACAGCAAGGGCC
AGCCCGGAGGCGGAGTGTGCGGCGCCCTGTACAAGAA
GTTCCCCGAGAGCTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTG
GGCAAGGCCAGGCTGGTGAAGGGCGCCGCTAAGCACA
TCATCCACGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAGGTGAG
CGAGGTGGAAGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTAC
GAGAGCATCGCCAAGATCGTGAACGACAATAACTACA AGAGCGTGGCCATCCCACTGCTCAGCCGGCATCTC
AGCGGCAACAAGGACAGGCTGACCCAGAGCCTGAACC
ACCETTAZIONEGCCCTGCACCACCGCCCTGGACACCACCGATGCCGACGT
GGCCATCTACTGCAGGGGACAAGAAGTGGGAGATGACC
CTGAAGGAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAA
GAGATCTGCATCAGGACGACTCCAGCGTGACCGAGC
CCGACGCCGAGCTGGTGAGGGTGCACCCCAAGAGCTC
CCTGGCCGGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGC
AAGACCTTCAGCTACCTGGAGGGCACCAAGTTCCACC
AGGCCGCTAAGGACATCGCCGAGATCAACGCTATGTG
GCCCGTGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGTGTGCATG
TACATCCTGGGCGAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCA
AGTGCCCCGTGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACC
CAGCACCCTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTATGACAC
CCGAGAGGTGCAGCGGCTGAAGGCCAGCAGGCCCGA
GCAGATCACCGTTGGCAGTCCTTCCCACTGCCCAAGT
ACAGGATCACCGGCGTGCAGAAGATCCAGTGCAGCCA
GCCCATCCTGTTCAGCCCAAAGGTGCCCGCCTACATCC
ACCCCAGGAAGTACCTGGTGGAGACCCCACCCGTGGA
CGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGAGCACC
GAGGCACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGG
ACGAGACAAGGAACCCGGACCCCAGAGCCCATCATTAT
CGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCATCAGCCTGCTGAG
CGACGGCCCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCC
GACATCCACGGCCCACCCAGCGTGTCCAGCTCCAGCT
GGAGCATCCCACACGCCAGCGACTTCGACTGGACAG
CCTGAGCATCCTGGACACCCTGGAGGGCGCCAGCGTG
ACCTCCGGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCTATTO
TCGCCAAGAGCATGGAGTTCCTGGCCAGGCCCGTGCC
AGCTCCCAGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCCACCCA
GCTCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCA
GGGCCTCAGCAGGACCAGCCTGGTGAGCACCCCACC
CGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAACTGGAG
GCCCCTGACACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGTCCGTGA
GCAGGACTAGTCTGTGTCCAACCCACCCGGGTGAA
CAGGGTGATCACCAGGGAGGAATTCGAGGCCTTCGTG
GCCCAGCAACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACA
TCCTTCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCTGCAGCA



AAGAGCGTGAGGCAGACCGTGCTGAGCGAGGTGGTG
CTGGAGAGGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCA
GGCTGGACCAGGAGAAGGAGGAACTGCTCAGGAAGA
AACTGCAGCTGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGCAG
GTACCAGAGCAGGAAGGTGGAGAACATGAAGGCCATC
ACCGCCAGGCGGATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACC
TGAAGGCCGAGGGCAAGGTGGAGTGCTACAGGACCCT
GCACCCCGTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGAACAGG
GCCTTCTCCAGCCCCAAGGTGGCCGTGGAGGCCTGCA
ACGCTATGCTGAAGGAGAACTTCCCCACCGTGGCCAG
CTACTGCATCATCCCCGAGTACGACGCCTACCTGGACA
TGGTGGACGGGCGCCAGCTGCTGCCTGGACACCGCCAG
CTTCTGCCCCGCCAAGCTGAGGAGCTTCCCCAAGAAA
CACAGCTACCTGGAGCCCACCATCAGGAGCGCCGTGC
CCAGCGCCATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGC
CGCTGCCACCAAGAGGAACTGCAACGTGACCCAGATG
AGGGAGCTGCCCGTGCTGGACAGCGCTGCCTTCAACG
TGGAGGTGCTTCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTA
CTGGGAGACCTTCAAGGAGAACCCCATCAGGCTGACC
GAAGAGAACGTGGTGAACTACATCACCAAGCTGAAGG
GCCCCAAGGCCGCTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAA
CCTGAACATGCTGCAGGACATCCCAATGGACAGGTTC
GTGATGGACCTGAAGAGGGACGTGAAGGTGACACCCG
GCACCAAGCACACCGAGGAGAGGCCCAAGGTGCAGGT
GATCCAGGCCGCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGT
GCGGCATCCACAGGGAGCTGGTGAGGGCGGCTGAACGC
CGTGCTGCTGCCCAACATCCACACCCTGTTCGACATGA
GCGCCGAGGACTTCGACGCCATCATCGCCGAGCACTT
CCAGCCCGGCGACTGCGTGCTGGAGACCGACATCGCC
AGCTTCGACAAGAGCGAGGATGACGCTATGGCCCTGA
CCGCTCTGATGATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGACGC
CGAGCTGCTCACCCTGATCGAGGCTGCCTTCGGCGAG
ATCAGCTCCATCCACCTGCCCACCAAGACCAAGTTCAA
GTTCGGCGCTATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACC
CTGTTCGTGAACACCGTGATCAACATTGTGATCGCCAG
CAGGGTGCTGCGGGAGAGGTGCTGACCGGCAGCCCCTGC
GCTGCCTTCATCGGCGACGACAACATCGTGAAGGGCG
TGAAAAGCGACAAGCTGATGGCCGACAGGTGCGCCAC
CTGGCTGAACATGGAGGTGAAGATCATCGACGCCGTG
GTGGGCGAAGAGGGCCCCCTACTTCTGCGGCGGATTCA
TCCTGTGCGACAGCGTGACCGGCACCGCCTGCAGGT
GGCCGACCCCCTGAAGAGGCTGTTCAAGCTGGGCAAG
CCACTGGCCGCTGACGATGAGCACGACGATGACAGGC
GGAGGGCCCTGCACGAGGAAAGCACCAGGTGGAACA



GGGTGGGCATCCTGAGCGAGCTGTGCAAGGCCGTGGA
GAGCAGGTACGAGACCGTGGGCACCAGCATCATCGTG
ATGGCTATGACCACACTGGCCAGCTCCGTCAAGAGCTT
CTCCTACCTGAGGGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCT AAA Comparativo non- aminoacido
MPEKVHVDIEEDSPFLRALQRSFPQFEVEAKQVTDNDHA (ID SEQ strutturale
NARAFSHLASKLIETEVDPSDTILDIGSAPARRMYSKHKY N.: 55) gene ORF
HCICPMRCAEDPDRLYKYATKLKKNCKEITDKELDKKM
KELAAVMSDPDLETETMCLHDDESCRYEGQVAVYQDV
YAVDGPTSLYHQANKGVRVAYWIGFDTTPFMFKNLAGA
YPSYSTNWADETVLTARNIGLCSSDVMERSRRGMSILRK
KYLKPSNNVLFSVGSTIYHEKRDLLRSWHLPSVFHLRGK
QNYTCRCETIVSCDGYVVKRIAISPGLYGKPSGYAATMH
REGFLCCKVTDTLNGERVSFPVCTYVPATLCDQMTGILA
TDVSADDAQKLLVGLNQRIVVNGRTQRNTNTMKNYLLP
VVAQAFARWAKEYKEDQEDERPLGLRDRQLVMGCCWA
FRRHKITSIYKRPDTQTIIKVNSDFHSFVLPRIGSNTLEIGL
RTRIRKMLEEHKEPSPLITAEDVQEAKCAADEAKEVREA
EELRAALPPLAADVEEPTLEADVDLMLQEAGAGSVETPR
GLIKVTSYDGEDKIGSYAVLSPQAVLKSEKLSCIHPLAEQ
VIVITHSGRKGRYAVEPYHGKVVVPEGHAIPVQDFQALS
ESATIVYNEREFVNRYLHHIATHGGALNTDEEYYKTVKP
SEHDGEYLYDIDRKQCVKKELVTGLGLTGELVDPPFHEF
AYESLRTRPAAPYQVPTIGVYGVPGSGKSGIIKSAVTKKD
LVVSAKKENCAEIIRDVKKMKGLDVNARTVDSVLLNGC
KHPVETLYIDEAFACHAGTLRALIAIIRPKKAVLCGDPKQ
CGFFNMMCLKVHFNHEICTQVFHKSISRRCTKSVTSVVS
TLFYDKKMRTTNPKETKIVIDTTGSTKPKQDDLILTCFRG QUANDO SIETE INCONTRATI
NPLYAPTSEHVNVLLTRTEDRIVWKTLAGDPWIKTLTAK
YPGNFTATIEEWQAEHDAIMRHILERPDPTDVFQNKANV
CWAKALVPVLKTAGIDMTTEQWNTVDYFETDKAHSAEI
VLNQLCVRFFGLDLDSGLFSAPTVPLSIRNNHWDNSPSPN
MYGLNKEVVRQLSRRYPQLPRAVATGRVYDMNTGTLR
NYDPRINLVPVNRRLPHALVLHHNEHPQSDFSSFVSKLK
GRTVLVVGEKLSVPGKMVDWLSDRPEATFRARLDLGIP
GDVPKYDIIFVNVRTPYKYHHYQQCEDHAIKLSMLTKKA
CLHLNPGGTCVSIGYGYADRASESIIGAIARLFKFSRVCKP
KSSLEETEVLFVFIGYDRKARTHNPYKLSSTLTNIYTGSRL
HEAGCAPSYHVVRGDIATATEGVIINAANSKGQPGGGVC
GALYKKFPESFDLQPIEVGKARLVKGAAKHITHAVGPNF
NKVSEVEGDKQLAEAYESIAKIVNDNNYKSVAIPLLSTGI
FSGNKDRLTQSLNHLLTALDTTDADVAIYCRDKKWEMT
LKEAVARREAVEEICISDDSSVTEPDAELVRVHPKSSLAG
RKGYSTSDGKTFSYLEGTKFHQAAKDIAEINAMWPVATE
ANEQVCMYILGESMSSIRSKCPVEESEASTPPSTLPCLCIH



AMTPERVQRLKASRPEQITVCSSFPLPKYRITGVQKIQCS
QPILFSPKVPAYIHPRKYLVETPPVDETPEPSAENQSTEGT
PEQPPLITEDETTRRTTPEPINIEEEEEDSISLLSDGPTHQVLQ
VEADIHGPPSVSSSSWSIPHASDFDVDSLSILDTLEGASVT
SGATSAETNSYFAKSMEFLARPVPAPRTVFRNPPHPAPRT
RTPSLAPSRACSRTSLVSTPPGVNRVITREELEALTPSRTP
SRSVSRTSLVSNPPGVNRVITREEFEAFVAQQQRRFDAGA
YIFSSDTGQGHLQQKSVRQTVLSEVVLERTELEISYAPRL
DQEKEELLRKKLQLNPTPANRSRYQSRKVENMKAITARR
ILQGLGHYLKAEGKVECYRTLHPVPLYSSSVNRAFSSPK
VAVEACNAMLKENFPTVASYCIIPEYDAYLDMVDGASC
CLDTASFCPAKLRSFPKKHSYLEPTIRSAVPSAIQNTLQNV
LAAATKRNCNVTQMRELPVLDSAAFNVECFKKYACNNE
YWETFKENPIRLTEENVVNYITKLKGPKAAALFAKTHNL
NMLQDIPMDRFVMDLKRDVKVTPGTKHTEERPKVQVIQ
AADPLATAYLCGIHRELVRRLNAVLLPNIHTLFDMSAED
FDAITAEHFQPGDCVLETDIASFDKSEDDAMALTALMILE
DLGVDAELLTLIEAAFGEISSIHLPTKTKFKFGAMMKSGM
FLTLFVNTVINVIASRVLRERLTGSPCAAFIGDDNIVKGV
KSDKLMADRCATWLNMEVKIIDAVVGEKAPYFCGGFIL
CDSVTGTACRVADPLKRLFKLGKPLAADDEHDDDRRRA
LHEESTRWNRVGILSELCKAVESRYETVGTSIIVMAMTTL ASSVKSFSYLRGAPITLYG* Comparativo
intergenico nucleotide sconosciuto regione Comparativo 3' UTR nucleotide sconosciuto

TABELLA 5 ORF del peptide di interesse per RNA autoreplicanti della divulgazione ORF Sequenza
Identita Tipo Sequenza nCoV-2019 nucleotide
ATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGT Gene Spike
TAATCTTACAACCAGAACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTC (ID SEQ
TTTCACACGTGGTGTTTATTACCCTGACAAAAGTTTTCAGATCCTCA N.: 117)
GTTTTACATTCAACTCAGGACTTGTTCTTACCTTTCTTTTCCCAATGT
TACTTGGTTCCATGCTATACATGTCTCTGGGACCAATGGTACTAA
GAGGTTTGATAACCCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTTT
GCTTCCACTGAGAAGTCTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGT
ATTOATTOTTAGATTCGAAGACCCAGTCCCTATTOTTATTGTTAATAAC
GCTACTAATGTTGTTATTAAAGTCTGTGAATTTCAATTTTGTAATG
ATCCATTTTTGGGTGTTTATTACCACAAAAACAACAAAAGTTGGA
TGGAAAGTGAGTTCAGAGTTTATTCTAGTGCGAATAATTGCACTT
TTGAATATGTCTCTCAGCCTTTTCTTATGGACCTTGAAGGAAAAC
AGGGTAATTTCAAAAATCTTAGGGAATTTGTGTTTAAGAATATTG
ATGGTTATTTTAAAATATATTCTAAGCACACGCCTATTAATTTAGT
GCGTGATTCCCTCAGGGTTTTTCGGCTTTAGAACCATTGGTAGAT
TTGCCAATAGGTATTAACATCACTAGGTTTCAAACTTTACTTGCTT
TACATAGAAGTTATTTGACTCCTGGTGATTCTTCTTCAGGTTGGAC



AGCTGGTGCTGCAGCTTATTATGTGGGTTATCTTCAACCTAGGAC
TTTTTATTAAAATATAATGAAAATGGAACCATTACAGATGCTGT
AGACTGTGCACTTGACCCTCTCTCAGAAACAAAGTGTACGTTGAA
ATCCTTCACTGTAGAAAAAGGAATCTATCAAACTTCTAACTTTAG
AGTCCAACCAACAGAATCTATTGTTAGATTTCCTAATATTACAAA
CTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCT
GTTTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGAT
TATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTT
ATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGT
CTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAAT
CGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATT
ACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAA
TCTTGATTCTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTG
TTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACT
GAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGT
TTTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGTTTCCAACCCACTA
ATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTG
AACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTA
CTAATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTT
AACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAAAAAGTTTCTGCC
TTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGT
CCGTGATCCACAGACACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGTTC
TTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACAAATACTTCTAA
CCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTCCC
TGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTAT
TCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAG
GGGCTGAACATGTCAAACAACTCATATGAGTGTGACATACCCATTG
GTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCCTC
GGCGGGCACGTAGTGTAGCTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTA
TGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGCTTACTCTAATAACTCTAT
TGCCATACCCACAAATTTTATTOATTAGTGTTACCACAGAAATTCT
ACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATGTACAT
TTGTGGTGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGG
CAGTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCTTTAACTGGAATAGCTGTT
GAACAAGACAAAAACACCCAAGAAGTTTTTGCACAAGTCAAACA
AATTTACAAAAACACCACCAATTAAAGATTTTGGTGGTTTTAATTTT
TCACAAATATTACCAGATCCATCAAAACCAAGCAAGAGGTCATTT
ATTGAAGATCTACTTTTCAACAAAGTGACACTTGCAGATGCTGGC
TTCATCAAACAATATGGTGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCTAGA
GACCTCATTTGTGCACAAAAGTTTAACGGCCTTACTGTTTTGCCAC
CTTTGCTCACAGATGAAATGATTGCTCAATACACTTCTGCACTGTT
AGCGGGTACAATCACTTCTGTTGGACCTTGGTGCAGGTGCTGC
ATTACAAATACCATTTGCTATGCAAATGGCTTATAGGTTTAATGG
TATTGGAGTTACACAGAATGTTCTCTATGAGAACCAAAAATTGAT




TGCCAACCAATTTAATAGTGCTATTGGCAAAATTCAAGACTCACT
TTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATGTGGTCAA
CCAAAATGCACAAGCTTTAAACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTC
CAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTTTTAAATGATATCCTTTCACGT
CTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAATTGATAGGTTGATCACA
GGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAATTAATT
AGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAA
ATGTCAGAGTGTGTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTTGT
GGAAAGGGCTATCATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCAT
GGTGTAGTCTTTCTTGCATGTGACTTATGTCCCTGCACAAGAAAAG
AACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGAAAAGCACAC
TTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAATGGCACACACTGGTTTG
TAACACAAAGGAATTITTATGAACCACAAATCATTACTACAGACA
ACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCA
ACAACACAGTTTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCATTCA
AGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGAATCATACATCACCAGATG
TTGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAGTTGTAAACAT
TCAAAAAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTTGCCAAGAATTTAA
ATGAATCTCTCATCGATCTCCAAGAACTTGGAAAGTATGAGCAGT
ATATAAAATGGCCATGGTACATTTGGCTAGGTTTTATAGCTGGCT
TGATTGCCATAGTAATGGTGACAATTATGCTTTGCTGTATGACCA
GTTGCTGTAGTTGTCTCAAGGGCTGTTGTTCTTGTGGATCCTGCTG
CAAATTTGATGAAGACGACTCTGAGCCAGTGCTCAAAGGAGTCA AATTACATTACACATAA nCoV-2019
aminoacido MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSV Gene Spike
LHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFAS (ID SEQ
TEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLG N.: 118)
VYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFK
NLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITR
FQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENG
TITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNI
TNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASEFSTFKC
YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLP
DDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIY
QAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQF
GRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQ
DVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNS
YECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAY
SNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQY
GSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGENFS
QILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICA
QKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFA
MQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALG
KLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQI



DRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGK
AHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQUITTDNTFVSGNCDVVIGIVN
NTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKE
IDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVM
VTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT* nCoV-2019 nucleotide
ATGTTCGTCTTCCTGGTCCTGCTGCCTCTGGTCTCCTCACAGTGCG Gene Spike
TCAATCTGACAACTCGGACTCAGCTGCCACCTGCTTATACTAATA (ID SEQ
GCTTCACCAGAGGCGTGTACTATCCTGACAAGGTGTTTAGAAGCT N.: 119)
CCGTGCTGCACTCTACACAGGATCTGTTTCTGCCATTCTTTAGCAA
CGTGACCTGGTTCCACGCCATCCACGTGAGCGGCACCAATGGCAC
AAAGCGGTTCGACAATCCCGTGCTGCCTTTTAACGATGCGTGTA
CTTCGCCTCTACCGAGAAGAGCAACATCATCAGAGGCTGGATCTT
TGGCACCACACTGGACTCCAAGACACAGTCTCTGCTGATCGTGAA
CAATGCCACCAACGTGGTCATCAAGGTGTGCGAGTTCCAGTTTTG
TAATGATCCCCTTCCTGGGCGTGTACTATCACAAGAACAATAAGAG
CTGGATGGAGTCCGAGTTTAGAGTGTATTCTAGCGCCAACAACTG
CACATTTGAGTACGTGAGCCAGCCTTTCCTGATGGACCTGGAGG
CAAGCAGGCAATTTCAAGAACCTGAGGGAGTTCGTGTTTAAGA
ATACGACGGCTACTTCAAAATCTACTCTAAGCACACCCCCATCA
ACCTGTGCGCGACCTGCCTCAGGGCTTCAGCGCCCTGGAGCCCC
TGGTGGATCTGCCTATCGGCATCAACATCACCCGGTTTCAGACAC
TGCTGGCCCTGCACAGAAGCTACCTGACACCCGGCGACTCCTCTA
GCGGATGGACCGCCGGCGCTGCCGCCTACTATGTGGGCTACCTCC
AGCCCCGGACCTTCCTGCTGAAGTACAACGAGAATGGCACCATCA
CAGACGCAGTGGATTGCGCCCTGGACCCCCTGAGCGAGACAAAG
TGTACACTGAAGTCCTTTACCGTGGAGAAGGGCATCTATCAGACA
TCCAATTTCAGGGTGCAGCCAACCGAGTCTACGTGCGCTTTCCT
AATATCACAAACCTGTGCCCATTTGGCGAGGTGTTCAACGCAACC
CGCTTCGCCAGCGTGTACGCCTGGAATAGGAAGCGGATCAGCAA
CTGCGTGGCCGACTATAGCGTGCTGTACAACTCCGCTCTTTCAG
CACCTTTAAGTGCTATGGCGTGTCCCCCACAAAGCTGAATGACCT
GTGCTTTACCAACGTCTACGCCGATTCTTTCGTGATCAGGGGCGA
CGAGGTGCGCCAGATCGCCCCGGCCAGACAGGCAAGATCGCAG
ATTOCAATTATAAGCTGCCAGACGATTTCACCGGCTGCGTGATCG
CCTGGAACAGCAACAATCTGGATTCCAAAGTGGGCGGCAACTAC
AATTATCTGTACCGGCTGTTTAGAAAGAGCAATCTGAAGCCCTTC
GAGAGGGACATCTCTACAGAAATCTACCAGGCGGCAGCACCCC
TTGCAATGCGGTGGAGGGCTTTAACTGTTATTTCCCACTCCAGTCC
TACGGCTTCCAGCCCACAAACGGCGTGGGCTATCAGCCTTACCGC
GTGGTGGTGTGAGCTTTGAGCTGCTGCACGCCCCAGCAACAGTG
TGCGGCCCCAAGAAGTCCACCAATCTGGTGAAGAACAAGTGCGT
GAACTTCAACTTCAACGGCCTGACCGGCACAGGCGTGCTGACCGA
GTCCAACAAGAAGTTCCTGCCATTTCAGCAGTTCGGCAGGGACAT



CGCAGATACCACAGACGCCGTGCGCGACCCACAGAACCCTGGAGA
TCCTGGACATCACACCCTGCTCTTTCGGCGCGTGAGCGTGATCA
CACCCGGCACCAATACAAGCAACCAGGTGGCCGTGCTGTATCAG
GACGTGAATTGTACCGAGGTGCCCGTGGCTATCCACGCCGATCAG
CTGACCCCAACATGGCGGGTGTACAGCACCGGCTCCAACGTCTTC
CAGACAAGAGCCGGATGCCTGATCGGAGCAGAGCACGTGAACAA
TTCCTATGAGTGCGACATCCCAATCGGCGCCGGCATCTGTGCCTC
TTACCAGACCCAGACAAACTCTCCCAGAAGAGCCCGGAGCGTGG
CCTCCCAGTCTATCATCGCCTATACCATGTCCCTTGGGCGCCGAGA
ACAGCGTGGCCTACTCTAACAATAGCATCGCCATCCCAACCAACT
TCACAATCTCTGTGACCACAGAGATCCTGCCCGTGTCCATGACCA
AGACATCTGTGGACTGCACAAATGTATATCTGTGCGATTCTACCG
AGTGCAGCAACCTGCTGCTCCAGTACGGCAGCTTTTGTACCCAGC
TGAATAGAGCCCTGACAGGCATCGCCGTGGAGCAGGATAAGAAC
ACACAGGAGGTGTTCGCCCAGGTGAAGCAAATCTACAAGACCCC
CCCTATCAAGGACTTTGGCGGCTTCAATTTTTCCCAGATCCTCGCCT
GATCCATCCAAGCCTTCTAAGCGGAGCTTTATCGAGGACCTGCTG
TTCAACAAGGTGACCCTGGCCGATGCCGGCTTCATCAAGCAGTAT
GGCGATTGCCTGGGCGACATCGCAGCCAGGGACCTGATCTGCGCC
CAGAAGTTTAATGGCCTGACCGTGCTGCCACCCCTGCTGACAGAT
GAGATGATCGCACAGTACACAAGCGCCCTGCTGGCCGGCACCAT
CACATCCGGATGGACCTTCGGCGCAGGAGCCGCCCTCCAGATCCC
CTTTGCCATGCAGATGGCCTATAGGTTCAACGGCATCGGCGTGAC
CCAGAATGTGCTGTACGAGAACCAGAAGCTGATCGCCAATCAGTT
TAACTCCGCCATCGGCAAGATCCAGGACAGCCTGTCCTCTACAGC
CAGCGCCCTGGGCAAGCTCCAGGATGTGGTGAATCAGAACGCCC
AGGCCCTGAATACCCTGGTGAAGCAGCTGAGCAGCAACTTCGGC
GCCATCTCTAGCGTGCTGAATGACATCCTGAGCCGGCTGGACAAG
GTGGAGGCAGGTGCAGATCGACCGGCTGATCACCGGCCGGCT
CCAGAGCCTCCAGACCTATGTGACACAGCAGCTGATCAGGGCCG
CCGAGATCAGGGCCAGCGCCAATCTGGCAGCAACCAAGATGTCC
GAGTGCGTGCTGGGCCAGTCTAAGAGTGGACTTTTGTGGCAAG
GGCTATCACCTGATGTCCTTCCCTCAGTCTGCCCCACACGGCGTG
GTGTTTTCTGCACGTGACCTACGTGCCCGCCCAGGAGAAGAACTTC
ACCACAGCCCCTGCCATCTGCCACGATGGCAAGGCCCACTTTCCA
AGGGAGGGCGTGTTCGTGTCCAACGGCACCCACTGGTTTGTACA
CAGCGCAATTTCTACGAGCCCCAGATCATCACCACAGACAACACC
TTCGTGAGCGGCAACTGTGACGTGGTCATCGGCATCGTGAACAAT
ACCGTGTATGATCCACTCCAGCCCGAGCTGGACAGCTTTAAGGAG
GAGCTGGATAAGTATTTCAAGAATCACACCTCCCCTGACGTGAT
CTGGGCGACATCAGCGGCATCAATGCCTCCGTGGTGAACATCCAG
AAGGAGATCGACCGCCTGAACGAGGTGGCTAAGAATCTGAACGA
GAGCCTGATCGACCTCCAGGAGCTGGGCAAGTATGAGCAGTACA
TCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTGGGCTTCATCGCCGGCCTGA



TCGCCATCGTGATGGTGACCATCATGCTGTGCTGTATGACATCCT
GCTGTTCTTGCCTGAAGGGCTGCTGTAGCTGTGGCTCCTGCTGTA
AGTTTGACGAGGATGACTCTGAACCTGTGCTGAAGGGCGTGAAG CTGCATTACACCTAA nCoV-2019
aminoacido MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSV Gene Spike
LHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFAS (ID SEQ
TEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLG N.: 120)
VYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFK
NLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITR
FQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENG
TITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNI
TNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKC
YGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLP
DDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIY
QAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQF
GRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQ
DVNCTEVPVATHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNS
YECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAY
SNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQY
GSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFES
QILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICA
QKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFA
MQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALG
KLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQI
DRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGK
AHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQUITTDNTFVSGNCDVVIGIVN
NTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKE
IDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVM
VTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT*

Le sequenze di RNA possono includere qualsiasi combinazione delle sequenze di RNA elencate
nelle Tabelle 4 e 5. In alcune realizzazioni, le sequenze di RNA della presente divulgazione
includono qualsiasi combinazione delle sequenze di RNA elencate nelle Tabelle 4 e 5 in cui dallo
0% al 100%, dall'1% al 100%, dal 25% al 100%, dal 50% al 100% e dal 75% al 100% dei nucleotidi
uracili delle sequenze di mRNA sono modificati. In alcune realizzazioni, dall'1% al 100% dei
nucleotidi uracili sono N1-metilpseudouridina o 5-metossiuridina. In alcune realizzazioni, il 100%
dei nucleotidi uracili sono N1-metilpseudouridina. In alcune realizzazioni, il 100% dei nucleotidi
uracili sono 5-metossiuridina.

Un RNA autoreplicante della divulgazione pud essere ottenuto con qualsiasi mezzo idoneo. I
metodi per la fabbricazione di RNA autoreplicante sono noti nell'arte e sarebbero facilmente
evidenti a una persona con abilita ordinaria. Un RNA autoreplicante della divulgazione puo essere



preparato secondo qualsiasi tecnica disponibile, tra cui, ma non limitatamente a, sintesi chimica,
trascrizione in vitro (IVT) o scissione enzimatica o chimica di un precursore piu lungo, ecc.

In alcune realizzazioni, un RNA autoreplicante della divulgazione viene prodotto da un costrutto
primario di DNA complementare (cDNA). I costrutti di cDNA possono essere prodotti su uno
stampo di RNA mediante 1'azione di una trascrittasi inversa (ad esempio, DNA polimerasi RNA-
dipendente). Il processo di progettazione e sintesi dei costrutti primari di cDNA qui descritti
generalmente include le fasi di costruzione genica, produzione di RNA (con o senza modifiche) e
purificazione. Nel metodo IVT, una sequenza polinucleotidica target che codifica un RNA
autoreplicante della divulgazione viene prima selezionata per l'incorporazione in un vettore che
verra amplificato per produrre uno stampo di cDNA. Facoltativamente, la sequenza
polinucleotidica target e/o qualsiasi sequenza fiancheggiante possono essere ottimizzate per
codone. Lo stampo di cDNA viene quindi utilizzato per produrre un RNA autoreplicante della
divulgazione tramite trascrizione in vitro (IVT). Dopo la produzione, 'RNA autoreplicante della
divulgazione puo essere sottoposto a processi di purificazione e pulizia. I cui passaggi sono forniti
piu in dettaglio di seguito.

La fase di costruzione genica puo includere, ma non é limitata a, sintesi genica, amplificazione
vettoriale, purificazione del plasmide, linearizzazione e pulizia del plasmide e sintesi e pulizia del
modello di cDNA. Una volta selezionata una proteina di interesse per la produzione, viene
progettato un costrutto primario. All'interno del costrutto primario, una prima regione di
nucleosidi collegati che codificano il polipeptide di interesse pud essere costruita utilizzando un
open reading frame (ORF) di un trascritto di acido nucleico (DNA o RNA) selezionato. L'ORF puo
comprendere I'ORF di tipo selvatico, un'isoforma, una variante o un frammento di esso. Come
utilizzato nel presente documento, un "open reading frame" o "ORF" & inteso per fare riferimento a
una sequenza di acido nucleico (DNA o RNA) che & in grado di codificare un polipeptide di
interesse. Gli ORF spesso iniziano con il codone di inizio, ATG e terminano con un codone o segnale
senza senso o di terminazione.

I modelli di cDNA possono essere trascritti per produrre un RNA autoreplicante della divulgazione
utilizzando un sistema di trascrizione in vitro (IVT). Il sistema comprende in genere un tampone di
trascrizione, nucleotidi trifosfati (NTP), un inibitore della RNasi e una polimerasi. Gli NTP possono
essere selezionati tra, ma non sono limitati a, quelli descritti nel presente documento, inclusi NTP
naturali e non naturali (modificati). La polimerasi puo0 essere selezionata tra, ma non ¢ limitata a,
T7 RNA polimerasi, T3 RNA polimerasi e polimerasi mutanti come, ma non sono limitate a,
polimerasi in grado di incorporare acidi nucleici modificati.

Il modello primario di cDNA o la sequenza di RNA trascritta possono anche subire reazioni di
capping e/o tailing. Una reazione di capping puo essere eseguita con metodi noti nell'arte per
aggiungere un cappuccio 5' all'estremita 5' del costrutto primario. I metodi per il capping
includono, ma non sono limitati a, l'uso di un enzima Vaccinia Capping (New England Biolabs,
Ipswich, Mass.) o il capping all'inizio della trascrizione in vitro, ad esempio, includendo un agente
di capping come parte della reazione IVT. (Nuc. Acids Symp. (2009) 53:129). Una reazione di tailing
di poli(A) puo essere eseguita con metodi noti nell'arte, come, ma non limitati a, 2' O-
metiltransferasi e con metodi come descritto nel presente documento. Se il costrutto primario



generato da cDNA non include un poli-T, puo essere utile eseguire la reazione di tailing di poli(A)
prima che il costrutto primario venga pulito.

I costrutti di cDNA ottimizzati per codone che codificano le proteine non strutturali e il transgene
per una proteina di RNA autoreplicante sono particolarmente adatti per generare sequenze di RNA
autoreplicante descritte nel presente documento. Ad esempio, tali costrutti di cDNA possono essere
utilizzati come base per trascrivere, in vitro, un poliribonucleotide che codifica una proteina di
interesse come parte di un RNA autoreplicante.

La presente divulgazione fornisce anche vettori di espressione comprendenti una sequenza
nucleotidica che codifica un RNA autoreplicante che & preferibilmente collegato operativamente ad
almeno una sequenza regolatrice. Le sequenze regolatrici sono riconosciute dall'arte e sono
selezionate per dirigere 1'espressione del polipeptide codificato.

Di conseguenza, il termine sequenza regolatrice include promotori, potenziatori e altri elementi di
controllo dell'espressione. La progettazione del vettore di espressione puo dipendere da fattori
quali la scelta della cellula ospite da trasformare e/o il tipo di proteina che si desidera esprimere.

La presente divulgazione fornisce anche polinucleotidi (ad esempio DNA, RNA, cDNA, mRNA, ecc.)
diretti a un RNA autoreplicante della divulgazione che puo essere collegato operativamente a una o
piu sequenze nucleotidiche regolatrici in un costrutto di espressione, come un vettore o un
plasmide. In alcune forme di realizzazione, tali costrutti sono costrutti di DNA. Le sequenze
nucleotidiche regolatrici saranno generalmente appropriate per una cellula ospite utilizzata per
I'espressione. Numerosi tipi di vettori di espressione appropriati e sequenze regolatrici adatte sono
noti nell'arte per una varieta di cellule ospiti.

In genere, dette una o piu sequenze nucleotidiche regolatrici possono includere, ma non sono
limitate a, sequenze promotore, sequenze leader o segnale, siti di legame ribosomiale, sequenze di
inizio e fine trascrizionali, sequenze di inizio e fine traduzionali e sequenze potenziatrici o
attivatrici. I promotori costitutivi o inducibili come noti nell'arte sono contemplati dalle forme di
realizzazione della presente divulgazione. I promotori possono essere promotori naturali o
promotori ibridi che combinano elementi di pit di un promotore.

Un costrutto di espressione puo essere presente in una cellula su un episoma, come un plasmide,
oppure il costrutto di espressione puo essere inserito in un cromosoma. In alcune realizzazioni, il
vettore di espressione contiene un gene marcatore selezionabile per consentire la selezione di
cellule ospiti trasformate. I geni marcatori selezionabili sono ben noti nell'arte e varieranno a
seconda della cellula ospite utilizzata.

La presente divulgazione fornisce anche una cellula ospite transfettata con un RNA o DNA
autoreplicante descritto nel presente documento. L'RNA o DNA autoreplicante puo codificare
qualsiasi proteina di interesse del coronavirus, ad esempio un antigene, incluso l'antigene S del
virus COVID-19. La cellula ospite puo essere qualsiasi cellula procariotica o eucariotica. Ad
esempio, un polipeptide codificato da un RNA autoreplicante puo0 essere espresso in cellule
batteriche come E. coli, cellule di insetti (ad esempio, utilizzando un sistema di espressione di



baculovirus), lievito o cellule di mammiferi. Altre cellule ospiti idonee sono note agli esperti del
settore.

Una cellula ospite transfettata con un vettore di espressione comprendente un RNA autoreplicante
della divulgazione puo essere coltivata in condizioni appropriate per consentire I'espressione
dell'amplificazione dell'RNA autoreplicante e la traduzione del polipeptide. Il polipeptide puo
essere secreto e isolato da una miscela di cellule e terreno contenente i polipeptidi. In alternativa, i
polipeptidi possono essere trattenuti nel citoplasma o in una frazione di membrana e le cellule
raccolte, lisate e la proteina isolata. Una coltura cellulare include cellule ospiti, terreni e altri
sottoprodotti. I terreni adatti per la coltura cellulare sono ben noti nell'arte.

Le proteine espresse descritte nel presente documento possono essere isolate dal mezzo di coltura
cellulare, dalle cellule ospiti o da entrambi utilizzando tecniche note nel settore per la
purificazione delle proteine, tra cui la cromatografia a scambio ionico, la cromatografia a
filtrazione su gel, 1'ultrafiltrazione, l'elettroforesi e la purificazione per immunoaffinita con
anticorpi specifici per particolari epitopi del polipeptide.

Composizioni e composizioni farmaceutiche

In alcune forme di realizzazione, nel presente documento sono fornite composizioni comprendenti
una qualsiasi delle molecole di acido nucleico qui fornite. Le composizioni qui fornite possono
includere un lipide. Qualsiasi lipide pud essere incluso nelle composizioni qui fornite. In un
aspetto, il lipide e un lipide cationico ionizzabile. Qualsiasi lipide cationico ionizzabile puo essere
incluso nelle composizioni comprendenti molecole di acido nucleico qui fornite.

Le composizioni e i polinucleotidi della presente informativa possono essere utilizzati per
immunizzare o vaccinare un soggetto contro un'infezione virale. In alcune realizzazioni, le
composizioni e i polinucleotidi della presente informativa possono essere utilizzati per vaccinare o
immunizzare un soggetto contro il virus COVID-19.

Sono inoltre fornite nel presente documento, in alcune forme di realizzazione, composizioni
farmaceutiche comprendenti una qualsiasi delle molecole di acido nucleico fornite nel presente
documento e una formulazione lipidica. Qualsiasi lipide puo essere incluso nelle formulazioni
lipidiche delle composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento. In un aspetto, le
formulazioni lipidiche delle composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento
includono un lipide cationico ionizzabile. Lipidi cationici ionizzabili esemplari di composizioni e
composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento includono quanto segue:

In un aspetto, il lipide cationico ionizzabile delle composizioni fornite nel presente documento ha
una struttura di

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.

In un altro aspetto, il lipide cationico ionizzabile delle composizioni fornite nel presente
documento ha una struttura di



o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.

In un aspetto, il lipide cationico ionizzabile incluso nelle formulazioni lipidiche delle composizioni
farmaceutiche fornite nel presente documento ha una struttura di

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.

In un altro aspetto, il lipide cationico ionizzabile incluso nelle formulazioni lipidiche delle
composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento ha una struttura di

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.
Formulazioni lipidiche/LNP

Le terapie basate sulla somministrazione intracellulare di acidi nucleici alle cellule bersaglio
affrontano barriere sia extracellulari che intracellulari. Infatti, i materiali di acidi nucleici nudi
non possono essere facilmente somministrati a livello sistemico a causa della loro tossicita, bassa
stabilita nel siero, rapida clearance renale, ridotto assorbimento da parte delle cellule bersaglio,
assorbimento da parte dei fagociti e la loro capacita di attivare la risposta immunitaria, tutte
caratteristiche che ne precludono lo sviluppo clinico. Quando il materiale di acidi nucleici esogeni
(ad esempio, mRNA) entra nel sistema biologico umano, viene riconosciuto dal sistema
reticoloendoteliale (RES) come patogeno estraneo ed eliminato dalla circolazione sanguigna prima
di avere la possibilita di incontrare le cellule bersaglio all'interno o all'esterno del sistema
vascolare. E stato riportato che 'emivita dell'acido nucleico nudo nel flusso sanguigno & di circa
diversi minuti (Kawabata K, Takakura Y, Hashida MPharm Res. 1995 giugno; 12(6):825-30). La
modifica chimica e un metodo di somministrazione appropriato possono ridurre l'assorbimento da
parte del RES e proteggere gli acidi nucleici dalla degradazione da parte delle nucleasi ubiquitarie,
che aumentano la stabilita e 'efficacia delle terapie basate sugli acidi nucleici. Inoltre, gli RNA o i
DNA sono polimeri idrofili anionici che non sono favorevoli all'assorbimento da parte delle cellule,
che sono anche anioniche in superficie. Il successo delle terapie basate sugli acidi nucleici dipende
quindi in larga parte dallo sviluppo di veicoli o vettori in grado di fornire in modo efficiente ed
efficace materiale genetico alle cellule bersaglio e ottenere livelli sufficienti di espressione in vivo
con una tossicita minima.

Inoltre, una volta internalizzati in una cellula bersaglio, i vettori di somministrazione di acidi
nucleici sono sfidati da barriere intracellulari, tra cui I'intrappolamento dell'endosoma, la
degradazione lisosomiale, 1o spacchettamento degli acidi nucleici dai vettori, la traslocazione
attraverso la membrana nucleare (per il DNA), il rilascio nel citoplasma (per I'RNA) e cosi via. Il
successo della terapia basata sugli acidi nucleici dipende quindi dalla capacita del vettore di
somministrare gli acidi nucleici ai siti bersaglio all'interno delle cellule per ottenere livelli
sufficienti di un'attivita desiderata come l'espressione di un gene.

Mentre diverse terapie geniche sono state in grado di utilizzare con successo un vettore di
somministrazione virale (ad esempio, AAV), le formulazioni a base di lipidi sono state sempre piu



riconosciute come uno dei sistemi di somministrazione piu promettenti per RNA e altri composti di
acidi nucleici grazie alla loro biocompatibilita e alla loro facilita di produzione su larga scala. Uno
dei progressi piu significativi nelle terapie a base di acidi nucleici a base di lipidi si & verificato
nell'agosto 2018, quando Patisiran (ALN-TTR02) é stato il primo terapeutico siRNA approvato dalla
Food and Drug Administration (FDA) e dalla Commissione Europea (CE). ALN-TTR02 & una
formulazione siRNA basata sulla cosiddetta tecnologia di transfettazione Stable Nucleic Acid Lipid
Particle (SNALP). Nonostante il successo di Patisiran, la somministrazione di terapie a base di acidi
nucleici, incluso mRNA, tramite formulazioni lipidiche & ancora in fase di sviluppo.

Alcuni veicoli di somministrazione formulati con lipidi riconosciuti dall'arte per la terapia degli
acidi nucleici includono, secondo varie forme di realizzazione, vettori a base di polimeri, come la
polietilenimmina (PEI), nanoparticelle lipidiche e liposomi, nanoliposomi, nanoliposomi contenenti
ceramide, liposomi multivescicolari, proteoliposomi, esosomi sia naturali che derivati
sinteticamente, corpi lamellari naturali, sintetici e semisintetici, nanoparticelle, micelle ed
emulsioni. Queste formulazioni lipidiche possono variare nella loro struttura e composizione e,
come ci si pud aspettare in un campo in rapida evoluzione, sono stati utilizzati diversi termini
nell'arte per descrivere un singolo tipo di veicolo di somministrazione. Allo stesso tempo, i termini
per le formulazioni lipidiche sono variati per quanto riguarda il loro significato previsto in tutta la
letteratura scientifica e questo uso incoerente ha causato confusione per quanto riguarda il
significato esatto di diversi termini per le formulazioni lipidiche. Tra le diverse potenziali
formulazioni lipidiche, i liposomi, i liposomi cationici e le nanoparticelle lipidiche sono descritti in
dettaglio e definiti nel presente documento ai fini della presente informativa.

Liposomi

I liposomi convenzionali sono vescicole che consistono di almeno un doppio strato e un
compartimento acquoso interno. Le membrane a doppio strato dei liposomi sono tipicamente
formate da molecole anfifiliche, come lipidi di origine sintetica o naturale che comprendono
domini idrofili e idrofobici spazialmente separati (Lasic, Trends Biotechnol., 16: 307-321, 1998). Le
membrane a doppio strato dei liposomi possono anche essere formate da polimeri e tensioattivi
anfifilici (ad esempio, polimerisomi, niosomi, ecc.). In genere si presentano come vescicole sferiche
e possono variare in dimensioni da 20 nm a pochi micron. Le formulazioni liposomiali possono
essere preparate come dispersione colloidale o possono essere liofilizzate per ridurre i rischi di
stabilita e migliorare la durata di conservazione dei farmaci a base di liposomi. I metodi di
preparazione delle composizioni liposomiali sono noti nell'arte e sarebbero alla portata di un
comune artigiano.

I liposomi che hanno un solo doppio strato sono detti unilamellari, mentre quelli che ne hanno piu
di uno sono detti multilamellari. I tipi pitt comuni di liposomi sono le piccole vescicole unilamellari
(SUV), le grandi vescicole unilamellari (LUV) e le vescicole multilamellari (MLV). A differenza dei
liposomi, ilisosomi, le micelle e le micelle invertite sono composti da monostrati di lipidi. In
genere, si pensa che un liposoma abbia un singolo compartimento interno, tuttavia alcune
formulazioni possono essere liposomi multivescicolari (MVL), che consistono in numerosi
compartimenti acquosi interni discontinui separati da diversi doppi strati lipidici non concentrici.



I liposomi sono stati a lungo considerati veicoli per la somministrazione di farmaci a causa della
loro superiore biocompatibilita, dato che i liposomi sono fondamentalmente analoghi delle
membrane biologiche e possono essere preparati sia da fosfolipidi naturali che sintetici (Int ]
Nanomedicine. 2014; 9:1833-1843). Nel loro utilizzo come veicoli per la somministrazione di
farmaci, poiché un liposoma ha un nucleo di soluzione acquosa circondato da una membrana
aidrofobica, i soluti idrofili disciolti nel nucleo non possono passare facilmente attraverso il doppio
strato e i composti idrofobici si assoceranno al doppio strato. Pertanto, un liposoma puo essere
caricato con molecole idrofobiche e/o idrofile. Quando un liposoma viene utilizzato per trasportare
un acido nucleico come I'RNA, l'acido nucleico sara contenuto all'interno del compartimento
liposomiale in una fase acquosa.

Liposomi cationici

I liposomi possono essere composti da lipidi cationici, anionici e/o neutri. Come importante
sottoclasse di liposomi, i liposomi cationici sono liposomi realizzati in tutto o in parte da lipidi
caricati positivamente, o piu specificamente da un lipide che comprende sia un gruppo cationico
che una porzione lipofila. Oltre alle caratteristiche generali descritte sopra per i liposomi, le
frazioni caricate positivamente dei lipidi cationici utilizzate nei liposomi cationici offrono diversi
vantaggi e alcune caratteristiche strutturali uniche. Ad esempio, la porzione lipofila del lipide
cationico é idrofobica e quindi si allontanera dall'interno acquoso del liposoma e si assocera ad
altre specie non polari e idrofobiche. Al contrario, la frazione cationica si assocera a mezzi acquosi
e, cosa piu importante, a molecole e specie polari con cui pud complessarsi nell'interno acquoso del
liposoma cationico. Per queste ragioni, i liposomi cationici sono sempre piu oggetto di ricerca per
I'uso nella terapia genica a causa della loro predisposizione verso gli acidi nucleici caricati
negativamente tramite interazioni elettrostatiche, con conseguenti complessi che offrono
biocompatibilita, bassa tossicita e la possibilita di una produzione su larga scala richiesta per
applicazioni cliniche in vivo. I lipidi cationici adatti all'uso nei liposomi cationici sono elencati di
seguito.

Nanoparticelle lipidiche

A differenza dei liposomi e dei liposomi cationici, le nanoparticelle lipidiche (LNP) hanno una
struttura che include un singolo monostrato o doppio strato di lipidi che incapsula un composto in
una fase solida. Pertanto, a differenza dei liposomi, le nanoparticelle lipidiche non hanno una fase
acquosa o un'altra fase liquida al loro interno, ma piuttosto i lipidi del doppio strato o guscio
monostrato sono direttamente complessati al composto interno incapsulandolo in un nucleo solido.
Le nanoparticelle lipidiche sono in genere vescicole sferiche con una dispersione relativamente
uniforme di forma e dimensione. Mentre le fonti variano su quale dimensione qualifichi una
particella lipidica come nanoparticella, c'é una certa sovrapposizione nell'accordo sul fatto che una
nanoparticella lipidica puo avere un diametro compreso tra 10 nm e 1000 nm. Tuttavia, piu
comunemente sono considerate piu piccole di 120 nm o persino 100 nm.

Per i sistemi di somministrazione di acidi nucleici con nanoparticelle lipidiche, il guscio lipidico &
formulato per includere un lipide cationico ionizzabile che puo complessarsi e associarsi con la
struttura portante caricata negativamente del nucleo dell'acido nucleico. I lipidi cationici



ionizzabili con valori pKa apparenti inferiori a circa 7 hanno il vantaggio di fornire un lipide
cationico per la complessazione con la struttura portante caricata negativamente dell'acido
nucleico e il caricamento nella nanoparticella lipidica a valori di pH inferiori al pKa del lipide
ionizzabile dove é caricato positivamente. Quindi, a valori di pH fisiologici, la nanoparticella
lipidica puo adottare un esterno relativamente neutro consentendo un aumento significativo delle
emivite di circolazione delle particelle dopo la somministrazione endovenosa. Nel contesto della
somministrazione di acidi nucleici, le nanoparticelle lipidiche offrono molti vantaggi rispetto ad
altri sistemi di somministrazione di acidi nucleici basati sui lipidi, tra cui elevata efficienza di
incapsulamento dell'acido nucleico, potente trasfezione, migliore penetrazione nei tessuti per la
somministrazione di farmaci e bassi livelli di citotossicita e immunogenicita.

Prima dello sviluppo di sistemi di somministrazione di nanoparticelle lipidiche per acidi nucleici, i
lipidi cationici erano ampiamente studiati come materiali sintetici per la somministrazione di
medicinali a base di acidi nucleici. In questi primi sforzi, dopo la miscelazione a pH fisiologico, gli
acidi nucleici venivano condensati dai lipidi cationici per formare complessi lipidi-acidi nucleici
noti come lipoplessi. Tuttavia, i lipoplessi si sono dimostrati instabili e caratterizzati da ampie
distribuzioni dimensionali che vanno dalla scala submicronica a pochi micron. I lipoplessi, come il
reagente Lipofectamine®, hanno trovato notevole utilita per la trasfezione in vitro. Tuttavia, questi
lipoplessi di prima generazione non si sono dimostrati utili in vivo. Le grandi dimensioni delle
particelle e la carica positiva (impartita dal lipide cationico) determinano una rapida clearance
plasmatica, tossicita emolitica e di altro tipo, nonché attivazione del sistema immunitario. In alcuni
aspetti, le molecole di acido nucleico qui fornite e i lipidi o le formulazioni lipidiche qui fornite
formano una nanoparticella lipidica (LNP).

Sotto altri aspetti, le molecole di acido nucleico qui fornite sono incorporate in una formulazione
lipidica (vale a dire un veicolo di rilascio a base di lipidi).

Nel contesto della presente divulgazione, un veicolo di somministrazione a base lipidica serve in
genere a trasportare un RNA desiderato a una cellula o tessuto bersaglio. Il veicolo di
somministrazione a base lipidica puo essere qualsiasi veicolo di somministrazione a base lipidica
idoneo noto nell'arte. In alcuni aspetti, il veicolo di somministrazione a base lipidica & un liposoma,
un liposoma cationico o una nanoparticella lipidica contenente un RNA autoreplicante della
divulgazione. In alcuni aspetti, il veicolo di somministrazione a base lipidica comprende una
nanoparticella o un doppio strato di molecole lipidiche e un RNA autoreplicante della divulgazione.
In alcuni aspetti, il doppio strato lipidico comprende inoltre un lipide neutro o un polimero. In
alcuni aspetti, la formulazione lipidica comprende un mezzo liquido. In alcuni aspetti, la
formulazione incapsula inoltre un acido nucleico. In alcuni aspetti, la formulazione lipidica
comprende inoltre un acido nucleico e un lipide neutro o un polimero. In alcuni aspetti, la
formulazione lipidica incapsula l'acido nucleico.

La descrizione fornisce formulazioni lipidiche comprendenti una o pitt molecole di RNA
autoreplicanti incapsulate all'interno della formulazione lipidica. In alcuni aspetti, la formulazione
lipidica comprende liposomi. In alcuni aspetti, la formulazione lipidica comprende liposomi
cationici. In alcuni aspetti, la formulazione lipidica comprende nanoparticelle lipidiche.



In alcuni aspetti, I'RNA autoreplicante & completamente incapsulato nella porzione lipidica della
formulazione lipidica, in modo tale che I'RNA nella formulazione lipidica sia resistente in soluzione
acquosa alla degradazione della nucleasi. In altri aspetti, le formulazioni lipidiche descritte nel
presente documento sono sostanzialmente non tossiche per animali come gli esseri umani e altri
mammiferi.

Le formulazioni lipidiche della presente informativa hanno inoltre in genere un rapporto totale
lipidi:RNA (rapporto massa/massa) da circa 1:1 a circa 100:1, da circa 1:1 a circa 50:1, da circa 2:1 a
circa 45:1, da circa 3:1 a circa 40:1, da circa 5:1 a circa 45:1, o da circa 10:1 a circa 40:1, o da circa
15:1 a circa 40:1, o da circa 20:1 a circa 40:1; o da circa 25:1 a circa 45:1; o da circa 30:1 a circa 45:1;
o da circa 32:1 a circa 42:1; o da circa 34:1 a circa 42:1. In alcuni aspetti, il rapporto lipidi:RNA
totale (rapporto massa/massa) € compreso tra circa 30:1 e circa 45:1. Il rapporto puod essere
qualsiasi valore o sottovalore all'interno degli intervalli indicati, compresi gli endpoint.

Le formulazioni lipidiche della presente informativa hanno in genere un diametro medio da circa
30 nm a circa 150 nm, da circa 40 nm a circa 150 nm, da circa 50 nm a circa 150 nm, da circa 60 nm
a circa 130 nm, da circa 70 nm a circa 110 nm, da circa 70 nm a circa 100 nm, da circa 80 nm a circa
100 nm, da circa 90 nm a circa 100 nm, da circa 70 a circa 90 nm, da circa 80 nm a circa 90 nm, da
circa 70 nm a circa 80 nm, o circa 30 nm, circa 35 nm, circa 40 nm, circa 45 nm, circa 50 nm, circa
55 nm, circa 60 nm, circa 65 nm, circa 70 nm, circa 75 nm, circa 80 nm, circa 85 nm, circa 90 nm,
circa 95 nm, circa 100 nm, circa 105 nm, circa 110 nm, circa 115 nm, circa 120 nm, circa 125 nm,
circa 130 nm, circa 135 nm, circa 140 nm, circa 145 nm o circa 150 nm, e sono sostanzialmente non
tossici. Il diametro puo essere qualsiasi valore o sottovalore entro gli intervalli indicati, compresi
gli endpoint. Inoltre, gli acidi nucleici, quando presenti nelle nanoparticelle lipidiche della presente
informativa, sono generalmente resistenti in soluzione acquosa alla degradazione con una
nucleasi.

In alcune realizzazioni, la nanoparticella lipidica ha una dimensione inferiore a circa 500 nm,
inferiore a circa 400 nm, inferiore a circa 300 nm, inferiore a circa 200 nm, inferiore a circa 100 nm
o inferiore a circa 50 nm. In realizzazioni specifiche, la nanoparticella lipidica ha una dimensione
compresa tra circa 55 nm e circa 90 nm.

In alcuni aspetti, le formulazioni lipidiche comprendono un RNA autoreplicante, un lipide
cationico (ad esempio, uno o piu lipidi cationici o sali degli stessi descritti nel presente documento),
un fosfolipide e un lipide coniugato che inibisce 1'aggregazione delle particelle (ad esempio, uno o
piu coniugati PEG-lipidi). Le formulazioni lipidiche possono anche includere colesterolo. In un
aspetto, il lipide cationico é un lipide cationico ionizzabile.

Nelle formulazioni di acido nucleico-lipidi, 'RNA pu0 essere completamente incapsulato nella
porzione lipidica della formulazione, proteggendo cosil'acido nucleico dalla degradazione della
nucleasi. In alcuni aspetti, una formulazione lipidica comprendente un RNA & completamente
incapsulata nella porzione lipidica della formulazione lipidica, proteggendo cosi 1'acido nucleico
dalla degradazione della nucleasi. In alcuni aspetti, 'RNA nella formulazione lipidica non &
sostanzialmente degradato dopo l'esposizione della particella a una nucleasi a 37° C. per almeno 20,
30, 45 o0 60 minuti. In alcuni altri aspetti, 'RNA nella formulazione lipidica non é sostanzialmente



degradato dopo l'incubazione della formulazione nel siero a 37° C. per almeno 30, 45 o 60 minuti o
almeno 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 0 36 ore. In alcuni aspetti,
I'RNA é complessato con la porzione lipidica della formulazione. Uno dei vantaggi delle
formulazioni della presente divulgazione é che le composizioni di acido nucleico-lipidi sono
sostanzialmente non tossiche per animali come gli esseri umani e altri mammiferi.

Nel contesto degli acidi nucleici, 'incapsulamento completo puo essere determinato eseguendo un
test di esclusione del colorante fluorescente impermeabile alla membrana, che utilizza un
colorante che ha una fluorescenza migliorata quando associato all'acido nucleico.
L'incapsulamento & determinato aggiungendo il colorante a una formulazione lipidica, misurando
la fluorescenza risultante e confrontandola con la fluorescenza osservata dopo l'aggiunta di una
piccola quantita di detergente non ionico. La rottura dello strato lipidico mediata dal detergente
rilascia l'acido nucleico incapsulato, consentendogli di interagire con il colorante impermeabile
alla membrana. L'incapsulamento dell'acido nucleico puo essere calcolato come E=(I0-1)/10, dove/e
10 si riferisce alle intensita di fluorescenza prima e dopo l'aggiunta del detergente.

In alcuni aspetti, la presente divulgazione fornisce una composizione di acido nucleico-lipide
comprendente una pluralita di liposomi di acido nucleico, liposomi di acido nucleico-cationici o
nanoparticelle di acido nucleico-lipide. In alcuni aspetti, la composizione di acido nucleico-lipide
comprende una pluralita di liposomi di RNA. In alcuni aspetti, la composizione di acido nucleico-
lipide comprende una pluralita di liposomi di RNA-cationici. In alcuni aspetti, la composizione di
acido nucleico-lipide comprende una pluralita di nanoparticelle di RNA-lipide.

In alcuni aspetti, le formulazioni lipidiche comprendono RNA che é completamente incapsulato
all'interno della porzione lipidica della formulazione, in modo tale che da circa il 30% a circa il
100%, da circa il 40% a circa il 100%, da circa il 50% a circa il 100%, da circa il 60% a circa il 100%,
da circa il 70% a circa il 100%, da circa 1'80% a circa il 100%, da circa il 90% a circa il 100%, da circa
il 30% a circa il 95%, da circa il 40% a circa il 95%, da circa il 50% a circa il 95%, da circa il 60% a
circa il 95%, da circa il 70% a circa il 95%, da circa 1'80% a circa il 95%, da circa 1'85% a circa il 95%,
da circa il 90% a circa il 95%, da circa il 30% a circa I1 90%, da circa il 40% a circa il 90%, da circa il
50% a circa il 90%, da circa il 60% a circa il 90%, da circa il 70% a circa il 90%, da circa 1'80% a circa
il 90%, o almeno circa il 30%, circa il 35%, circa il 40%, circa il 45%, circa il 50%, circa il 55%, circa
il 60%, circa il 65%, circa il 70%, circa il 75%, circa 1'80%, circa 1'85%, circa il 90%, circa il 91%, circa
il 92%, circa il 93%, circa il 94%, circa il 95%, circa il 96%, circa il 97%, circa il 98% o circa il 99% (o
qualsiasi frazione o intervallo di queste) delle particelle ha I'RNA incapsulato al suo interno. La
quantita puo essere qualsiasi valore o sottovalore all'interno degli intervalli recitati, compresi gli
endpoint. L'RNA incluso in qualsiasi composizione RNA-lipide o formulazione RNA-lipide fornita
nel presente documento puo essere un RNA autoreplicante.

A seconda dell'uso previsto della formulazione lipidica, le proporzioni dei componenti possono
essere variate e l'efficienza di distribuzione di una particolare formulazione pud essere misurata
utilizzando analisi note nel settore.

In alcuni aspetti, le molecole di acido nucleico fornite nel presente documento sono formulate in
lipidi. La formulazione lipidica & preferibilmente selezionata tra, ma non limitata a, liposomi,



liposomi cationici e nanoparticelle lipidiche. In un aspetto, una formulazione lipidica & un
liposoma cationico o una nanoparticella lipidica (LNP) comprendente:

] = (a) un RNA della presente informativa,
= (b) un lipide cationico,
= (c) un agente di riduzione dell'aggregazione (come il lipide di glicole polietilenico (PEG) o
il lipide modificato con PEG),
(d) facoltativamente un lipide non cationico (come un lipide neutro), e
(e) facoltativamente, uno sterolo.

In un altro aspetto, il lipide cationico € un lipide cationico ionizzabile. Qualsiasi lipide cationico
ionizzabile puo essere incluso nelle formulazioni lipidiche, compresi i lipidi cationici esemplari
forniti nel presente documento.

Lipidi cationici

In un aspetto, la formulazione di nanoparticelle lipidiche comprende (i) almeno un lipide cationico;
(i) un lipide helper; (iii) uno sterolo (ad esempio, colesterolo); e (iv) un PEG-lipide. In un altro
aspetto, il lipide cationico é un lipide cationico ionizzabile. In un altro aspetto ancora, la
formulazione di nanoparticelle lipidiche comprende (i) almeno un lipide cationico; (ii) un lipide
helper; (iii) uno sterolo (ad esempio, colesterolo); e (iv) un PEG-lipide, in un rapporto molare di
circa 40-70% lipide cationico ionizzabile: circa 2-15% lipide helper: circa 20-45% sterolo; circa 0,5-
5% PEG-lipide. In un ulteriore aspetto, il lipide cationico € un lipide cationico ionizzabile.

In un aspetto, la formulazione di nanoparticelle lipidiche &€ composta da (i) almeno un lipide
cationico; (ii) un lipide helper; (iii) uno sterolo (ad esempio, colesterolo); e (iv) un PEG-lipide. In un
altro aspetto, il lipide cationico € un lipide cationico ionizzabile. In un altro aspetto ancora, la
formulazione di nanoparticelle lipidiche € composta da (i) almeno un lipide cationico; (ii) un lipide
helper; (iii) uno sterolo (ad esempio, colesterolo); e (iv) un PEG-lipide, in un rapporto molare di
circa 40-70% lipide cationico ionizzabile: circa 2-15% lipide helper: circa 20-45% sterolo; circa 0,5-
5% PEG-lipide. In un ulteriore aspetto, il lipide cationico & un lipide cationico ionizzabile.

Nelle formulazioni lipidiche attualmente divulgate, il lipide cationico puo essere, ad esempio,
cloruro di N,N-dioleyl-N,N-dimetilammonio (DODAC), bromuro di N,N-distearil-N,N-
dimetilammonio (DDAB), cloruro di 1,2-dioleoiltrimetilammoniopropano (DOTAP) (noto anche
come cloruro di N-(2,3-dioleoilossi)propil)-N,N,N-trimetilammonio e sale di cloruro di 1,2-
Dioleilossi-3-trimetilamminopropano), cloruro di N-(1-(2,3-dioleylossi)propil)-N,N,N-
trimetilammonio (DOTMA), N,N-dimetil-2,3-dioleylossi)propilammina (DODMA), 1,2-Dilinoleylossi-
N,N-dimetilamminopropano (DLinDMA), 1,2-dilinolenilossi-N,N-dimetilamminopropano
(DLenDMA), 1,2-di-y-linolenilossi-N,N-dimetilamminopropano (y-DLenDMA), 1,2-
dilinoleilcarbamoilossi-3-dimetilamminopropano (DLin-C-DAP), 1,2-dilinoleilossi-3-
(dimetilammino)acetossipropano (DLin-DAC), 1,2-dilinoleilossi-3-morfolinopropano (DLin-MA), 1,2-
dilinoleoyl-3-dimetilamminopropano (DLinDAP), 1,2-dilinoleiltio-3-dimetilamminopropano (DLin-
S-DMA), 1-linoleoyl-2-linoleilossi-3-dimetilamminopropano (DLin-2-DMAP), Sale di cloruro di 1,2-
dilinoleilossi-3-trimetilamminopropano (DLin-TMA-Cl), sale di cloruro di 1,2-dilinoleoil-3-
trimetilamminopropano (DLin-TAP-Cl), 1,2-dilinoleilossi-3-(N-metilpiperazino)propano (DLin-MPZ),



0 3-(N,N-dilinoleilammino)-1,2-propandiolo (DLinAP), 3-(N,N-dioleilammino)-1,2-propandiolo
(DOAP), 1,2-dilinoleilosso-3-(2-N,N-dimetilammino)etossipropano (DLin-EG-DMA), 2,2-dilinoleil-4-
dimetilamminometil-[1,3]-diossolano (DLin-K-DMA) o analoghi degli stessi, (3aR,5s,6aS)-N,N-
dimetil-2,2-di((9Z,127)-ottadeca-9,12-dienil)tetraidro-3aH-ciclopental[d][1,3]diossol-5-ammina,
(6Z,9Z,287,317)-eptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-il4-(dimetilammino)butanoato (MC3), 1,1"-(2-(4-(2-
((2-(bis(2-idrossidodecil)ammino)etil)(2-idrossidodecil)ammino)etil)piperazin-1-
il)etilazandiil)didodecan-2-olo (C12-200), 2,2-dilinoleil-4-(2-dimetilamminoetil)-[1,3]-diossolano
(DLin-K-C2-DMA), 2,2-dilinoleil-4-dimetilamnminometil-[1,3]-diossolano (DLin-K-DMA),
(67,97,287,317)-eptatriaconta-6,9,28 31-tetraen-19-il 4-(dimetilammino) butanoato (DLin-M-C3-
DMA), 3-((6Z,9Z,28Z,317)-eptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilossi)-N,N-dimetilpropan-1-ammina
(MC3 Etere), 4-((6Z,9Z,28Z,317)-eptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilossi)-N,N-dimetilbutan-1-
ammina (MC4 Etere), o qualsiasi combinazione di cui. Altri lipidi cationici includono, ma non sono
limitati a, N,N-distearil-N,N-dimetilammonio bromuro (DDAB), 3P-(N—(N',N'-dimetilamminoetano)-
carbamoil)colesterolo (DC-Choi), N-(1-(2,3-dioleyloxy)propil)-N-2-(sperminacarbossamido)etil)-N,N-
dimetilammonio trifluoracetato (DOSPA), diottadecilamidoglicil carbossispermina (DOGS), 1,2-
dileoyl-sn-3-fosfoetanolammina (DOPE), 1,2-dioleoyl-3-dimetilammonio propano (DODAP), N-(1,2-
dimiristilossiprop-3-il)-N,N-dimetil-N-idrossietil ammonio bromuro (DMRIE) e 2,2-Dilinoleyl-4-
dimetilamminoetil-[1,3]-diossolano (XTC). Inoltre, possono essere utilizzate preparazioni
commerciali di lipidi cationici, come, ad esempio, LIPOFECTIN (inclusi DOTMA e DOPE, disponibili
da GIBCO/BRL),e Lipofectamine (comprendente DOSPA e DOPE, disponibile presso GIBCO/BRL).

Altri lipidi cationici adatti sono descritti nelle pubblicazioni internazionali n. WO 09/086558, WO
09/127060, WO 10/048536, WO 10/054406, WO 10/088537, WO 10/129709 e WO 2011/153493; nelle
pubblicazioni di brevetti statunitensi n. 2011/0256175, 2012/0128760 e 2012/0027803; nel brevetto
statunitense n. 8.158.601; e in Love et al., PNAS, 107(5), 1864-69, 2010, il cui contenuto € qui
incorporato per riferimento.

Le formulazioni RNA-lipidiche della presente divulgazione possono comprendere un lipide helper,
che puo essere definito lipide helper neutro, lipide non cationico, lipide helper non cationico, lipide
anionico, lipide helper anionico o lipide neutro. E stato scoperto che le formulazioni lipidiche, in
particolare i liposomi cationici e le nanoparticelle lipidiche, hanno un aumento dell'assorbimento
cellulare se ilipidi helper sono presenti nella formulazione. (Curr. Drug Metab. 2014; 15(9):882-92).
Ad esempio, alcuni studi hanno indicato che ilipidi neutri e zwitterionici come 1,2-dioleoylsn-
glicero-3-fosfatidilcolina (DOPC), Di-Oleoyl-Phosphatidyl-Ethanoalamine (DOPE) e 1,2-DiStearoyl-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC), essendo piu fusogeni (vale a dire, facilitando la fusione) dei lipidi
cationici, possono influenzare le caratteristiche polimorfiche dei complessi lipidi-acidi nucleici,
promuovendo la transizione da una fase lamellare a una esagonale e quindi inducendo la fusione e
una rottura della membrana cellulare. (Nanomedicine (Lond). 2014 gennaio; 9(1):105-20). Inoltre,
I'uso di lipidi helper puo aiutare a ridurre qualsiasi potenziale effetto dannoso derivante dall'uso di
molti lipidi cationici prevalenti come tossicita e immunogenicita.

Esempi non limitanti di lipidi non cationici adatti per le formulazioni lipidiche della presente
informativa includono fosfolipidi quali lecitina, fosfatidiletanolammina, lisolecitina,
lisofosfatidiletanolammina, fosfatidilserina, fosfatidilinositolo, sfingomielina, sfingomielina d'uovo
(ESM), cefalina, cardiolipina, acido fosfatidico, cerebrosidi, dicetilfosfato, distearoilfosfatidilcolina



(DSPQ), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dioleoilfosfatidilglicerolo
(DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerolo (DPPG), dioleoilfosfatidiletanolammina (DOPE),
palmitoiloleoil-fosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoil-fosfatidiletanolammina (POPE),
palmitoiloleyol-fosfatidilglicerolo (POPG), dioleoilfosfatidiletanolammina 4-(N-maleimidometil)-
cicloesano-1-carbossilato (DOPE-mal), dipalmitoil-fosfatidiletanolammina (DPPE), dimiristoil-
fosfatidiletanolammina (DMPE), distearoil-fosfatidiletanolammina (DSPE), monometil-
fosfatidiletanolammina, dimetil-fosfatidiletanolammina, dielaidoil-fosfatidiletanolammina (DEPE),
stearoiloleoil-fosfatidiletanolammina (SOPE), lisofosfatidilcolina, dilinoleoilfosfatidilecolina e
miscele di queste. Possono essere utilizzati anche altri fosfolipidi di diacilfosfatidilecolina e
diacilfosfatidiletanolammina. I gruppi acilici in questi lipidi sono preferibilmente gruppi acilici
derivati da acidi grassi con catene di carbonio da C10 a C24, ad esempio lauroile, miristoile,
palmitoile, stearoile o oleoile.

Ulteriori esempi di lipidi non cationici includono steroli come il colesterolo e i suoi derivati. Come
lipide ausiliario, il colesterolo aumenta la spaziatura delle cariche dello strato lipidico che si
interfaccia con l'acido nucleico, facendo si che la distribuzione delle cariche corrisponda piu da
vicino a quella dell'acido nucleico. (JR Soc. Interface. 2012 7 marzo; 9(68): 548-561). Esempi non
limitanti di derivati del colesterolo includono analoghi polari come 5a-colestanolo, 5a-
coprostanolo, colesteril-(2-idrossi)-etil etere, colesteril-(4-idrossi)-butil etere e 6-chetocolestanolo;
analoghi non polari come 5a-colestano, colestenone, 5a-colestanone, 5a-colestanone e colesteril
decanoato; e miscele degli stessi. Per alcuni aspetti, il derivato del colesterolo & un analogo polare
come il colesteril-(4-idrossi)-butil etere.

In alcuni aspetti, il lipide helper presente nella formulazione lipidica comprende o € costituito da
una miscela di uno o piu fosfolipidi e colesterolo o un suo derivato. In altri aspetti, il lipide neutro
presente nella formulazione lipidica comprende o € costituito da uno o piu fosfolipidi, ad esempio,
una formulazione lipidica priva di colesterolo. In altri aspetti ancora, il lipide neutro presente nella
formulazione lipidica comprende o € costituito da colesterolo o un suo derivato, ad esempio, una
formulazione lipidica priva di fosfolipidi.

Altri esempi di lipidi helper includono lipidi non contenenti fosforo quali, ad esempio,
stearilammina, dodecilammina, esadecilammmina, acetil palmitato, glicerolo ricinoleato, esadecil
stearato, isopropil miristato, polimeri acrilici anfoteri, trietanolammina-lauril solfato, alchil-aril
solfato, ammidi di acidi grassi polietilossilati, diottadecildimetil ammonio bromuro, ceramide e
sfingomielina.

Altri lipidi cationici adatti includono quelli con gruppi di acidi grassi alternativi e altri gruppi
dialchilammino, compresi quelli in cui i sostituenti alchilici sono diversi (ad esempio, N-etil-N-
metilammino- e N-propil-N-etilammino-). Questi lipidi fanno parte di una sottocategoria di lipidi
cationici denominati amminolipidi. In alcune forme di realizzazione delle formulazioni lipidiche
descritte nel presente documento, il lipide cationico e un amminolipide. In generale, gli
amminolipidi con catene aciliche meno sature sono piu facilmente dimensionabili, in particolare
quando i complessi devono essere dimensionati al di sotto di circa 0,3 micron, ai fini della
sterilizzazione del filtro. Possono essere utilizzati amminolipidi contenenti acidi grassi insaturi con
lunghezze di catena di carbonio nell'intervallo da C 14 a C 55, Possono essere utilizzati anche altri



scaffold per separare il gruppo amminico e la porzione di acido grasso o alchile grasso
dell'amminolipide.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende il lipide cationico con Formula I
secondo la domanda di brevetto PCT/EP2017/064066. In questo contesto, la divulgazione di
PCT/EP2017/064066 é anche incorporata nel presente documento per riferimento.

In alcune realizzazioni, i lipidi amminici o cationici della presente informativa sono ionizzabili e
hanno almeno un gruppo protonabile o deprotonabile, in modo che il lipide sia caricato
positivamente a un pH pari o inferiore al pH fisiologico (ad esempio, pH 7,4) e neutro a un secondo
pH, preferibilmente pari o superiore al pH fisiologico. Naturalmente, si comprendera che I'aggiunta
o0 la rimozione di protoni in funzione del pH & un processo di equilibrio e che il riferimento a un
lipide carico o neutro si riferisce alla natura della specie predominante e non richiede che tutto il
lipide sia presente nella forma carica o neutra. Ilipidi che hanno piu di un gruppo protonabile o
deprotonabile, o che sono zwitterionici, non sono esclusi dall'uso nella presente informativa. In
alcune realizzazioni, i lipidi protonabili hanno un pKa del gruppo protonabile nell'intervallo da
circa 4 a circa 11. In alcune realizzazioni, il lipide cationico ionizzabile ha un pKa da circa 5 a circa
7. In alcune realizzazioni, il pKa di un lipide cationico ionizzabile & da circa 6 a circa 7.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende un lipide cationico ionizzabile di
Formula I.

] = 0 un sale o solvato farmaceuticamente accettabile dello stesso, in cui R5 e R6 sono
ciascuno indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C1-C31
lineare o ramificato, un alchenile C2-C31 o un alchinile C2-C31 e colesterile; L5 e L6 sono
ciascuno indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C1-C20
lineare e un alchenile C2-C20; X5 &€ —C(0)O—, per cui si forma —C(0)O—R6 0 —OC(0)—
per cui si forma —OC(0)—R6; X6 ¢ —C(0)O— per cui si forma —C(0)O—R5 0 —OC(0)—
per cui si forma —OC(0O)—R5; X7 € S 0 O; L7 é alchile assente o inferiore; R4 & un alchile
C1-C6 lineare o ramificato; e R7 e R8 sono ciascuno selezionati indipendentemente dal
gruppo costituito da un idrogeno e un alchile C1-C6 lineare o ramificato.

In alcune realizzazioni, X7 e S.

In alcune realizzazioni, X5 ¢ —C(0)O—, per cui si forma —C(0)O—R6 e X6 ¢ —C(0)O— per cui si
forma —C(0)O—RS5.

In alcune realizzazioni, R7 e R8 sono ciascuno selezionati indipendentemente dal gruppo costituito
da metile, etile e isopropile.

In alcune realizzazioni, L5 e L6 sono ciascuno indipendentemente un alchile C1-C10. In alcune
realizzazioni, L5 € un alchile C1-C3 e L6 & un alchile C1-C5. In alcune realizzazioni, L6 & un alchile
C1-C2. In alcune realizzazioni, L5 e L6 sono ciascuno un alchile lineare C7. In alcune realizzazioni,
L5 e L6 sono ciascuno un alchile lineare C9.

In alcune realizzazioni, R5 e R6 sono ciascuno indipendentemente un alchenile. In alcune
realizzazioni, R6 & alchenile. In alcune realizzazioni, R6 € alchenile C2-C9. In alcune realizzazioni,



I'alchenile comprende un singolo doppio legame. In alcune realizzazioni, R5 e R6 sono ciascuno
alchile. In alcune realizzazioni, R5 & un alchile ramificato. In alcune realizzazioni, R5 e R6 sono
ciascuno indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C9, un alchenile C9 e un
alchinile C9. In alcune realizzazioni, R5 e R6 sono ciascuno indipendentemente selezionati dal
gruppo costituito da un alchile C11, un alchenile C11 e un alchinile C11. In alcune realizzazioni, R5
e R6 sono ciascuno indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C7, un
alchenile C7 e un alchinile C7. In alcune realizzazioni, R5 ¢ —CH((CH2)pCH3)2 o0 —CH((CH2)pCH3)
((CH2)p-1CH3), in cui p € 4-8. In alcune realizzazioni, p € 5 e L5 & un alchile C1-C3. In alcune
realizzazioni, p € 6 e L5 € un alchile C3. In alcune realizzazioni, p € 7. In alcune realizzazioni,pe 8 e
L5 & un alchile C1-C3. In alcune realizzazioni, R5 & costituito da —CH((CH2)pCH3)((CH2)p-1CH3), in
cuipé7o08.

In alcune realizzazioni, R4 é etilene o propilene. In alcune realizzazioni, R4 & n-propilene o
isobutilene.

In alcune realizzazioni, L7 € assente, R4 é etilene, X7 € S e R7 e R8 sono ciascuno metile. In alcune
realizzazioni, L7 & assente, R4 & n-propilene, X7 & S e R7 e R8 sono ciascuno metile. In alcune
realizzazioni, L7 € assente, R4 ¢ etilene, X7 & S e R7 e R8 sono ciascuno etile.

In alcune realizzazioni, X7 e S, X5 € —C(0)O—, per cui si forma —C(0)O—R6, X6 &€ —C(0)O— per cui
si forma —C(0)O—RS5, L5 e L6 sono ciascuno indipendentemente un alchile lineare C3-C7, L7 e
assente, R5 ¢ —CH((CH2)pCHS3)2 e R6 & alchenile C7-C12. In alcune ulteriori realizzazioni, p &€ 6 e R6
¢ alchenile C9.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica pud comprendere un lipide cationico ionizzabile
selezionato dal gruppo costituito da LIPIDI #1 a LIPIDI #8:

TABELLA 6 LIPIDI # STRUTTURA 12345678

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica comprende un lipide cationico ionizzabile avente
una struttura selezionata da

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.
In alcune forme di realizzazione preferite, la formulazione lipidica comprende un lipide cationico
ionizzabile avente la struttura

o un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.
In alcune realizzazioni, uno o piu lipidi qui menzionati possono essere espressamente esclusi.

In alcuni aspetti, il lipide ausiliario comprende da circa 2 moli % a circa 20 moli %, da circa 3 moli
% a circa 18 moli %, da circa 4 moli % a circa 16 moli %, da circa 5 moli % a circa 14 moli %, da
circa 6 moli % a circa 12 moli %, da circa 5 moli % a circa 10 moli %, da circa 5 moli % a circa 9
moli %, o circa 2 moli %, circa 3 moli %, circa 4 moli %, circa 5 moli %, circa 6 moli %, circa 7 moli



%, circa 8 moli %, circa 9 moli %, circa 10 moli %, circa 11 moli %, o circa 12 moli % (o qualsiasi
frazione di essa o l'intervallo in essa compreso) del lipide totale presente nella formulazione
lipidica.

La porzione lipidica, o il colesterolo o il derivato del colesterolo nella formulazione lipidica puo
comprendere fino a circa il 40% molare, circa il 45% molare, circa il 50% molare, circa il 55%
molare o circa il 60% molare del lipide totale presente nella formulazione lipidica. In alcuni aspetti,
il colesterolo o il derivato del colesterolo comprende circa il 15% molare a circa il 45% molare,
circa il 20% molare a circa il 40% molare, circa il 25% molare a circa il 35% molare o circa il 28%
molare a circa il 35% molare; o circa il 25% molare, circa il 26% molare, circa il 27% molare, circa il
28% molare, circa il 29% molare, circa il 30% molare, circa il 31% molare, circa il 32% molare, circa
il 33% molare, circa il 34% molare, circa il 35% molare, circa il 36% molare o circa il 37% molare
del lipide totale presente nella formulazione lipidica.

In forme di realizzazione specifiche, la porzione lipidica della formulazione lipidica é pari a circa il
35% molare fino a circa il 42% molare di colesterolo.

In alcuni aspetti, il componente fosfolipidico nella miscela puo comprendere da circa 2 moli % a
circa 20 moli %, da circa 3 moli % a circa 18 moli %, da circa 4 moli % a circa 16 moli %, da circa 5
moli % a circa 14 moli %, da circa 6 moli % a circa 12 moli %, da circa 5 moli % a circa 10 moli %,
da circa 5 moli % a circa 9 moli %, o circa 2 moli %, circa 3 moli %, circa 4 moli %, circa 5 moli %,
circa 6 moli %, circa 7 moli %, circa 8 moli %, circa 9 moli %, circa 10 moli %, circa 11 moli %, o
circa 12 moli % (o qualsiasi frazione di essa o l'intervallo in essa compreso) del lipide totale
presente nella formulazione lipidica.

In alcune realizzazioni, la porzione lipidica della formulazione lipidica comprende circa, ma non &
necessariamente limitata a, dal 40% molare a circa il 60% molare del lipide cationico ionizzabile,
da circa il 4% molare a circa il 16% molare di DSPC, da circa il 30% molare a circa il 47% molare di
colesterolo e da circa lo 0,5% molare a circa il 3% molare di PEG2000-DMG.

In alcune realizzazioni, 1a porzione lipidica della formulazione lipidica puoé comprendere, ma non
€ necessariamente limitata a, circa il 42% molare a circa il 58% molare del lipide cationico
ionizzabile, circa il 6% molare a circa il 14% molare di DSPC, circa il 32% molare a circa il 44%
molare di colesterolo e circa 1'1% molare a circa il 2% molare di PEG2000-DMG.

In alcune realizzazioni, la porzione lipidica della formulazione lipidica puo¢ comprendere, ma non
€ necessariamente limitata a, circa il 45% molare a circa il 55% molare del lipide cationico
ionizzabile, circa 1'8% molare a circa il 12% molare di DSPC, circa il 35% molare a circa il 42%
molare di colesterolo e circal'1,25% molare a circal'1,75% molare di PEG2000-DMG.

La percentuale di lipidi helper presenti nella formulazione lipidica & una quantita target e la
quantita effettiva di lipidi helper presente nella formulazione puo variare, ad esempio, di +5 moli

%.

Una formulazione lipidica che comprende un composto lipidico cationico o un composto lipidico
cationico ionizzabile puo essere su base molare circa il 30-70% di composto lipidico cationico, circa



il 25-40% di colesterolo, circa il 2-15% di lipide helper e circa lo 0,5-5% di un lipide di
polietilenglicole (PEG), dove la percentuale e del lipide totale presente nella formulazione. In alcuni
aspetti, la composizione ¢ circa il 40-65% di composto lipidico cationico, circa il 25-35% di
colesterolo, circa il 3-9% di lipide helper e circa lo 0,5-3% di un lipide PEG, dove la percentuale & del
lipide totale presente nella formulazione.

La formulazione pu0 essere una formulazione di particelle lipidiche, contenente ad esempio 1'8-
30% di composto di acido nucleico, il 5-30% di lipidi helper e 1o 0-20% di colesterolo; il 4-25% di
lipidi cationici, il 4-25% di lipidi helper, il 2-25% di colesterolo, il 10-35% di colesterolo-PEG e il 5%
di colesterolo-ammina; oppure il 2-30% di lipidi cationici, il 2-30% di lipidi helper, 1'1-15% di
colesterolo, il 2-35% di colesterolo-PEG e 1'1-20% di colesterolo-ammina; oppure fino al 90% di lipidi
cationici e il 2-10% di lipidi helper, o addirittura il 100% di lipidi cationici.

Coniugati lipidici

Le formulazioni lipidiche descritte nel presente documento possono comprendere ulteriormente
un coniugato lipidico. Il lipide coniugato € utile in quanto impedisce l'aggregazione di particelle. I
lipidi coniugati adatti includono, ma non sono limitati a, coniugati lipidi-PEG, coniugati lipidi-
polimero-cationico e miscele degli stessi. Inoltre, i veicoli di erogazione lipidica possono essere
utilizzati per un targeting specifico mediante 1'attacco di ligandi (ad esempio, anticorpi, peptidi e
carboidrati) alla sua superficie o all'estremita terminale delle catene PEG attaccate (Front
Pharmacol. 2015 1 dicembre; 6:286).

In alcuni aspetti, il coniugato lipidico € un PEG-lipide. L'inclusione di polietilenglicole (PEG) in una
formulazione lipidica come rivestimento o legante di superficie, una tecnica denominata
PEGilazione, aiuta a proteggere le nanoparticelle dal sistema immunitario e dalla loro fuga
dall'assorbimento RES (Nanomedicine (Lond). 2011 giugno; 6(4):715-28). La PEGilazione é stata
utilizzata per stabilizzare le formulazioni lipidiche e i loro carichi utili attraverso meccanismi fisici,
chimici e biologici. I lipidi PEG simili a detergenti (ad esempio, PEG-DSPE) possono entrare nella
formulazione lipidica per formare uno strato idratato e una barriera sterica sulla superficie. In
base al grado di PEGilazione, lo strato superficiale puo essere generalmente suddiviso in due tipi,
strati a spazzola e a fungo. Per le formulazioni stabilizzate con PEG-DSPE, il PEG assumera la
conformazione a fungo a un basso grado di PEGilazione (solitamente inferiore al 5% in moli) e
passera alla conformazione a spazzola quando il contenuto di PEG-DSPE aumenta oltre un certo
livello (Journal of Nanomaterials. 2011; 2011:12). La PEGilazione porta a un aumento significativo
dell'emivita di circolazione delle formulazioni lipidiche (Annu. Rev. Biomed. Eng. 2011 15 agosto;
13():507-30; J. Control Release. 2010 3 agosto; 145(3):178-81).

Esempi di PEG-lipidi includono, ma non sono limitati a, PEG accoppiato a dialchilossipropili (PEG-
DAA), PEG accoppiato a diacilglicerolo (PEG-DAG), metossipolietilenglicole (PEG-DMG o PEG2000-
DMG), PEG accoppiato a fosfolipidi come la fosfatidiletanolammina (PEG-PE), PEG coniugato a
ceramidi, PEG coniugato a colesterolo o a un suo derivato e miscele degli stessi.

Il PEG e un polimero lineare, solubile in acqua, di unita ripetute di etilene PEG con due gruppi
idrossilici terminali. I PEG sono classificati in base al loro peso molecolare e includono i seguenti:
monometossipolietilenglicole (MePEG-OH), monometossipolietilenglicole-succinato (MePEG-S),



monometossipolietilenglicole-succinimidil succinato (MePEG-S-NHS), monometossipolietilenglicole-
ammina (MePEG-NH2), monometossipolietilenglicole-tresilato (MePEG-TRES),
monometossipolietilenglicole-imidazolil-carbonile (MePEG-IM), nonché composti contenenti un
gruppo idrossilico terminale anziché un gruppo metossilico terminale (ad esempio, HO-PEG-S, HO-
PEG-S—NHS, HO-PEG-NH2).

La frazione PEG dei coniugati PEG-lipidi qui descritti pud comprendere un peso molecolare medio
che va da circa 550 dalton a circa 10.000 dalton. In alcuni aspetti, la frazione PEG ha un peso
molecolare medio che va da circa 750 dalton a circa 5.000 dalton (ad esempio, da circa 1.000 dalton
a circa 5.000 dalton, da circa 1.500 dalton a circa 3.000 dalton, da circa 750 dalton a circa 3.000
dalton, da circa 750 dalton a circa 2.000 dalton). In alcuni aspetti, la frazione PEG ha un peso
molecolare medio di circa 2.000 dalton o circa 750 dalton. Il peso molecolare medio puo essere
qualsiasi valore o sottovalore all'interno degli intervalli indicati, inclusi gli endpoint.

In certi aspetti, il PEG pu0 essere facoltativamente sostituito da un gruppo alchilico, alcossilico,
acilico o arilico. I1 PEG puo essere coniugato direttamente al lipide o puo essere legato al lipide
tramite una frazione di collegamento. Puo essere utilizzata qualsiasi frazione di collegamento
adatta per accoppiare il PEG a un lipide, inclusi, ad esempio, frazioni di collegamento non
contenenti esteri e frazioni di collegamento contenenti esteri. In un aspetto, la frazione di
collegamento € una frazione di collegamento non contenente esteri. Esempi di gruppi di
collegamento non contenenti esteri includono, ma non sono limitati a, ammido (—C(O)NH—),
ammino (—NR—), carbonile (—C(0)—), carbammato (—NHC(0)O—), urea (—NHC(O)NH—),
disolfuro (—S—S—), etere (—0O—), succinile (—(0O)CCH2CH2C(0)—), succinamidile (—
NHC(O)CH2CH2C(O)NH—), etere, cosi come combinazioni di questi (come un collegamento
contenente sia un gruppo di collegamento carbammato che un gruppo di collegamento ammidico).
In un aspetto, un collegamento carbammato viene utilizzato per accoppiare il PEG al lipide.

In alcuni aspetti, una frazione linker contenente estere viene utilizzata per accoppiare il PEG al
lipide. Fra le frazioni linker contenenti estere esemplificative sono inclusi, ad esempio, carbonato
(—OC(0)O—), succinoile, esteri fosfatici (—O—(O)POH—O—), esteri solfonati e loro combinazioni.

Le fosfatidiletanolammine con una varieta di gruppi di catene aciliche di diverse lunghezze di
catena e gradi di saturazione possono essere coniugate al PEG per formare il coniugato lipidico.
Tali fosfatidiletanolammine sono disponibili in commercio o possono essere isolate o sintetizzate
utilizzando tecniche convenzionali note agli esperti del settore. Sono preferite le
fosfatidiletanolammine contenenti acidi grassi saturi o insaturi con lunghezze di catena di
carbonio nell'intervallo da C 15 a C 39 Possono essere utilizzate anche fosfatidiletanolammine con
acidi grassi mono- o di-insaturi e miscele di acidi grassi saturi e insaturi. Le fosfatidiletanolammine
adatte includono, ma non sono limitate a, dimiristoil-fosfatidiletanolammina (DMPE), dipalmitoil-
fosfatidiletanolammina (DPPE), dioleoil-fosfatidiletanolammina (DOPE) e distearoil-
fosfatidiletanolammina (DSPE).

In alcuni aspetti, il coniugato PEG-DAA ¢ un coniugato PEG-didecilossipropile (C10), un coniugato
PEG-dilaurilossipropile (C12), un coniugato PEG-dimiristilossipropile (C14), un coniugato PEG-
dipalmitilossipropile (C16) o un coniugato PEG-distearilossipropile (C18). In alcuni aspetti, il PEG ha



un peso molecolare medio di circa 750 o circa 2.000 dalton. In alcuni aspetti, il gruppo idrossile
terminale del PEG € sostituito con un gruppo metilico.

Oltre a quanto sopra, altri polimeri idrofili possono essere utilizzati al posto del PEG. Esempi di
polimeri adatti che possono essere utilizzati al posto del PEG includono, ma non sono limitati a,
polivinilpirrolidone, polimetilossazolina, polietilossazolina, poliidrossipropile, metacrilammide,
polimetacrilammide e polidimetilacrilammide, acido polilattico, acido poliglicolico e cellulose
derivatizzate come idrossimetilcellulosa o idrossietilcellulosa.

In alcuni aspetti, il coniugato lipidico (ad esempio, PEG-lipide) comprende da circa 0,1 moli % a
circa 2 moli %, da circa 0,5 moli % a circa 2 moli %, da circa 1 moli % a circa 2 moli %, da circa 0,6
moli % a circa 1,9 moli %, da circa 0,7 moli % a circa 1,8 moli %, da circa 0,8 moli % a circa 1,7 moli
%, da circa 0,9 moli % a circa 1,6 moli %, da circa 0,9 moli % a circa 1,8 moli %, da circa 1 mol % a
circa 1,8 moli %, da circa 1 mol % a circa 1,7 moli %, da circa 1,2 moli % a circa 1,8 moli %, da circa
1,2 moli % a circa 1,7 moli %, da circa 1,3 moli % a circa 1,6 moli %, o da circa 1,4 moli % a circa 1,6
moli % (o qualsiasi frazione o intervallo di essa) del lipide totale presente nella formulazione
lipidica. In altre realizzazioni, il coniugato lipidico (ad esempio, PEG-lipide) comprende circa 0,5%,
0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1,0%, 1,2%, 1,3%, 1,4%, 1,5%, 1,6%, 1,7%, 1,8%, 1,9%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%,
4,0%, 4,5% 0 5% (o qualsiasi frazione o intervallo di essa) del lipide totale presente nella
formulazione lipidica. La quantita pud essere qualsiasi valore o sottovalore all'interno degli
intervalli recitati, inclusi gli endpoint.

La percentuale di coniugato lipidico (ad esempio, PEG-lipide) presente nelle formulazioni lipidiche
della divulgazione é una quantita target e la quantita effettiva di coniugato lipidico presente nella
formulazione puo variare, ad esempio, di +0,5 moli %. Un esperto del settore comprendera che la
concentrazione del coniugato lipidico puo essere variata a seconda del coniugato lipidico impiegato
e della velocita alla quale 1a formulazione lipidica deve diventare fusogena.

In alcune realizzazioni, la formulazione lipidica per una qualsiasi delle composizioni descritte nel
presente documento comprende un lipoplex, un liposoma, una nanoparticella lipidica, una
particella a base di polimero, un esosoma, un corpo lamellare, una micella o un'emulsione.

Meccanismo d'azione per l'assorbimento cellulare delle formulazioni lipidiche

In alcuni aspetti, le formulazioni lipidiche per la somministrazione intracellulare di acidi nucleici,
in particolare liposomi, liposomi cationici e nanoparticelle lipidiche, sono progettate per
I'assorbimento cellulare penetrando nelle cellule bersaglio attraverso lo sfruttamento dei
meccanismi endocitotici delle cellule bersaglio in cui il contenuto del veicolo di somministrazione
lipidica viene consegnato al citosol della cellula bersaglio. (Nucleic Acid Therapeutics, 28(3):146-
157, 2018). Prima dell'endocitosi, i ligandi funzionalizzati come il PEG-lipide sulla superficie del
veicolo di somministrazione lipidica vengono rilasciati dalla superficie, il che innesca
I'internalizzazione nella cellula bersaglio. Durante 1'endocitosi, una parte della membrana
plasmatica della cellula circonda il vettore e lo ingloba in una vescicola che poi si stacca dalla
membrana cellulare, entra nel citosol e infine entra e si muove attraverso il percorso
endolisosomiale. Per i veicoli di rilascio contenenti lipidi cationici ionizzabili, 'acidita aumentata
con l'invecchiamento dell'endosoma determina un veicolo con una forte carica positiva sulla



superficie. Le interazioni tra il veicolo di rilascio e la membrana endosomiale determinano quindi
un evento di fusione della membrana che porta al rilascio citosolico del carico utile. Per i carichi
utili di RNA, i processi di traduzione interna della cellula tradurranno quindi I'RNA nella proteina
codificata. La proteina codificata puo ulteriormente subire un'elaborazione post-traduzionale,
incluso il trasporto a un organello mirato o a una posizione all'interno della cellula o I'escrezione
dalla cellula.

Controllando la composizione e la concentrazione del coniugato lipidico, si puo controllare la
velocita con cui il coniugato lipidico si scambia dalla formulazione lipidica e, a sua volta, la velocita
con cui la formulazione lipidica diventa fusogena. Inoltre, altre variabili, tra cui, ad esempio, pH,
temperatura o forza ionica, possono essere utilizzate per variare e/o controllare la velocita con cui
la formulazione lipidica diventa fusogena. Altri metodi che possono essere utilizzati per controllare
la velocita con cui la formulazione lipidica diventa fusogena diventeranno evidenti agli esperti del
settore dopo aver letto questa informativa. Inoltre, controllando la composizione e la
concentrazione del coniugato lipidico, si puo controllare la dimensione delle particelle liposomiali
o lipidiche.

Produzione di formulazioni lipidiche

Esistono molti metodi diversi per la preparazione di formulazioni lipidiche comprendenti un acido
nucleico. (Curr. Drug Metabol. 2014, 15, 882-892; Chem. Phys. Lipids 2014, 177, 8-18; Int. J. Pharm.
Stud. Res. 2012, 3, 14-20). Le tecniche di idratazione a film sottile, doppia emulsione, evaporazione
in fase inversa, preparazione microfluidica, centrifugazione asimmetrica doppia, iniezione di
etanolo, dialisi con detergente, formazione spontanea di vescicole mediante diluizione con etanolo
e incapsulamento in liposomi preformati sono brevemente descritte nel presente documento.

Idratazione a film sottile

Nell'idratazione a film sottile (TFH) o nel metodo Bangham, i lipidi vengono disciolti in un solvente
organico, quindi evaporati tramite 1'uso di un evaporatore rotante che porta alla formazione di uno
strato sottile di lipidi. Dopo l'idratazione dello strato tramite una soluzione tampone acquosa
contenente il composto da caricare, si formano vescicole multilamellari (MLV), che possono essere
ridotte in dimensioni per produrre vescicole unilamellari piccole o grandi (LUV e SUV) tramite
estrusione attraverso membrane o tramite sonicazione della MLV di partenza.

Doppia Emulsione

Le formulazioni lipidiche possono anche essere preparate tramite la tecnica della Doppia
Emulsione, che prevede la dissoluzione dei lipidi in una miscela di acqua/solvente organico. La
soluzione organica, contenente goccioline d'acqua, viene miscelata con un eccesso di mezzo
acquoso, portando alla formazione di una doppia emulsione acqua-in-olio-in-acqua (W/O/W). Dopo
un'agitazione meccanica vigorosa, parte delle goccioline d'acqua collassa, dando origine a Grandi
Vescicole Unilamellari (LUV).

Evaporazione in fase inversa



Il metodo Reverse Phase Evaporation (REV) consente inoltre di ottenere LUV caricati con acido
nucleico. In questa tecnica, un sistema bifase ¢ formato dalla dissoluzione di fosfolipidi in solventi
organici e tampone acquoso. La sospensione risultante viene quindi sonicata brevemente fino a
quando la miscela diventa una dispersione monofase limpida. La formulazione lipidica € ottenuta
dopo l'evaporazione del solvente organico a pressione ridotta. Questa tecnica & stata utilizzata per
incapsulare diverse molecole idrofile grandi e piccole, compresi gli acidi nucleici.

Preparazione microfluidica

Il metodo microfluidico, a differenza di altre tecniche di massa, offre la possibilita di controllare il
processo di idratazione dei lipidi. Il metodo puo essere classificato in microfluidico a flusso
continuo e microfluidico basato su goccioline, in base al modo in cui il flusso viene manipolato. Nel
metodo di focalizzazione idrodinamica microfluidica (MHF), che opera in modalita di flusso
continuo, i lipidi vengono disciolti in alcol isopropilico che viene focalizzato idrodinamicamente in
una giunzione incrociata microcanale tra due flussi tampone acquosi. La dimensione delle
vescicole puo essere controllata modulando le velocita di flusso, controllando cosi il processo di
diluizione della soluzione lipidica/tampone. Il metodo puo essere utilizzato per produrre
formulazioni lipidiche di oligonucleotidi (ON) utilizzando un dispositivo microfluidico costituito da
tre porte di ingresso e una di uscita.

Centrifugazione asimmetrica doppia

La centrifugazione asimmetrica duale (DAC) differisce dalla centrifugazione pii comune in quanto
utilizza una rotazione aggiuntiva attorno al proprio asse verticale. Si ottiene un'omogeneizzazione
efficiente grazie ai due movimenti sovrapposti generati: il campione viene spinto verso l'esterno,
come in una normale centrifuga, e poi viene spinto verso il centro della fiala grazie alla rotazione
aggiuntiva. Miscelando lipidi e una soluzione di NaCl si ottiene un gel fosfolipidico vescicolare
viscoso (VPC), che viene poi diluito per ottenere una dispersione di formulazione lipidica. La
dimensione della formulazione lipidica puo0 essere regolata ottimizzando la velocita DAC, la
concentrazione lipidica e il tempo di omogeneizzazione.

Iniezione di etanolo

Il metodo Ethanol Injection (EI) puo essere utilizzato per l'incapsulamento degli acidi nucleici.
Questo metodo prevede l'iniezione rapida di una soluzione etanolica, in cui i lipidi sono disciolti, in
un mezzo acquoso contenente acidi nucleici da incapsulare, tramite 1'uso di un ago. Le vescicole si
formano spontaneamente quando i fosfolipidi sono dispersi nel mezzo.

Dialisi con detergente

Il metodo di dialisi detergente puo essere utilizzato per incapsulare acidi nucleici. In breve, lipidi e
plasmidi vengono solubilizzati in una soluzione detergente di forza ionica appropriata, dopo aver
rimosso il detergente tramite dialisi, si forma una formulazione lipidica stabilizzata. L'acido
nucleico non incapsulato viene quindi rimosso tramite cromatografia a scambio ionico e le
vescicole vuote tramite centrifugazione a gradiente di densita di saccarosio. La tecnica ¢ altamente



sensibile al contenuto di lipidi cationici e alla concentrazione salina del tampone di dialisi, e il
metodo é anche difficile da scalare.

Formazione spontanea di vescicole mediante diluizione dell'etanolo

Le formulazioni lipidiche stabili possono anche essere prodotte attraverso il metodo di formazione
spontanea di vescicole mediante diluizione con etanolo, in cui una diluizione graduale o goccia a
goccia dell'etanolo fornisce la formazione istantanea di vescicole caricate con acido nucleico
mediante 1'aggiunta controllata di lipidi disciolti in etanolo a un tampone acquoso a rapida
miscelazione contenente I'acido nucleico.

Incapsulamento in liposomi preformati

L'intrappolamento degli acidi nucleici puo essere ottenuto anche a partire da liposomi preformati
attraverso due metodi diversi: (1) una semplice miscelazione di liposomi cationici con acidi nucleici
che da complessi elettrostatici chiamati "lipoplex”, dove possono essere utilizzati con successo per
trasfettare colture cellulari, ma sono caratterizzati dalla loro bassa efficienza di incapsulamento e
scarse prestazioni in vivo; e (2) una destabilizzazione liposomiale, aggiungendo lentamente etanolo
assoluto a una sospensione di vescicole cationiche fino a una concentrazione del 40% v/v seguita
dall'aggiunta goccia a goccia di acidi nucleici ottenendo vescicole caricate; tuttavia, i due passaggi
principali che caratterizzano il processo di incapsulamento sono troppo sensibili e le particelle
devono essere ridimensionate.

Eccipienti

Le composizioni farmaceutiche qui divulgate possono essere formulate utilizzando uno o piu
eccipienti per: (1) aumentare la stabilita; (2) aumentare la trasfezione cellulare; (3) consentire un
rilascio prolungato o ritardato (ad esempio, da una formulazione di deposito del polinucleotide, del
costrutto primario o dell'RNA); (4) alterare la biodistribuzione (ad esempio, indirizzare il
polinucleotide, il costrutto primario o I'RNA a tessuti o tipi di cellule specifici); (5) aumentare la
traduzione della proteina codificata in vivo; e/o (6) alterare il profilo di rilascio della proteina
codificata in vivo.

Le composizioni farmaceutiche descritte nel presente documento possono essere preparate con
qualsiasi metodo noto o sviluppato in seguito nell'arte della farmacologia. In generale, tali metodi
preparatori includono la fase di associazione del principio attivo (ad esempio, acido nucleico) con
un eccipiente e/o uno o piu altri ingredienti accessori. Una composizione farmaceutica conforme
alla presente informativa puo essere preparata, confezionata e/o venduta in grandi quantita, come
dose unitaria singola e/o come una pluralita di dosi unitarie singole.

Le composizioni farmaceutiche possono inoltre comprendere un eccipiente farmaceuticamente
accettabile che, come qui utilizzato, include, ma non ¢ limitato a, tutti i solventi, mezzi di
dispersione, diluenti o altri veicoli liquidi, ausiliari di dispersione o sospensione, agenti tensioattivi,
agenti isotonici, agenti addensanti o emulsionanti, conservanti e simili, come adatto alla
particolare forma di dosaggio desiderata.



Oltre agli eccipienti tradizionali quali tutti i solventi, mezzi di dispersione, diluenti o altri veicoli
liquidi, ausili di dispersione o sospensione, agenti tensioattivi, agenti isotonici, agenti addensanti o
emulsionanti, conservanti, gli eccipienti della presente informativa possono includere, senza
limitazioni, liposomi, nanoparticelle lipidiche, polimeri, lipoplessi, nanoparticelle core-shell,
peptidi, proteine, cellule transfettate con costrutto di DNA primario o RNA (ad esempio, per il
trapianto in un soggetto), ialuronidasi, imitatori di nanoparticelle e combinazioni degli stessi.

Di conseguenza, le composizioni farmaceutiche descritte nel presente documento possono
includere uno o piu eccipienti, ciascuno in una quantita che insieme aumenta la stabilita dell'acido
nucleico nella formulazione lipidica, aumenta la trasfezione cellulare da parte dell'acido nucleico,
aumenta l'espressione della proteina codificata e/o altera il profilo di rilascio delle proteine
codificate. Inoltre, I'RNA della presente divulgazione pud essere formulato utilizzando
nanoparticelle di acido nucleico autoassemblate.

Vari eccipienti per la formulazione di composizioni farmaceutiche e tecniche per la preparazione
della composizione sono noti nell'arte (vedere Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
21a edizione, AR Gennaro, Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimora, Md., 2006; incorporato nel
presente documento per riferimento nella sua interezza). L'uso di un mezzo eccipiente
convenzionale puo essere contemplato nell'ambito delle forme di realizzazione della presente
divulgazione, eccetto nella misura in cui qualsiasi mezzo eccipiente convenzionale puo essere
incompatibile con una sostanza o i suoi derivati, ad esempio producendo qualsiasi effetto biologico
indesiderato o interagendo in altro modo in modo deleterio con qualsiasi altro componente della
composizione farmaceutica.

Le composizioni farmaceutiche di questa divulgazione possono inoltre contenere come sostanze
trasportatrici farmaceuticamente accettabili, come richiesto per approssimare le condizioni
fisiologiche, come agenti di regolazione del pH e tamponanti, agenti di regolazione della tonicita e
agenti bagnanti, ad esempio, acetato di sodio, lattato di sodio, cloruro di sodio, cloruro di potassio,
cloruro di calcio, monolaurato di sorbitano, oleato di trietanolammina e miscele degli stessi. Per le
composizioni solide, possono essere utilizzati trasportatori farmaceuticamente accettabili non
tossici convenzionali che includono, ad esempio, gradi farmaceutici di mannitolo, lattosio, amido,
stearato di magnesio, saccarina sodica, talco, cellulosa, glucosio, saccarosio, carbonato di magnesio
e simili.

In alcune forme di realizzazione della divulgazione, la formulazione RNA-lipide pud essere
somministrata in una formulazione a rilascio temporizzato, ad esempio in una composizione che
include un polimero a rilascio lento. L'agente attivo puo essere preparato con vettori che
proteggeranno dal rilascio rapido, ad esempio un veicolo a rilascio controllato come un polimero,
un sistema di rilascio microincapsulato o un gel bioadesivo. Il rilascio prolungato dell'RNA, in varie
composizioni della divulgazione, puo0 essere ottenuto includendo nella composizione agenti che
ritardano l'assorbimento, ad esempio, idrogel di monostearato di alluminio e gelatina.

Metodi per indurre risposte immunitarie

In alcune forme di realizzazione, sono forniti qui metodi per indurre una risposta immunitaria in
un soggetto. Qualsiasi tipo di risposta immunitaria puo essere indotta utilizzando i metodi forniti



qui, comprese le risposte immunitarie adattative e innate. In un aspetto, le risposte immunitarie
indotte utilizzando i metodi forniti qui includono una risposta anticorpale, una risposta
immunitaria cellulare o sia una risposta anticorpale che una risposta immunitaria cellulare.

I metodi di induzione di una risposta immunitaria qui forniti includono la somministrazione a un
soggetto di una quantita efficace di qualsiasi molecola di acido nucleico qui fornita. In un aspetto, i
metodi di induzione di una risposta immunitaria includono la somministrazione a un soggetto di
una quantita efficace di qualsiasi composizione comprendente una molecola di acido nucleico e un
lipide qui forniti. In un altro aspetto, i metodi di induzione di una risposta immunitaria includono
la somministrazione a un soggetto di una quantita efficace di qualsiasi composizione farmaceutica
comprendente una molecola di acido nucleico e una formulazione lipidica qui fornita. In alcuni
aspetti, le molecole di acido nucleico, le composizioni e la composizione farmaceutica qui fornite
sono vaccini che possono suscitare una risposta immunitaria protettiva o terapeutica, ad esempio.

Come utilizzato nel presente documento, il termine "soggetto" si riferisce a qualsiasi individuo o
paziente su cui vengono eseguiti i metodi qui divulgati. Il termine "soggetto" puo essere utilizzato
in modo intercambiabile con il termine "individuo" o "paziente". Il soggetto puo essere un essere
umano, sebbene il soggetto possa essere un animale, come sara apprezzato da coloro che sono nel
settore. Pertanto, altri animali, inclusi mammiferi come roditori (inclusi topi, ratti, criceti e
porcellini d'India), gatti, cani, conigli, animali da fattoria tra cui mucche, cavalli, capre, pecore,
maiali, ecc. e primati (inclusi scimmie, scimpanzé, oranghi e gorilla) sono inclusi nella definizione
di soggetto. Come utilizzato nel presente documento, il termine "quantita efficace" o "quantita
terapeuticamente efficace" si riferisce a quella quantita di una molecola di acido nucleico,
composizione o composizione farmaceutica qui descritta che & sufficiente per effettuare
I'applicazione prevista, inclusa ma non limitata all'induzione di una risposta immunitaria e/o
trattamento di una malattia, come definito nel presente documento. La quantita terapeuticamente
efficace puo variare a seconda dell'applicazione prevista (ad esempio, induzione di una risposta
immunitaria, trattamento, applicazione in vivo), o del soggetto o paziente e della condizione della
malattia in cura, ad esempio, il peso e I'eta del soggetto, la specie, la gravita della condizione della
malattia, la modalita di somministrazione e simili, che possono essere facilmente determinati da
una persona con normale competenza nell'arte. Il termine si applica anche a una dose che indurra
una particolare risposta in una cellula bersaglio. La dose specifica variera a seconda della
particolare molecola di acido nucleico, composizione o composizione farmaceutica scelta, del
regime di dosaggio da seguire, se viene somministrata in combinazione con altri composti, tempi di
somministrazione, il tessuto a cui viene somministrata e il sistema di somministrazione fisica in cui
viene trasportata.

Le dosi esemplari di molecole di acido nucleico che possono essere somministrate includono circa
0,01 pg, circa 0,02 ug, circa 0,03 pg, circa 0,04 pg, circa 0,05 ug, circa 0,06 ug, circa 0,07 pg, circa 0,08
ug, circa 0,09 ug, circa 0,1 pg, circa 0,2 pg, circa 0,3 pg, circa 0,4 ug, circa 0,5 g, circa 0,6 pg, circa
0,7 ug, circa 0,8 pg, circa 0,9 pg, circa 1,0 g, circa 1,5 ug, circa 2,0 pg, circa 2,5 pg, circa 3,0 ug, circa
3,5 ug, circa 4,0 ug, circa 4,5 ug, circa 5,0 ug, circa 5,5 pg, circa 6,0 g, circa 6,5 pg, circa 7,0 pg, circa
7,5 ug, circa 8,0 ug, circa 8,5 ug, circa 9,0 g, circa 9,5 ug, circa 10 pg, circa 11 pg, circa 12 pg, circa
13 pg, circa 14 pg, circa 15 pg, circa 16 pg, circa 17 pg, circa 18 pg, circa 19 pg, circa 20 pg, circa 21
ug, circa 22 g, circa 23 pg, circa 24 ug, circa 25 pg, circa 26 ug, circa 27 pg, circa 28 ug, circa 29 pg,



circa 30 pg, circa 35 pg, circa 40 ug, circa 45 pg, circa 50 ug, circa 55 pg, circa 60 pg, circa 65 g,
circa 70 pg, circa 75 pg, circa 80 ug, circa 85 pg, circa 90 pg, circa 95 pg, circa 100 ug, circa 125 pg,
circa 150 pg, circa 175 pg, circa 200 pg, circa 250 ug, circa 300 g, circa 350 pg, circa 400 pg, circa
450 pg, circa 500 pg, circa 600 pg, circa 700 pg, circa 800 ug, circa 900 pg, circa 1.000 ug, o piu, e
qualsiasi numero o intervallo intermedio. In un aspetto, le molecole di acido nucleico sono
molecole di RNA. In un altro aspetto, le molecole di acido nucleico sono molecole di DNA. Le
molecole di acido nucleico possono avere un dosaggio unitario comprendente circa 0,01 yg a circa
1.000 pg o piu di acido nucleico in una singola dose.

In alcuni aspetti, le composizioni fornite nel presente documento che possono essere
somministrate includono circa 0,01 pg, circa 0,02 ug, circa 0,03 g, circa 0,04 pg, circa 0,05 ug, circa
0,06 pg, circa 0,07 pg, circa 0,08 ug, circa 0,09 ug, circa 0,1 pg, circa 0,2 pg, circa 0,3 ug, circa 0,4 pg,
circa 0,5 pg, circa 0,6 pg, circa 0,7 pg, circa 0,8 pg, circa 0,9 pg, circa 1,0 ug, circa 1,5 ug, circa 2,0 ug,
circa 2,5 pg, circa 3,0 ug, circa 3,5 g, circa 4,0 pg, circa 4,5 pg, circa 5,0 ug, circa 5,5 pg, circa 6,0 g,
circa 6,5 pg, circa 7,0 ug, circa 7,5 ug, circa 8,0 pg, circa 8,5 g, circa 9,0 ug, circa 9,5 ug, circa 10 pg,
circa 11 pg, circa 12 pg, circa 13 pg, circa 14 pg, circa 15 pg, circa 16 g, circa 17 yg, circa 18 pg,
circa 19 pg, circa 20 pg, circa 21 pg, circa 22 pg, circa 23 ug, circa 24 pg, circa 25 pg, circa 26 g,
circa 27 pg, circa 28 g, circa 29 ug, circa 30 ug, circa 35 pg, circa 40 pg, circa 45 pg, circa 50 pg,
circa 55 pg, circa 60 ug, circa 65 pg, circa 70 ug, circa 75 pg, circa 80 ug, circa 85 ug, circa 90 pg,
circa 95 pg, circa 100 pg, circa 125 pg, circa 150 pg, circa 175 pg, circa 200 yg, circa 250 ug, circa 300
ug, circa 350 pg, circa 400 g, circa 450 pg, circa 500 pg, circa 600 g, circa 700 pg, circa 800 pg,
circa 900 pg, circa 1.000 pg, o piu, e qualsiasi numero o intervallo intermedio, acido nucleico e
lipidi. In altri aspetti, le composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento che possono
essere somministrate includono circa 0,01 pg, circa 0,02 pg, circa 0,03 pg, circa 0,04 pg, circa 0,05
ug, circa 0,06 ug, circa 0,07 pg, circa 0,08 ug, circa 0,09 ug, circa 0,1 g, circa 0,2 pg, circa 0,3 pg,
circa 0,4 pg, circa 0,5 pg, circa 0,6 ug, circa 0,7 pg, circa 0,8 pg, circa 0,9 yg, circa 1,0 ug, circa 1,5 pg,
circa 2,0 pg, circa 2,5 ug, circa 3,0 ug, circa 3,5 ug, circa 4,0 ug, circa 4,5 ug, circa 5,0 ug, circa 5,5 pg,
circa 6,0 pg, circa 6,5 ug, circa 7,0 ug, circa 7,5 pg, circa 8,0 pg, circa 8,5 ug, circa 9,0 ug, circa 9,5 pg,
circa 10 pg, circa 11 pg, circa 12 yg, circa 13 ug, circa 14 pg, circa 15 pg, circa 16 pg, circa 17 pg,
circa 18 pg, circa 19 ug, circa 20 pg, circa 21 pg, circa 22 pg, circa 23 g, circa 24 ug, circa 25 pg,
circa 26 g, circa 27 pg, circa 28 ug, circa 29 pg, circa 30 pg, circa 35 pg, circa 40 pg, circa 45 pg,
circa 50 pg, circa 55 g, circa 60 ug, circa 65 pg, circa 70 ug, circa 75 pg, circa 80 pg, circa 85 ug,
circa 90 pg, circa 95 pg, circa 100 pg, circa 125 pg, circa 150 pg, circa 175 pg, circa 200 pg, circa 250
ug, circa 300 pg, circa 350 pg, circa 400 pg, circa 450 pg, circa 500 pg, circa 600 g, circa 700 pg,
circa 800 pg, circa 900 g, circa 1.000 pg, o piu, e qualsiasi numero o intervallo intermedio,
formulazione di acidi nucleici e lipidi.

In un aspetto, le composizioni fornite nel presente documento possono avere un dosaggio unitario
comprendente circa 0,01 g a circa 1.000 pg o piu di acido nucleico e lipidi in una singola dose. In
un altro aspetto, le composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento possono avere un
dosaggio unitario comprendente circa 0,01 pg a circa 1.000 pg o piu di acido nucleico e
formulazione lipidica in una singola dose. Un dosaggio unitario di vaccino puo corrispondere al
dosaggio unitario di molecole di acido nucleico, composizioni o composizioni farmaceutiche fornite
nel presente documento e che pud essere somministrato a un soggetto. In un aspetto, le



composizioni di vaccino della presente divulgazione hanno un dosaggio unitario comprendente
circa 0,01 pg a circa 1.000 pg o piu di acido nucleico e formulazione lipidica in una singola dose. In
un altro aspetto, le composizioni di vaccino della presente divulgazione hanno un dosaggio
unitario comprendente circa 0,01 pg a circa 50 pg di acido nucleico e formulazione lipidica in una
singola dose. In un ulteriore aspetto, le composizioni vaccinali della presente invenzione hanno un
dosaggio unitario comprendente circa 0,2 ug a circa 20 yg di formulazione di acidi nucleici e lipidi
in una singola dose.

Una forma di dosaggio della composizione di questa divulgazione puo essere solida, che puo essere
ricostituita in un liquido prima della somministrazione. Il solido pu0 essere somministrato come
polvere. Il solido puo essere sotto forma di capsula, compressa o gel. In alcune realizzazioni, la
composizione farmaceutica comprende una formulazione lipidica di acido nucleico che é stata
liofilizzata. In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata puoé comprendere uno o piu
lioprotettori, quali, tra cui, ma non necessariamente limitati a, glucosio, trealosio, saccarosio,
maltosio, lattosio, mannitolo, inositolo, idrossipropil-p-ciclodestrina e/o polietilenglicole. In alcune
realizzazioni, la composizione liofilizzata comprende un poloxamer, sorbato di potassio, saccarosio
0 qualsiasi combinazione di questi. In forme di realizzazione specifiche, il polossamero e il
polossamero 188. In alcune forme di realizzazione, le composizioni liofilizzate descritte nel
presente documento possono comprendere circa lo 0,01-1,0% p/p di un polossamero. In alcune
forme di realizzazione, le composizioni liofilizzate descritte nel presente documento possono
comprendere circa 1'1,0-5,0% p/p di sorbato di potassio. Le percentuali possono essere qualsiasi
valore o sottovalore entro gli intervalli indicati, compresi gli endpoint.

In alcune realizzazioni, la composizione liofilizzata puo comprendere circa lo 0,01-1,0% p/p della
molecola di acido nucleico. In alcune realizzazioni, la composizione pud comprendere circa 1'1,0-
5,0% p/p di lipidi. In alcune realizzazioni, la composizione pud comprendere circa lo 0,5-2,5% p/p di
tampone TRIS. In alcune realizzazioni, la composizione puo comprendere circa lo 0,75-2,75% p/p di
NaCl. In alcune realizzazioni, la composizione puo comprendere circa 1'85-95% p/p di uno
zucchero. Le percentuali possono essere qualsiasi valore o sottovalore entro gli intervalli indicati,
inclusi gli endpoint.

In una forma di realizzazione preferita, la forma di dosaggio delle composizioni farmaceutiche
descritte nel presente documento puo0 essere una sospensione liquida di nanoparticelle lipidiche di
RNA autoreplicanti descritte nel presente documento. In alcune forme di realizzazione, la
sospensione liquida é in una soluzione tamponata. In alcune forme di realizzazione, la soluzione
tamponata comprende un tampone selezionato dal gruppo costituito da HEPES, MOPS, TES e TRIS.
In alcune forme di realizzazione, il tampone ha un pH di circa 7,4. In alcune forme di realizzazione
preferite, il tampone & HEPES. In alcune ulteriori forme di realizzazione, la soluzione tamponata
comprende inoltre un crioprotettore. In alcune forme di realizzazione, il crioprotettore é
selezionato da uno zucchero e glicerolo o una combinazione di uno zucchero e glicerolo. In alcune
forme di realizzazione, lo zucchero & uno zucchero dimerico. In alcune forme di realizzazione, lo
zucchero e saccarosio. In alcune forme di realizzazione preferite, il tampone comprende HEPES,
saccarosio e glicerolo a un pH di 7,4. In alcune realizzazioni, la composizione comprende un
tampone HEPES, MOPS, TES o TRIS a un pH di circa 7,0 a circa 8,5. In alcune realizzazioni, il
tampone HEPES, MOPS, TES o TRIS puo essere a una concentrazione che va da 7 mg/ml a circa 15



mg/ml. Il pH o la concentrazione possono essere qualsiasi valore o sottovalore entro gli intervalli
recitati, inclusi gli endpoint.

In alcune realizzazioni, la sospensione viene congelata durante la conservazione e scongelata
prima della somministrazione. In alcune realizzazioni, la sospensione viene congelata a una
temperatura inferiore a circa 70° C. In alcune realizzazioni, la sospensione viene diluita con acqua
sterile durante la somministrazione endovenosa. In alcune realizzazioni, la somministrazione
endovenosa comprende la diluizione della sospensione con circa 2 volumi a circa 6 volumi di
acqua sterile. In alcune realizzazioni, la sospensione comprende circa 0,1 mg a circa 3,0 mg di RNA
autoreplicante/mlL, circa 15 mg/mL a circa 25 mg/mL di un lipide cationico ionizzabile, circa 0,5
mg/mL a circa 2,5 mg/mL di un lipide PEG, circa 1,8 mg/mL a circa 3,5 mg/mL di un lipide helper,
circa 4,5 mg/mL a circa 7,5 mg/mL di un colesterolo, circa 7 mg/mL a circa 15 mg/mL di un
tampone, circa 2,0 mg/mL a circa 4,0 mg/mL di NaCl, circa 70 mg/mL a circa 110 mg/mL di
saccarosio e circa 50 mg/mL a circa 70 mg/mL di glicerolo. In alcune realizzazioni, una
formulazione di nanoparticelle di RNA-lipidi autoreplicanti liofilizzate pud essere risospesa in un
tampone come descritto nel presente documento.

In alcune realizzazioni, le composizioni della presente informativa vengono somministrate a un
soggetto in modo tale che una concentrazione di RNA autoreplicante di almeno circa 0,05 mg/kg,
almeno circa 0,1 mg/kg, almeno circa 0,5 mg/kg, almeno circa 1,0 mg/kg, almeno circa 2,0 mg/kg,
almeno circa 3,0 mg/kg, almeno circa 4,0 mg/kg, almeno circa 5,0 mg/kg di peso corporeo venga
somministrata in una singola dose o come parte di un singolo ciclo di trattamento. In alcune
realizzazioni, le composizioni della presente informativa vengono somministrate a un soggetto in
modo tale che una quantita totale di almeno circa 0,1 mg, almeno circa 0,5 mg, almeno circa 1,0 mg,
almeno circa 2,0 mg, almeno circa 3,0 mg, almeno circa 4,0 mg, almeno circa 5,0 mg, almeno circa
6,0 mg, almeno circa 7,0 mg, almeno circa 8,0 mg, almeno circa 9,0 mg, almeno circa 10 mg, almeno
circa 15 mg, almeno circa 20 mg, almeno circa 25 mg, almeno circa 30 mg, almeno circa 35 mg,
almeno circa 40 mg, almeno circa 45 mg, almeno circa 50 mg, almeno circa 55 mg, almeno circa 60
mg, almeno circa 65 mg, almeno circa 70 mg, almeno circa 75 mg, almeno circa 80 mg, almeno
circa 85 mg, almeno circa 90 mg, almeno circa 95 mg, almeno circa 100 mg, almeno circa 105 mg,
almeno circa 110 mg, almeno circa 115 mg, almeno circa 120 mg o almeno circa 125 mg di RNA
autoreplicante vengono somministrati in una o piu dosi fino a una dose massima di circa 300 mg,
circa 350 mg, circa 400 mg, circa 450 mg o circa 500 mg di RNA autoreplicante.

Qualsiasi via di somministrazione puo essere inclusa nei metodi forniti nel presente documento. In
alcuni aspetti, le molecole di acido nucleico, le composizioni e le composizioni farmaceutiche
fornite nel presente documento vengono somministrate per via intramuscolare, sottocutanea,
intradermica, transdermica, intranasale, orale, sublinguale, endovenosa, intraperitoneale, topica,
per aerosol o per via polmonare, come per inalazione o nebulizzazione, ad esempio. In alcune
forme di realizzazione, le composizioni farmaceutiche descritte vengono somministrate per via
sistemica. Le vie di somministrazione idonee includono, ad esempio, la somministrazione orale,
rettale, vaginale, transmucosale, polmonare, inclusa la somministrazione intratracheale o
inalatoria, o intestinale; somministrazione parenterale, inclusa l'iniezione intradermica,
transdermica (topica), intramuscolare, sottocutanea, intramidollare, nonché intratecale,
intraventricolare diretta, endovenosa, intraperitoneale o intranasale. In particolari realizzazioni, la



somministrazione intramuscolare avviene a un muscolo selezionato dal gruppo costituito da
muscolo scheletrico, muscolo liscio e muscolo cardiaco. In alcune realizzazioni, la composizione
farmaceutica viene somministrata per via endovenosa.

Le composizioni farmaceutiche possono essere somministrate a qualsiasi tessuto desiderato. In
alcune realizzazioni, I'RNA autoreplicante somministrato & espresso in un tessuto diverso dal
tessuto in cui € stata somministrata la formulazione lipidica o la composizione farmaceutica. In
realizzazioni preferite, 'RNA autoreplicante & somministrato ed espresso nel fegato.

In altri aspetti, le molecole di acido nucleico, le composizioni e le composizioni farmaceutiche qui
fornite vengono somministrate per via intramuscolare.

In alcuni aspetti, il soggetto in cui viene indotta una risposta immunitaria & un soggetto sano. Come
utilizzato nel presente documento, il termine "soggetto sano" si riferisce a un soggetto che non ha
una condizione o una malattia, tra cui una malattia infettiva o un cancro, ad esempio, o che non ha
una condizione o una malattia contro cui viene indotta una risposta immunitaria. Di conseguenza,
in alcuni aspetti, una molecola di acido nucleico, una composizione o una composizione
farmaceutica qui fornita viene somministrata a scopo profilattico per prevenire una malattia
infettiva o un cancro, ad esempio. In altri aspetti, il soggetto in cui viene indotta una risposta
immunitaria ha il cancro. Il soggetto puo soffrire di qualsiasi cancro o avere qualsiasi tumore,
inclusi tumori solidi e liquidi. In un aspetto, il cancro é cancro al rene, cancro renale, cancro alla
vescica urinaria, cancro alla prostata, cancro all'utero, cancro al seno, cancro cervicale, cancro alle
ovaie, cancro ai polmoni, cancro al fegato, cancro allo stomaco, cancro al colon, cancro al retto,
cancro alla cavita orale, cancro alla faringe, cancro al pancreas, cancro alla tiroide, melanoma,
cancro alla pelle, cancro alla testa e al collo, cancro al cervello, cancro ematopoietico, leucemia,
linfoma, cancro alle ossa o sarcoma. Di conseguenza, una molecola di acido nucleico, una
composizione o una composizione farmaceutica qui fornita puod essere somministrata
terapeuticamente, vale a dire, per trattare una condizione o una malattia, come il cancro, dopo
I'insorgenza della condizione o della malattia.

Come qui utilizzati, i termini "trattare”, "trattamento”, "terapia", "terapeutico” e simili si riferiscono
all'ottenimento di un effetto farmacologico e/o fisiologico desiderato, inclusi, ma non limitati a,
alleviare, ritardare o rallentare la progressione, ridurre gli effetti o i sintomi, prevenire
I'insorgenza, inibire, migliorare l'insorgenza di una malattia o di un disturbo, ottenere un risultato
benefico o desiderato rispetto a una malattia, un disturbo o una condizione medica, come un
beneficio terapeutico e/o un beneficio profilattico. "Trattamento", come qui utilizzato, include
qualsiasi trattamento di una malattia in un mammifero, in particolare in un essere umano, e
include: (a) prevenire che la malattia si verifichi in un soggetto, incluso un soggetto che e
predisposto alla malattia o a rischio di contrarre la malattia ma non é stato ancora diagnosticato
come affetto; (b) inibire la malattia, ovvero arrestarne lo sviluppo; e (c) alleviare la malattia,
ovvero causare la regressione della malattia. Un beneficio terapeutico include l'eradicazione o il
miglioramento del disturbo sottostante in cura. Inoltre, un beneficio terapeutico si ottiene con
I'eradicazione o il miglioramento di uno o piu sintomi fisiologici associati al disturbo sottostante, in
modo tale che si osservi un miglioramento nel soggetto, nonostante il soggetto possa ancora essere
afflitto dal disturbo sottostante. In alcuni aspetti, per un beneficio profilattico, il trattamento o le



composizioni per il trattamento, comprese le composizioni farmaceutiche, vengono somministrati
a un soggetto a rischio di sviluppare una particolare malattia, o0 a un soggetto che segnala uno o piu
sintomi fisiologici di una malattia, anche se una diagnosi di questa malattia potrebbe non essere
stata fatta. I metodi della presente divulgazione possono essere utilizzati con qualsiasi mammifero
o0 altro animale. In alcuni aspetti, il trattamento determina una diminuzione o cessazione dei
sintomi. Un effetto profilattico include il ritardo o 1'eliminazione della comparsa di una malattia o
condizione, il ritardo o 1'eliminazione dell'insorgenza dei sintomi di una malattia o condizione, il
rallentamento, l'arresto o l'inversione della progressione di una malattia o condizione, o qualsiasi
combinazione di questi.

Le molecole di acido nucleico, le composizioni e le composizioni farmaceutiche qui fornite possono
essere somministrate una o piu volte. Di conseguenza, le molecole di acido nucleico, le
composizioni e le composizioni farmaceutiche qui fornite possono essere somministrate una, due,
tre, quattro, cinque, sei, sette, otto, nove, dieci o piu volte. Il tempo tra due o piu somministrazioni
puo essere una settimana, due settimane, tre settimane, quattro settimane, cinque settimane, sei
settimane, sette settimane, otto settimane, nove settimane, settimane, dieci settimane, 11 settimane,
12 settimane, 13 settimane, 14 settimane, 15 settimane, 16 settimane, 17 settimane, 18 settimane, 19
settimane, 20 settimane, 21 settimane, 22 settimane, 23 settimane, 24 settimane, 25 settimane, 26
settimane, 27 settimane, 28 settimane, 29 settimane, 30 settimane, 31 settimane, 32 settimane, 33
settimane, 34 settimane, 35 settimane, 36 settimane, 37 settimane, 38 settimane, 39 settimane, 40
settimane, 41 settimane, 42 settimane, 43 settimane, 44 settimane, 45 settimane, 46 settimane, 47
settimane, 48 settimane, 49 settimane, 50 settimane, 51 settimane, 52 settimane o piu settimane e
qualsiasi numero o intervallo intermedio. In alcuni aspetti, la tempistica tra due o piu
somministrazioni ¢ di un mese, due mesi, tre mesi, quattro mesi, cinque mesi, sei mesi, sette mesi,
otto mesi, nove mesi, dieci mesi, 11 mesi, 12 mesi, 13 mesi, 14 mesi, 15 mesi, 16 mesi, 17 mesi, 18
mesi, 19 mesi, 20 mesi, 21 mesi, 22 mesi, 23 mesi, 24 mesi o pit mesi e qualsiasi numero o intervallo
intermedio. In altri aspetti, la tempistica tra due o piu somministrazioni puo essere di un anno, due
anni, tre anni, quattro anni, cinque anni, sei anni, sette anni, otto anni, nove anni, dieci anni o piu
anni e qualsiasi numero o intervallo intermedio. La tempistica tra la prima e qualsiasi
somministrazione successiva puo essere la stessa o diversa. In un aspetto, le molecole di acido
nucleico, le composizioni o le composizioni farmaceutiche qui fornite vengono somministrate una
volta.

Piu di una molecola di acido nucleico, composizione o composizione farmaceutica puo essere
somministrata nei metodi forniti nel presente documento. In un aspetto, due o piu molecole di
acido nucleico, composizioni o composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento
vengono somministrate simultaneamente. In un altro aspetto, due o pitt molecole di acido nucleico,
composizioni o composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento vengono
somministrate in sequenza. Le somministrazioni simultanee e sequenziali possono includere
qualsiasi numero e qualsiasi combinazione di molecole di acido nucleico, composizioni o
composizioni farmaceutiche fornite nel presente documento. Piu molecole di acido nucleico,
composizioni o composizioni farmaceutiche che vengono somministrate insieme o in sequenza
possono includere transgeni che codificano diverse proteine antigeniche o frammenti delle stesse.
In questo modo, possono essere indotte risposte immunitarie contro diversi bersagli antigenici.



Due, tre, quattro, cinque, sei, sette, otto, nove, dieci o pitt molecole di acido nucleico, composizioni o
composizioni farmaceutiche che includono transgeni che codificano diverse proteine antigeniche o
frammenti delle stesse possono essere somministrate simultaneamente o in sequenza. Qualsiasi
combinazione di molecole di acido nucleico, composizioni e composizioni farmaceutiche, inclusa
qualsiasi combinazione di transgeni, puo essere somministrata simultaneamente o
sequenzialmente. In alcuni aspetti, la somministrazione & simultanea. In altri aspetti, la
somministrazione & sequenziale. Il tempo tra due o pitt somministrazioni puo essere una
settimana, due settimane, tre settimane, quattro settimane, cinque settimane, sei settimane, sette
settimane, otto settimane, nove settimane, settimane, dieci settimane, 11 settimane, 12 settimane,
13 settimane, 14 settimane, 15 settimane, 16 settimane, 17 settimane, 18 settimane, 19 settimane, 20
settimane, 21 settimane, 22 settimane, 23 settimane, 24 settimane, 25 settimane, 26 settimane, 27
settimane, 28 settimane, 29 settimane, 30 settimane, 31 settimane, 32 settimane, 33 settimane, 34
settimane, 35 settimane, 36 settimane, 37 settimane, 38 settimane, 39 settimane, 40 settimane, 41
settimane, 42 settimane, 43 settimane, 44 settimane, 45 settimane, 46 settimane, 47 settimane, 48
settimane, 49 settimane, 50 settimane, 51 settimane, 52 settimane o piu settimane e qualsiasi
numero o intervallo intermedio. In alcuni aspetti, la tempistica tra due o pit somministrazioni e di
un mese, due mesi, tre mesi, quattro mesi, cinque mesi, sei mesi, sette mesi, otto mesi, nove mesi,
dieci mesi, 11 mesi, 12 mesi, 13 mesi, 14 mesi, 15 mesi, mesi, 16 mesi, 17 mesi, 18 mesi, 19 mesi, 20
mesi, 21 mesi, 22 mesi, 23 mesi, 24 mesi o piu mesi e qualsiasi numero o intervallo intermedio. In
altri aspetti, 1a tempistica tra due o piu somministrazioni puo essere di un anno, due anni, tre anni,
quattro anni, cinque anni, sei anni, sette anni, otto anni, nove anni, dieci anni o piu anni e qualsiasi
numero o intervallo intermedio. La tempistica tra la prima e qualsiasi successiva somministrazione
puo essere la stessa o diversa. Le molecole di acido nucleico, le composizioni e le composizioni
farmaceutiche qui fornite possono essere somministrate con qualsiasi altro vaccino o trattamento.

Dopo la somministrazione della composizione al soggetto, il prodotto proteico codificato dall'RNA
autoreplicante della divulgazione (ad esempio, un antigene) ¢ rilevabile nei tessuti bersaglio per
almeno circa uno-sette giorni o piu. La quantita di prodotto proteico necessaria per ottenere un
effetto terapeutico variera a seconda del titolo anticorpale necessario per generare un'immunita al
COVID-19 nel paziente. Ad esempio, il prodotto proteico puo essere rilevabile nei tessuti bersaglio a
una concentrazione (ad esempio, una concentrazione terapeutica) di almeno circa 0,025-1,5 pg/ml
(ad esempio, almeno circa 0,050 yg/ml, almeno circa 0,075 pg/ml, almeno circa 0,1 pg/ml, almeno
circa 0,2 pg/ml, almeno circa 0,3 pug/ml, almeno circa 0,4 pg/ml, almeno circa 0,5 pg/ml, almeno
circa 0,6 pg/ml, almeno circa 0,7 ug/ml, almeno circa 0,8 pg/ml, almeno circa 0,9 pg/ml, almeno
circa 1,0 pg/ml, almeno circa 1,1 pug/ml, almeno circa 1,2 pg/ml, almeno circa 1,3 pg/ml, almeno
circa 1,4 pg/ml o almeno circa 1,5 pg/ml), per almeno circa 1, 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, 35, 40, 45 giorni o piu dopo la somministrazione
della composizione al soggetto.

In alcune realizzazioni, la composizione descritta nel presente documento puo essere
somministrata una volta. In alcune realizzazioni, la composizione descritta nel presente
documento pud essere somministrata due volte.

In alcune realizzazioni, la composizione puod essere somministrata sotto forma di dose di richiamo
a un soggetto precedentemente vaccinato contro il coronavirus.



In alcune realizzazioni, una composizione farmaceutica della presente informativa viene
somministrata a un soggetto una volta al mese. In alcune realizzazioni, una composizione
farmaceutica della presente informativa viene somministrata a un soggetto due volte al mese. In
alcune realizzazioni, una composizione farmaceutica della presente informativa viene
somministrata a un soggetto tre volte al mese. In alcune realizzazioni, una composizione
farmaceutica della presente informativa viene somministrata a un soggetto quattro volte al mese.

In alternativa, le composizioni della presente informativa possono essere somministrate in modo
locale piuttosto che sistemico, ad esempio, tramite iniezione della composizione farmaceutica
direttamente in un tessuto mirato, preferibilmente in una formulazione a rilascio prolungato o
depot. La somministrazione locale puo essere influenzata in vari modi, a seconda del tessuto da
trattare. Ad esempio, gli aerosol contenenti composizioni della presente informativa possono
essere inalati (per somministrazione nasale, tracheale o bronchiale); le composizioni della presente
informativa possono essere iniettate nel sito di lesione, manifestazione di malattia o dolore, ad
esempio; le composizioni possono essere fornite in pastiglie per applicazione orale, tracheale o
esofagea; possono essere fornite in forma liquida, compressa o capsula per somministrazione allo
stomaco o all'intestino, possono essere fornite in forma di supposta per applicazione rettale o
vaginale; o possono anche essere somministrate all'occhio mediante 1'uso di creme, gocce o persino
iniezione. Le formulazioni contenenti composizioni della presente divulgazione complessate con
molecole terapeutiche o ligandi possono anche essere somministrate chirurgicamente, ad esempio
in associazione con un polimero o altra struttura o sostanza che puo consentire alle composizioni
di diffondersi dal sito di impianto alle cellule circostanti. In alternativa, possono essere applicate
chirurgicamente senza l'uso di polimeri o supporti.

Combinazioni

L'RNA autoreplicante, le sue formulazioni o le proteine codificate descritte nel presente documento
possono essere utilizzate in combinazione con uno o piu altri agenti terapeutici, profilattici,
diagnostici o di imaging. Con "in combinazione con" non si intende implicare che gli agenti
debbano essere somministrati contemporaneamente e/o formulati per la somministrazione
insieme, sebbene questi metodi di somministrazione rientrino nell'ambito della presente
informativa. Le composizioni possono essere somministrate contemporaneamente, prima o dopo
una o piu altre terapie o procedure mediche desiderate. In generale, ogni agente verra
somministrato a una dose e/o secondo un programma temporale determinato per quell'agente.
Preferibilmente, i metodi di trattamento della presente informativa comprendono la
somministrazione di composizioni farmaceutiche, profilattiche, diagnostiche o di imaging in
combinazione con agenti che possono migliorare la loro biodisponibilita, ridurre e/o modificare il
loro metabolismo, inibire la loro escrezione e/o modificare la loro distribuzione all'interno del
corpo. Come esempio non limitativo, un RNA autoreplicante della divulgazione puo0 essere
utilizzato in combinazione con un agente farmaceutico per immunizzare o vaccinare un soggetto.
In generale, ci si aspetta che gli agenti utilizzati in combinazione con 'RNA autoreplicante
attualmente divulgato e le relative formulazioni siano utilizzati a livelli che non superino i livelli a
cui sono utilizzati individualmente. In alcune realizzazioni, i livelli utilizzati in combinazione
saranno inferiori a quelli utilizzati individualmente. In una realizzazione, le combinazioni,



ciascuna o insieme, possono essere somministrate secondo i regimi di dosaggio frazionati come
sono noti nell'arte.

Intervalli

In questa informativa, vari aspetti possono essere presentati in formato intervallo. Si deve
comprendere che qualsiasi descrizione in formato intervallo ¢ solo per comodita e brevita e non
intende essere limitativa. Di conseguenza, la descrizione di un intervallo deve essere considerata
come avente divulgato specificamente tutti i possibili sottointervalli nonché singoli valori numerici
all'interno di tale intervallo. Ad esempio, la descrizione di un intervallo come da 1 a 6 deve essere
considerata come avente divulgato specificamente sottointervallicomedala3,dala4,dalas,
da2a4,da2a6,da 3 a6, ecc., nonché singoli numeri all'interno di tale intervallo, ad esempio 1, 2,
2,1,2,2,2,5,3,4,4,75, 4,8, 4,85, 4,95, 5, 5,5, 5,75, 5,9, 5,00 e 6. Ci0 si applica a un intervallo di
qualsiasi ampiezza.

Esempio 1

Questo esempio descrive un confronto tra la progettazione e 1'espressione delle piattaforme mRNA
e RNA autoreplicante (STARR™).

Sia i costrutti del vaccino mRNA che STARR™ sono stati progettati per codificare la proteina S SARS-
CoV-2 a lunghezza intera (1273 aa), con 'RNA autoreplicante STARR™ che codifica inoltre per i geni
della replicasi del virus dell'encefalite equina venezuelana (VEEV) (FIGURA 1 UNA; Costrutto del
vaccino STARR™ corrispondente a un RNA con una sequenza di SEQ ID NO:125, con U al posto di T,
qui denominato "RNA STARR™ SARS-CoV-2"; mRNA corrispondente a una sequenza di SEQ ID NO:
126, con U al posto di T e comprendente un virus dell'incisione del tabacco (TEV) 5’ UTR, una beta-
globina di Xenopus (Xbg) 3' UTR e un open reading frame ottimizzato per codoni che codifica la
glicoproteina SARS-CoV-2). Le caratteristiche di questi diversi costrutti sono state studiate per
prime. I costrutti sono stati incapsulati nella stessa composizione LNP. In breve, i costrutti di RNA
sono stati incapsulati in nanoparticelle lipidiche (LNP) che includevano quattro eccipienti lipidici
(un lipide cationico ionizzabile, 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), colesterolo e
PEG2000-DMG) dispersi in tampone HEPES (pH 8,0) contenente cloruro di sodio e i crioprotettori
saccarosio e glicerolo. Il lipide cationico ionizzabile aveva la seguente struttura:

Nonostante le differenze nelle lunghezze dell'RNA dell'mRNA e del costrutto RNA STARR™ SARS-
CoV-2, il diametro LNP, l'indice di polidispersita e l'efficienza di intrappolamento dell'RNA erano
simili (FIGURA 1). L'espressione in vitro del vaccino mRNA e del costrutto RNA STARR™ SARS-CoV-2
e stata confermata nel lisato cellulare 24 ore dopo la trasfezione attraverso il rilevamento positivo
del Western blot della proteina S (FIGURA 1 C). E stato inoltre osservato che sia i vaccini mRNA che
STARR™ esprimevano una miscela di proteina S a lunghezza intera e proteina S scissa, ovvero la S
era scissa nei domini transmembrana S1 e S2 e nella membrana citoplasmatica (FIGURA 1 C).
L'espressione proteica in vivo delle due piattaforme RNA nei topi BALB/c & stata confrontata
utilizzando mRNA e costrutti STARR™ che esprimevano un reporter della luciferasi (FIGURA 1). Gli
animali iniettati con il costrutto del vaccino mRNA hanno mostrato un'elevata espressione in vivo
della luciferasi al giorno 1, sebbene i livelli di espressione siano diminuiti nel tempo. Al contrario,



I'espressione della luciferasi nei topi iniettati con STARR™ ha mostrato segnali sostenuti o
addirittura aumentati, a parte quelli a cui e stata somministrata la dose di 0,2 pg, fino al giorno 7
post-inoculazione (FIGURA 1).

Questi dati dimostrano che I'espressione dell'antigene, dose per dose, € stata piu prolungata con il
vaccino STARR™ rispetto al vaccino mRNA.

Esempio 2

Questo esempio descrive 1'espressione genica immunitaria in seguito al costrutto STARR™ e alla
vaccinazione con mRNA.

I topi C57BL/6] sono stati inoculati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 (che codifica la glicoproteina
SARS-CoV-2 come descritto sopra (Esempio 1)) e vaccini mRNA a dosi di 0,2 ug, 2 uge 10 ug o
controllo PBS. Non si e verificata alcuna perdita media significativa del peso degli animali nei primi
4 giorni, ad eccezione di quelli che hanno ricevuto 10 pg di RNA STARR™ SARS-CoV-2 (FIGURA 2
UNA). Tuttavia, a parte la perdita di peso, c'erano pochi altri segni clinici come indicato dalle
minime differenze nei punteggi clinici. Sia il peso che i punteggi clinici sono migliorati dopo il terzo
giorno dopo la vaccinazione.

E stato precedentemente dimostrato che la risposta immunitaria innata, come la risposta
all'interferone di tipo I (IFN), & associata all'immunogenicita del vaccino in seguito alla
vaccinazione contro la febbre gialla, ad esempio. Inoltre, & stato dimostrato che le risposte
proinfiammatorie guidate dalle specie reattive dell'ossigeno sono alla base degli eventi avversi
sistemici nella vaccinazione contro la febbre gialla. Pertanto, l'espressione dei geni immunitari
innati e proinfiammatori nel sangue intero di topi C57BL/6 inoculati & stata misurata con PBS,
vaccino a mRNA o il costrutto RNA STARR™ SARS-CoV-2. I geni nel percorso IFN di tipo I erano i piu
altamente espressi negli animali inoculati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto al vaccino a mRNA
o al PBS (FIGURA 2EFICO. 8). Al contrario, i geni associati alle risposte pro-infiammatorie sono stati
per lo piu ridotti in abbondanza a seguito della vaccinazione STARR™ SARS-CoV-2 RNA rispetto al
vaccino mRNA o PBS (FIGURA 2EFICO. 8).

Poiché le risposte immunitarie adattative si sviluppano nei centri germinali nei linfonodi drenanti,
ilinfonodi drenanti sono stati sezionati al 7° giorno post-inoculazione (schema dello studio
inFIGURA 2 UNA). I linfonodi inguinali dei topi inoculati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA hanno
mostrato un aumento di peso dose-dipendente, a differenza di quelli dei topi inoculati con vaccino
a mRNA o PBS; il peso medio dei linfonodi dei topi a cui erano stati somministrati 10 pg di STARR™
SARS-CoV-2 RNA era significativamente piu alto di quelli a cui era stato somministrato il vaccino a
mRNA equivalente (FIGURA 2 C). L'analisi dei componenti principali (PCA) dell'espressione genica
immunitaria ha mostrato il raggruppamento delle risposte a ciascuna delle 3 dosi di RNA STARR™
SARS-CoV-2 lontano dal controllo PBS (RNA STARR™): rappresentato come sfera inferiore inFIGURA
2, 1a sfera piu piccola inFIGURA 2 E, e sfera inferiore inFIGURA 2 F.; Controllo PBS: rappresentato
come sfera superiore inFIGURA 2, sfera inferiore allungata e stretta iInFIGURA 2 E, e sfera superiore
inFIGURA 2 F.) indicando chiare differenze nell'espressione genica immunitaria tra i gruppi
vaccinati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 e placebo. Queste tendenze erano anche diverse da quelle



dei topi a cui era stato somministrato il vaccino mRNA, dove a tutte le dosi testate, il PCA mostrava
una sovrapposizione sostanziale con il placebo (mRNA: mostrato come sfera centrale inFIGURA 2,
grande sfera verticale inFIGURA 2 Ee come una linea piatta con quattro punti dati lungo la parte
inferiore del quadrato centrale inFIGURA 2 F.; placebo (controllo PBS): mostrato come sfera
superiore inFIGURA 2, sfera inferiore allungata e stretta inFIGURA 2 E, e sfera superiore inFIGURA
2F).

Successivamente sono stati valutati i geni differenzialmente espressi nei linfonodi dei topi a cui €
stato somministrato STARR™ SARS-CoV-2 RNA rispetto a quelli inoculati con vaccino mRNA.
L'analisi del grafico a vulcano ha identificato una significativa sovraregolazione di diversi geni
innati, delle cellule B e delle cellule T negli animali immunizzati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA
(FIGURA 2 G- 2 1). Alcuni dei geni espressi in modo piu altamente differenziale includevano, ad
esempio, GZMB (importante per l'uccisione delle cellule bersaglio da parte delle cellule
immunitarie citotossiche), SI00A8 e S100A9 (fattori che regolano le risposte immunitarie tramite
TLR4), TNFRSF17 (noto anche come BCMA e regola l'immunita umorale), CXCR3 (recettore della
chemiochina coinvolto nel traffico e nella funzione delle cellule T) e AICDA (media il cambio di
classe di anticorpi e l'ipermutazione somatica nelle cellule B).

Questi risultati indicano collettivamente che le risposte immunitarie adattive nei linfonodi
drenanti dei topi inoculati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 sembravano essere significativamente
diverse rispetto alle risposte immunitarie nei topi inoculati con un vaccino mRNA non replicante.

Esempio 3
Questo esempio descrive le risposte delle cellule T indotte dall'RNA del SARS-CoV-2 STARR™.

Successivamente € stata studiata la risposta immunitaria cellulare in seguito alla vaccinazione di
topi C57BL/6 (n=5 per gruppo) con mRNA o il costrutto RNA STARR™ SARS-CoV-2 che codifica la
glicoproteina SARS-CoV-2 descritta sopra (Esempio 1). Al giorno 7 dopo la vaccinazione, le milze
sono state raccolte e valutate per le cellule T CD8 e CD4 mediante citometria a flusso. Il
sottoinsieme effettore/memoria delle cellule T CD8+ CD44+CD62L- é stato significativamente
espanso nei topi vaccinati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto a quelli a cui ¢ stato
somministrato il vaccino PBS o mRNA (FIGURA 3 A-B). Non vi era alcuna differenza statisticamente
significativa nella proporzione di cellule T effettrici CD4+ di questi animali (FIGURA 3 C). Le cellule
T IFNy+CD8+ (con dosi di 2 pg e 10 ug) e le cellule T IFNy+CD4+ (in dosi di 0,2 pug e 10 pg) erano
proporzionalmente piu elevate, come riscontrato utilizzando la colorazione intracellulare (ICS) con
citometria a flusso, nell'RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto agli animali vaccinati con mRNA
(FIGURA 3 D-3 b).

Le risposte cellulari specifiche per SARS-CoV-2 sono state valutate negli animali vaccinati tramite
ELISPOT. Un set di peptidi 15-mer che coprono la proteina S di SARS-CoV-2 ¢ stato suddiviso in 4
pool e testato per le risposte IFNy+ negli splenociti di animali vaccinati e non vaccinati. Le risposte
cellulari specifiche per SARS-CoV-2 (visualizzate come cellule IFNy+ SFU/106) sono state rilevate
tramite ELISPOT sia negli animali immunizzati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 che con mRNA
rispetto al controllo PBS (FIGURA 3 G- 3 I). Queste risposte sono state piu elevate in tutte le dosi di



STARR™ SARS-CoV-2 RNA rispetto ai gruppi vaccinati con mRNA (FIGURA 3 G- 3 I). Anche la dose
piu alta testata (10 pg) di vaccino mRNA ha prodotto risposte ELISPOT IFNy+ notevolmente
inferiori a quelle ottenute con la dose piu bassa (0,2 ug) di RNA STARR™ SARS-CoV-2.

Questi risultati dimostrano che il costrutto RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha indotto forti risposte delle
cellule T.

Esempio 4

Questo esempio illustra le risposte umorali in seguito alla vaccinazione con RNA STARR™ SARS-
CoV-2.

Le risposte umorali specifiche di SARS-CoV-2 in seguito alla vaccinazione sono state caratterizzate
in due diversi modelli di topi, BALB/c e C57BL/6. I topi femmina (n=5 per gruppo) sono stati
vaccinati al giorno 0 e sottoposti a sanguinamento ogni 10 giorni, fino al giorno 60 per BALB/c e al
giorno 30 per C57BL/6 (FIGURA 4 UN). Le risposte IgM S-specifiche per SARS-CoV-2 sono state
testate a una diluizione sierica di 1:2000 utilizzando un immunodosaggio Luminex interno. Tutte le
dosi testate di vaccino mRNA e RNA STARR™ SARS-CoV-2 (corrispondenti a SEQ ID NO: 125, come
descritto nell'esempio 1 sopra) hanno prodotto risposte IgM S-specifiche rilevabili in entrambi i
modelli di topi (FIGURA 4B - 4). Confrontando mRNA con topi BALC/c vaccinati con STARR™ SARS-
CoV-2 RNA, non e stata osservata alcuna differenza nelle risposte IgM; i livelli di IgM nei topi
C57BL/6 erano piu alti nei topi C57BL/6 vaccinati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA al giorno 10 dopo la
vaccinazione. Al contrario, i livelli di IgG S-specifiche per SARS-CoV-2 (a diluizione sierica 1:2000)
erano piu alti dal giorno 20 in poi negli animali inoculati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA rispetto al
vaccino mRNA (FIGURA 4 D- 4 E). Sorprendentemente, i livelli di IgG hanno continuato a mostrare
un trend crescente nei topi vaccinati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA, sia BALB/c che C57BL/6, fino al
giorno 50 post-vaccinazione con una singola inoculazione in tutte le dosi. Questo trend € in
contrasto con i topi che hanno ricevuto il vaccino mRNA, dove nei topi BALB/c i livelli di anticorpi
si sono stabilizzati dopo il giorno 10 post-vaccinazione; livelli crescenti di IgG S-specifici sono stati
osservati nei topi C57BL/6 vaccinati con mRNA, ma erano inferiori a quelli osservati nei topi che
hanno ricevuto STARR™ SARS-CoV-2 RNA.

Un'ulteriore caratterizzazione della risposta IgG specifica per SARS-CoV-2 negli animali vaccinati e
stata condotta al giorno 30 post-immunizzazione per valutare quali regioni della proteina S sono
mirate. I titoli endpoint IgG sono stati stimati per la proteina S dell'ectodominio completo, S1, S2 e
regioni del dominio di legame del recettore (RBD). Per entrambi i candidati vaccini la maggior
parte delle IgG specifiche per SARS-CoV-2 ha riconosciuto S1, sebbene siano stati rilevati anche
titoli endpoint IgG elevati per la proteina S2 (FIGURA 4 F- 4 G). Tuttavia, i titoli endpoint IgG indotti
dall'RNA STARR™ SARS-CoV-2 erano significativamente piu alti rispetto a quelli prodotti dalla
vaccinazione a mRNA (FIGURA 4 F- 4 G). In particolare, le IgG che legano il dominio di legame del
recettore (RBD) della proteina S, che e un sito immunodominante di anticorpi neutralizzanti, erano
anche piu elevate nell' RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto agli animali vaccinati con mRNA. Inoltre, a
dosi inferiori, il vaccino mRNA ma non I'RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha fatto fatica a suscitare titoli
elevati di IgG specifici per SARS-CoV-2 nel ceppo di topi C57BL/6 piu dominante Th1 (FIGURA 4 G.).
Nel complesso, una singola dose di RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha indotto differenze significative



nell'espressione genica immunitaria e risposte immunitarie cellulari superiori nei linfonodi
drenanti rispetto al vaccino mRNA e, di conseguenza, risposte immunitarie umorali.

Questi dati dimostrano che la vaccinazione STARR™ SARS-CoV-2 RNA ha indotto risposte umorali
piu elevate rispetto alla vaccinazione mRNA.

Esempio 5

Questo esempio illustra il rischio ridotto di potenziamento immunitario con la vaccinazione
STARR™ SARS-CoV-2 RNA.

Una considerazione sulla sicurezza del vaccino contro il coronavirus € il rischio di potenziamento
immunitario delle malattie respiratorie mediato dal vaccino. In effetti, 1o sviluppo del vaccino
contro SARS-CoV e MERS-CoV ha evidenziato l'importanza delle risposte Th1 distorte per evitare il
potenziamento immunitario indotto dal vaccino. Pertanto, é stato studiato l'equilibrio Th1/Th2
suscitato sia dalla vaccinazione con mRNA che con RNA STARR™ SARS-CoV-2 (costrutto di RNA
autoreplicante come descritto nell'esempio 1 sopra). Il destino della sottoclasse IgG delle
plasmacellule é influenzato dalle cellule T helper (Th). Al giorno 30 post-vaccinazione, sia mRNA
che RNA STARR™ SARS-CoV-2, ad eccezione della dose da 0,2 pg nei topi C56BL/6], hanno indotto
quantita comparabili di IgG1 S-specifica per SARS-CoV-2, una sottoclasse di IgG associata a Th2 nei
topi (FIGURA 5A - 5B). Al contrario, le sottoclassi di IgG associate a Th1, IgG2a in BALB/c e IgG2c in
C56BL/6], erano significativamente maggiori negli animali vaccinati con RNA STARR™ SARS-CoV-2. 1
rapporti di IgG2a/IgG1 specifici per la proteina S (BALBc) e IgG2¢/IgG1 (C57BL/6) erano maggiori di
1 negli animali vaccinati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 (FIGURA 5A - 5B). Ad eccezione della dose
da 0,2 ug, questi rapporti erano tutti significativamente maggiori con STARR™ SARS-CoV-2 RNA
rispetto agli animali vaccinati con mRNA.

L'ICS é stato utilizzato per studiare la produzione di IFNy (citochina Th1) e IL4 (citochina Th2) da
parte delle cellule T CD4+ nelle milze dei topi C56BL/6] vaccinati al giorno 7. Come mostrato sopra
(Esempio 3), rispetto alla vaccinazione con mRNA, i livelli di IFNy erano significativamente
maggiori negli animali vaccinati con STARR™ SARS-CoV-2 RNA (FIGURA 3 F). L'espressione di IL4
nelle cellule T CD4 era leggermente piu alta nel'mRNA rispetto all'RNA STARR™ SARS-CoV-2 a dosi
di 0,2 ug e 2 pg (FIGURA 5 C). Confrontando i livelli di IFNy e IL4 nei singoli topi, i rapporti di
IFNy/IL4 nelle cellule T CD4+ sia per i topi vaccinati con RNA che con mRNA STARR™ SARS-CoV-2
erano superiori a 1 (FIGURA 5D). Il rapporto IFNy/IL4 nelle cellule T CD4+ nei topi a cui sono state
somministrate dosi di 0,2 pg e 2 pg é stato significativamente maggiore con la vaccinazione STARR™
SARS-CoV-2 RNA rispetto alla vaccinazione mRNA (FIGURA 5 F). Tuttavia, senza essere limitati dalla
teoria, i rapporti elevati in queste dosi sembravano essere dovuti alla ridotta espressione di IL4 a
livelli inferiori allo sfondo (ad esempio, topi di controllo PBS), piuttosto che alla ridotta attivita di
IFNy e quindi Th1.

Presi nel loro insieme, questi dati mostrano che 'RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha prodotto risposte
immunitarie adattative distorte di tipo Th1 anziché Th2.

Esempio 6



Questo esempio illustra la qualita delle risposte immunitarie umorali indotte dall'RNA del virus
SARS-CoV-2 STARR™.

Successivamente sono state valutate la forza di legame (avidita) e la capacita neutralizzante della
risposta anticorpale suscitata dall'RNA autoreplicante STARR™ SARS-CoV-2 (costrutto come
descritto nell'Esempio 1 sopra) e dai costrutti del vaccino mRNA. L'avidita delle IgG sieriche é stata
misurata al giorno 30 post-vaccinazione utilizzando un immunodosaggio Luminex modificato con
lavaggi di urea 8M. L'RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha suscitato un'avidita maggiore delle IgG specifiche
per la proteina S rispetto all'mRNA in entrambi i modelli di topi a tutte le dosi testate (FIGURA 6
UN). Queste differenze sono state osservate, ad eccezione di 0,2 ug in BALB/c, in tutte le dosi
(FIGURA 6 UN), indicando che I'RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha suscitato anticorpi di qualita migliore
rispetto all'mRNA convenzionale.

La neutralizzazione del SARS-CoV-2 vivo da parte del siero di animali vaccinati & stata valutata
utilizzando il test di neutralizzazione della riduzione della placca (PRNT). Al giorno 30, BALB/c
vaccinato con STARR™ SARS-CoV-2 RNA ha mostrato un chiaro aumento dose-dipendente nei titoli
PRNT50; 4 su 5 (80%) dei topi nel gruppo STARR™ SARS-CoV-2 RNA da 10 yg hanno mostrato titoli
PRNTS50 superiori al limite superiore di 320 (FIGURA 6). Simili tendenze dose-dipendenti nei titoli
PRNT50 sono state riscontrate anche nei topi C57BL/6, sebbene in questi animali i titoli PRNT50 di
diversi animali abbiano superato il limite superiore di 320 anche con una bassa dose di
vaccinazione di 0,2 ug (FIGURA 6). Al contrario, i titoli PRNT50 negli animali inoculati con il vaccino
mRNA erano, ad eccezione di un topo C57BL/6] che aveva ricevuto una dose di 10 pg, tutti <20
(FIGURA 6). Inaspettatamente e sorprendentemente, i titoli PRNT50 e PRNT70 dei topi BALBc
vaccinati con RNA STARR™ SARS-CoV-2 hanno continuato ad aumentare tra il giorno 30 e il giorno
60 dopo una singola dose di vaccinazione (FIGURA 6 C- 6 D). Questi titoli erano anche comparabili
ai titoli PRNT70 nei sieri di pazienti convalescenti affetti da COVID-19 (FIGURA 6 D).

I titoli di IgG della proteina S sono risultati positivamente correlati anche con i titoli di PRNT50 in
entrambi i modelli di topi (FIGURA 6 E). Correlazioni positive simili sono state osservate anche con
IgG contro S1 e RBD (FIGURA 9). Al contrario, non é stata trovata alcuna correlazione tra i titoli di
IgG e PRNTS0 nei topi vaccinati con mRNA (FIGURA 6 E). Nel complesso, senza essere limitate dalla
teoria, queste analisi della risposta anticorpale indicano che i titoli PRNT50 piu elevati a seguito
della vaccinazione STARR™ SARS-CoV-2 RNA non sono solo attribuibili alla quantita di IgG
prodotta, ma anche alla superiorita della qualita degli anticorpi anti-SARS-CoV-2.

In sintesi, 'RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha indotto una risposta immunitaria umorale
qualitativamente superiore rispetto all'mRNA convenzionale.

Esempio 7

Questo esempio illustra l'effetto di una seconda dose di RNA STARR™ SARS-CoV-2.

Successivamente € stato esplorato un possibile beneficio aggiuntivo di una seconda dose di RNA
STARR™ SARS-CoV-2 (costrutto di RNA autoreplicante come descritto nell'Esempio 1 sopra) per le
risposte immunitarie cellulari e umorali alla proteina S di SARS-CoV-2. I punteggi clinici dopo la



seconda dose erano piu alti rispetto alla prima dose (FIGURA 7 UN). Come la prima dose, i topi che
hanno ricevuto 2 pug e 10 ug di RNA STARR™ SARS-CoV-2 hanno sperimentato una perdita di peso
(FIGURA 7B). La risposta IgG a una seconda dose di RNA STARR™ SARS-CoV-2 ha prodotto un
apprezzabile aumento dei livelli di IgG specifiche per la proteina S, ma solo con 0,2 ug e 2 pg di
RNA STARR™ SARS-CoV-2 (FIGURA 7 C). Senza essere limitati dalla teoria, una probabile ragione
per la mancanza di aumento nei livelli di IgG specifiche per la proteina anti-S per la dose da 10 ug e
che la quantita di fluorescenza € vicina al punto di saturazione del rilevatore e i sieri non sono stati
ulteriormente diluiti per osservare e aumentare. Tuttavia, in un successivo studio sui topi Balb/c, i
sieri dei topi vaccinati con una dose di RNA da 5 yg somministrata unilateralmente in un volume di
iniezione di 0,05 mL hanno prodotto un aumento significativo nei titoli di anticorpi neutralizzanti
come saggiato utilizzando un formato di saggio di microneutralizzazione a 96 pozzetti. I topi sono
stati dissanguati ogni 14 giorni e una seconda vaccinazione da 5 pyg é stata somministrata il giorno
28. 4 topi sono stati iniettati con un RNA replicone VEEV che esprimeva luciferasi come controllo
negativo e 6 topi sono stati vaccinati con RNA STARR™ SARS-CoV-2. I risultati sono mostrati nella
Tabella 8 di seguito.

TABELLA 7 Titoli di microneutralizzazione (MN50) nei topi Balb/c Topo Titoli di
microneutralizzazione (MN50) NO. Trattamento Settimana 0 Settimana 2 Settimana 4 Settimana 6
Settimana 8 1 Luciferasi <10 <10 <10 <10 <10 2 Luciferasi <10 <10 <10 <10 <10 3 Luciferasi <10 <10
<10 <10 <10 4 Luciferasi <10 <10 <10 <10 <10 5 STARR™ SARS- <10 1.280 5.120 327.680 81.920 RNA
del CoV-2 6 STARR™ SARS- <10 640 20.480 327.680 327.680 RNA del CoV-2 7 STARR™ SARS- <10
1.280 2.560 163.840 163.840 RNA del CoV-2 8 STARR™ SARS- <10 1.280 10.240 327.680 163.840 RNA
del CoV-2 9 STARR™ SARS- <10 640 40.960 327.680 327.680 RNA del COV-2 10 STARR™ SARS- <10
1.280 10.240 327.680 327.680 RNA del CoV-2 Media 1.016 10.240 29,1930 206.426 Geometrico
Significare

I titoli di neutralizzazione sono aumentati di 10 volte tra il giorno 14 e il giorno 28 dopo la
vaccinazione. Dopo il boost del giorno 28, i titoli di neutralizzazione sono aumentati di altre 20
volte 14 giorni dopo il boost.

Per determinare se vi fosse un beneficio aggiunto nei conteggi delle cellule T IFNy+CD8+ da una
seconda dose di vaccinazione, le risposte delle cellule T CD8 IFNy nei topi a cui era stato
somministrato solo un prime sono state confrontate con le risposte dei topi a cui era stato
somministrato un prime e un boost. Il fold change nelle cellule T IFNy+CD8+ nei topi di controllo
vaccinati su PBS é stato calcolato per i topi a cui era stato somministrato solo un prime o un prime
e un boost. Il fold change delle cellule T IFNy+CD8+ é stato simile in seguito al prime e al
prime+boost per dosi da 2 pug e 10 pg di RNA STARR™ SARS-CoV-2 (FIGURA 7 D- 7 E); la dose da 0,2
ug ha mostrato un cambiamento di piega piu elevato delle cellule T IFNy+CD8+ tra prime (al giorno
7) e prime+boost (giorno 50). La vaccinazione con 0,2 pg di mRNA ha anche mostrato un aumento
delle cellule T IFNy+CD8+ rispetto al controllo PBS dopo due dosi di vaccinazione. Senza essere
limitati dalla teoria, questi risultati suggeriscono che una seconda dose da 10 pg di RNA STARR™
SARS-CoV-2 non ha prodotto un'immunita cellulare superiore rispetto alla vaccinazione a dose
singola. Pertanto, non vi é stato alcun beneficio apparente da una seconda dose da 10 yg di RNA
STARR™ SARS-CoV-2.



Nel complesso, questi dati suggeriscono che 10 gSTARR™ SARS-CoV-2 RNA offre l'opportunita di una
vaccinazione a dose singola per proteggere dal COVID-19.

Esempio 8

Questo esempio illustra la protezione contro la sfida virale SARS-CoV-2 nei topi a seguito della
vaccinazione con RNA autoreplicante STARR™ SARS-CoV-2.

E stato condotto uno studio di sfida virale su topi con topi transgenici ACE2 umani. I topi sono stati
immunizzati con dosi di RNA da 2 pg e 10 pg di RNA STARR™ SARS-CoV-2 (costrutto di RNA come
descritto nell'esempio 1 sopra) o iniettati con PBS. C'erano tre diverse coorti con 5 topi in ciascun
gruppo di trattamento. Le coorti 1 e 3 hanno ricevuto un carico di sfida virale SARS-CoV-2 letale di
5x105 TCID50. La coorte 1 € stata monitorata per la sopravvivenza e la coorte 3 é stata soppressa 5
giorni dopo la sfida. I polmoni sono stati analizzati per la carica virale e processati per
I'istopatologia. Le coorti 2 hanno ricevuto un carico virale subletale di 5x104 TCID50. La coorte 2 e
stata soppressa 5 giorni dopo la sfida virale e i polmoni sono stati analizzati per il virus infettivo e
processati per l'istopatologia. Tutti i topi sono stati inoculati per via intratracheale 30 giorni dopo la
vaccinazione con una singola dose di RNA STARR™ SARS-CoV-2.

Tutti i topi iniettati con PBS nella coorte 1 erano morti entro il 7° giorno, mentre tutti i topi
vaccinati non mostravano segni di infezione 15 giorni dopo la sfida virale (FIGURA 10). Per la
coorte 2 che ha ricevuto una carica virale subletale, sono state misurate da 10 a 3.300 copie di virus
tramite RT-PCR nei polmoni con una media di 1.200 copie, mentre nessuna copia di RNA virale €
stata misurata nei topi vaccinati con ARTC-021 a dosi di 2 pg e 10 yg di RNA (LOD era 0,1
copie;FIGURA 11, a sinistra). Sono state osservate anche copie di RNA virale nel cervello che
andavano da 20 a 80 nel gruppo di trattamento con PBS, mentre nessuna copia di RNA virale é stata
misurata nel cervello dei topi vaccinati con dosi di RNA da 2,0 ug o 10,0 ug (FIGURA 11, a destra).
Infine, i polmoni sono stati attentamente elaborati e analizzati per i titoli di placca polmonare. I
titoli medi di placca per il gruppo iniettato con PBS erano 8x103/mL di omogenato polmonare,
mentre non sono state rilevate placche per i topi vaccinati con 2,0 ug o0 10,0 pg o STARR™ SARS-CoV-
2 RNA (FIGURA 12). I tessuti polmonari e cerebrali della coorte 3 sono in fase di analisi per il
numero di copie virali e il virus infettivo. L'istopatologia dei polmoni per le coorti 2 e 3 € in corso.

Questi risultati dimostrano che la vaccinazione con RNA autoreplicante STARR™ SARS-CoV-2 ha
protetto i topi da un'infezione letale da SARS-CoV-2 e li ha protetti dall'infezione polmonare e
cerebrale in seguito alla somministrazione di una dose subletale di SARS-CoV-2.

Esempio 9

La pandemia di COVID-19 é causata dall'infezione con il virus SARS-CoV-2. Una delle principali
mutazioni rilevate finora nella proteina spike dell'involucro virale SARS-CoV-2, che & responsabile
dell'attaccamento del virus all'ospite ed & anche il bersaglio principale per gli anticorpi dell'ospite,
€ una mutazione di un aspartato (D) in posizione 614 trovato frequentemente nei ceppi cinesi in
una glicina (G). I trascritti del replicone VEEV che esprimono le versioni D614 e G614 della
glicoproteina spike SARS-CoV-2 sono stati formulati con la stessa identica formulazione lipidica



degli studi descritti negli esempi 1-8. I topi Balb/c sono stati vaccinati con una singola
somministrazione di RNA di 0,2 pg, 2,0 ug e 10,0 pug di RNA. C'erano 5 topi per dose. I topi sono stati
dissanguati nei giorni 14, 28 e 42 dopo la vaccinazione. I sieri sono stati diluiti 1/2000 e incubati con
sfere Luminex derivate con la glicoproteina spike SARS-CoV-2 contenente la sequenza
amminoacidica D614. Un anticorpo secondario di topo derivato con un fluoroforo é stato utilizzato
per analizzare l'anticorpo legato alle sfere e I'intensita di fluorescenza media aggiustata (MFI) e
stata misurata in funzione della dose di RNA, mostrata inFIGURA 13I risultati hanno mostrato che
I'MFI & aumentato in funzione della dose di RNA con un MFI leggermente piu alto osservato per il
siero di topi immunizzati con la glicoproteina spike G614. Questo leggero aumento e attribuito a
una percentuale inferiore di RNA a lunghezza intera con la sequenza di amminoacidi D614. Una
conclusione importante é che il siero di topi immunizzati con il costrutto di RNA della glicoproteina
spike G614 é stato in grado di legarsi alla glicoproteina spike con la sequenza di amminoacidi D614,
indicativo di reattivita crociata.

Questi risultati dimostrano che l'immunizzazione con una glicoproteina spike G614 espressa da
RNA autoreplicante determina la produzione di anticorpi in grado di legarsi a una glicoproteina
spike D614.

Discussione degli esempi 1-9

La pandemia di COVID-19 ha reso necessario uno sviluppo rapido di vaccini, poiché il
distanziamento fisico per prevenire la trasmissione di SARS-CoV-2 non & una soluzione sostenibile
a lungo termine. Diversi candidati vaccini contro il COVID-19 sono ora in fase di sperimentazione
clinica e altri stanno entrando in sperimentazioni first-in-human. Tuttavia, la maggior parte dei
candidati vaccini in fase di sviluppo richiede due dosi per un'immunita adattativa sufficiente. Un
vaccino a dose singola che generi sia immunita cellulare che umorale, senza aumentare il rischio di
potenziamento immunitario mediato dal vaccino, rimane un'esigenza insoddisfatta. Senza essere
limitato dalla teoria, l'implementazione di un vaccino a dose singola consentirebbe un maggiore
livello di conformita e consentirebbe la distribuzione di una produzione finita di vaccini a persone
piu suscettibili a livello globale.

Tra i vaccini autorizzati, i vaccini vivi attenuati possono offrire una protezione duratura contro le
malattie virali. I vaccini vivi infettano e si replicano nei siti di inoculazione e alcuni persino nei
linfonodi drenanti. La replicazione consente 1'espressione endogena di antigeni virali che
consentono alla presentazione dell'antigene di stimolare le cellule T CD8+ citotossiche. Gli antigeni
espressi verrebbero anche assorbiti dalle cellule presentanti I'antigene per innescare 1'aiuto delle
cellule T CD4+ che guida la maturazione dell'affinita nelle cellule B. Gli studi sul vaccino vivo
attenuato contro la febbre gialla hanno dimostrato che un periodo piu lungo di stimolazione della
risposta immunitaria adattativa si traduce in risposte immunitarie adattative superiori. Senza
essere limitati dalla teoria, la simulazione dei processi di vaccinazione viva potrebbe offrire una
possibilita di immunita duratura contro il COVID-19.

In una crisi come quella del COVID-19, una piattaforma di vaccini con acido nucleico offre
opportunita per uno sviluppo accelerato. Negli studi descritti nel presente documento, é stato
condotto un confronto affiancato dell'immunogenicita suscitata da due candidati vaccini SARS-CoV-



2, un costrutto mRNA non replicativo e STARR™ SARS-CoV-2 RNA. Rispetto a un vaccino mRNA,
STARR™ SARS-CoV-2 RNA ha prodotto un'espressione proteica piu elevata e piu lunga in vivo e ha
sovraregolato I'espressione genica di diversi geni di risposta innata, delle cellule B e delle cellule T
nel sangue e nei linfonodi drenanti. Queste proprieta si sono tradotte in risposte delle cellule T
CD8+ significativamente maggiori, risposte ELISPOT IFNy+ e risposte distorte IgG e Th1 specifiche
per SARS-CoV-2. E interessante notare che, nonostante la dose piu alta testata di mRNA che suscita
anticorpi specifici per la proteina S comparabili alla dose piu bassa testata di RNA STARR™ SARS-
CoV-2, le IgG suscitate da mRNA non hanno mostrato un'avidita o un'attivita di neutralizzazione
simili a quelle della vaccinazione con RNA STARR™ SARS-CoV-2. Questi risultati evidenziano quindi
ivantaggi immunologici dell'RNA autoreplicante rispetto alle piattaforme mRNA. Inoltre, gli studi
di sfida sui topi con il virus SARS-CoV-2 hanno mostrato che la vaccinazione con una singola dose
alta (10 pg) o una singola dose bassa (2 yg) di RNA autoreplicante STARR™ SARS-CoV-2 ha protetto i
topi da un'infezione letale da SARS-CoV-2 e da infezioni polmonari e cerebrali in seguito alla sfida
con una dose subletale di SARS-CoV-2.

La misura in cui i vaccini STARR™ riproducono le caratteristiche dei vaccini vivi deve ancora
essere definita sperimentalmente. Senza essere limitati dalla teoria, la qualita superiore delle
risposte immunitarie suscitate dall'RNA STARR™ SARS-CoV-2 rispetto al vaccino mRNA potrebbe
essere attribuibile a molteplici fattori, tutti associati alla vaccinazione viva. Ad esempio,
un'espressione piu elevata e prolungata di immunogeni produce una migliore immunita,
probabilmente attraverso un migliore coinvolgimento delle cellule T follicolari helper e portando
cosi a bersagli anticorpali piu diversificati e a piu risposte anticorpali neutralizzanti. La
replicazione dell'RNA STARR™ SARS-CoV-2 si tradurrebbe nella formazione di un modello a
filamento negativo per la produzione di piu mRNA a filamento positivo e mRNA subgenomico che
esprime il transgene S. L'interazione tra i filamenti negativi e positivi formerebbe RNA a doppio
filamento (dsRNA), che interagirebbe con i recettori TLR3 e RIG-I-like per stimolare le risposte
all'interferone, che hanno dimostrato di essere correlate a risposte immunitarie adattive superiori.
La produzione di IFNy pud quindi stimolare lo sviluppo di cellule T CD8+ citotossiche. E importante
notare che la proteina S contiene epitopi di cellule T CD8+ umane. Senza essere limitati dalla teoria,
lo sviluppo della memoria delle cellule T potrebbe essere importante per l'immunita a lungo
termine, come suggerito da recenti scoperte sulle risposte delle cellule T al SARS-CoV-2 e ad altre
infezioni da coronavirus.

Non e chiaro se il VEEV nsP1-4 che forma il complesso di replicazione contenga proprieta
immunogeniche, sebbene sia stato dimostrato che le mutazioni nelle proteine nsP influenzano
l'induzione dell'TEN di tipo I. E stato anche dimostrato che i repliconi VEEV adiuvano le risposte
immunitarie nei siti della mucosa, illustrando ulteriormente i vantaggi dell'utilizzo della
piattaforma STARR™ per sviluppare un vaccino COVID-19. Senza essere limitati dalla teoria, non
sembra esserci una risposta immunitaria alle proteine non strutturali del replicone, come indicato
da un aumento della produzione di IgG specifiche per I'antigene dopo una seconda
somministrazione di replicone agli animali. In presenza di una risposta immunitaria alle proteine
non strutturali, potrebbe essersi verificato un aumento limitato o nullo nella produzione di IgG
specifiche per I'antigene dopo una seconda somministrazione. L'RNA & incapsulato in
nanoparticelle lipidiche (LNP), che insieme possono formare potenti adiuvanti che portano a



robuste risposte immunitarie. Inoltre, utilizzando la sequenza genetica di un antigene, tra cui un
antigene virale come la proteina spike del SARS-CoV-2, ad esempio, i vaccini STARR™ possono
essere rapidamente generati e prodotti utilizzando tecniche acellulari e rapidamente scalabili.

In conclusione, un vaccino STARR™ come quello esemplificato da STARR™ SARS-CoV-2 RNA offre un
approccio per simulare molte delle proprieta del vaccino vivo e offre la possibilita di una
vaccinazione a dose singola contro il COVID-19.

SEQUENZE SEQ ID NO: 72
ATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTG
CAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGAC
CATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGGAGG
TGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGT
ATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGA
CAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGA
TAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTGGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGA
CCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGG
GCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCCGTCGACGGCCCCACCAGCCTGTAC
CACCAGGGCCAACAAGGGCGTGAGGGTGGCCTACTGGATCGGCTTCGACACCACA
CCCTTCATGTTCAAGAACCTGGCCGGCGCCTACCCCAGCTACAGCACCAACTGGG
CCGACGAGACCGTGCTGACCGCCAGGAACATCGGCCTGTGCAGCAGCGACGTGA
TGGAGAGGGAGCCGGAGAGGCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGAAGCCC
AGCAACAACGTGCTGTTCAGCGTGGGCAGCACCATCTACCACGAGAAGAGGGAC
CTGCTCAGGAGCTGGCACCTGCCCACGTGTTCCACCTGAGGGGGCAAGCAGAAC
TACACCTGCAGGTGCGAGACCATCGTGAGCTGCGACGGCTACGTGGTGAAGAGG
ATCGCCATCAGCCCCGGCCTGTACGGCAAGCCCAGCGGCTACGCCGCTACAATG
CACAGGGAGGGCTTCCTGTGCTGCAAGGTGACCGACACCCTGAACGGCGAGAGG
GTGAGCTTCCCCGTGTGCACCTACGTGCCCGCCACCCTGTGCGACCAGATGACCG
GCATCCTGGCCACCGACGTGAGCGCCGACGACGCCCAGAAGCTGCTCGTGGGCC
TGAACCAGAGGATCGTGGTCAACGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAATG
AAGAACTACCTGCTGCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTGGGCCAAGGAG
TACAAGGAGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCTGGGCCTGAGGGACAGGCAGCT
GGTGATGGGCTGCTGCTGGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCATCTACAA
GAGGCCCGACACCCAGACCATCATCAAGGTGAACAGCGACTTCCACAGCTTCGT
GCTGCCCAGGATCGGCAGCAACACCCTGGAGATCGGCCTGAGGACCCGGATCAG
GAAGATGCTGGAGGAACACAAGGAGCCCAGCCCACTGATCACCGCCGAGGACGT
GCAGGAGGCCAAGTGCGCTGCCGACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAGG
AACTGAGGGCCGCCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACGTGGAGGAACCCACCCTGG
AAGCCGACGTGGACCTGATGCTGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACA
CCCAGGGGCCTGATCAAGGTGACCAGCTACGACGGCGAGGACAAGATCGGCAGC
TACGCCGTGCTGAGCCCACAGGCCGTGCTGAAGTCCGAGAAGCTGAGCTGCATC
CACCCACTGGCCGAGCAGGTGATCGTGATCACCCAGCGGCAGGAAGGGCAGG
TACGCCGTGGAGCCCTACCACGGCAAGGTGGTCGTCGCCCGAGGGCCACGCCATC
CCCGTGCAGGACTTCCAGGCCCTGAGCGAGAGCGCCACCATCGTGTACAACGAG



AGGGAGTTCGTGAACAGGTACCTGCACCATATCGCCACCCACGGCGGAGCCCTG
AACACCGACGAGGAATACTACAAGACCGTGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGA
GTACCTGTACGACATCGACAGGAAGCAGTGCGTGAAGAAAGAGCTGGTGACCGG
CCTGGGACTGACCGGCGAGCTGGTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGA
GAGCCTGAGGACCAGACCCGCCGCTCCCTACCAGGTGCCCACCATCGGCGTGTA
CGGCGTGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCATCATCAAGAGCGCCGTGACCAAGA
AAGACCTGGTGGTCAGCGCCAAGAAAGAGAACTGCGCCGAGATCATCAGGGAC
GTGAAGAAGATGAAAGGCCTGGACGTGAACGCGCGCACCGTGGACAGCGTGCTG
CTGAACGGCTGCAAGCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAGGCCTTCGCTT
GCCACGCCGGCACCCTGAGGGCCCTGATCGCCATCATCAGGCCCAAGAAAGCCG
TGCTGTGCGGCGACCCCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCTGAAGGT
GCATCTAACCACGAGATCTGCACCCAGGTGTTCCACAAGAGCATCAGCAGGCG
GTGCACCAAAGAGCGTGACCAGCGTCGTGAGCACCCTGTTCTACGACAAGAAAAT
GAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAATCGTGATCGACACCACAGGCAGCA
CCAAGCCCAAGCAGGACGACCTGATCCTGACCTGCTTCAGGGGCTGGGTGAAGC
AGCTGCAGATCGACTACAAGGGCAACGAGATCATGACCGCCGCTGCCAGCCAGG
GCCTGACCAGGAAGGGCGTGTACGCCGTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCAC
TGTACGTCCCACCAGCGAGCACGTGAACGTGCTGCTGACCAGGACCGAGGACA
GGATCGTGTGGAAGACCCTGGCCGGCGACCCCTGATCAAGACCCTGACCGCCA
AGTACCCCGGCAACTTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCCGAGCACGACG
CCATCATGAGGCACATCCTGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGTGTTCCAGAACA
AGGCCAACGTGTGCTGGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACCGCCGGCA
TCGACATGACCACAGAGCAGTGGAACACCGTGGACTACTTCGAGACCGACAAGG
CCCACAGCGCCGAGATCGTGCTGAACCAGCTGTGCGTGAGGTTCTTCGGCCTGGA
CCTGGACAGCGGCCTGTTCAGCGCCCCCCCACCGTGCCACTGAGCATCAGGAACAA
CCACTGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGGT
CAGGCAGCTGAGCAGGCGGTACCCACACGCTGCCCAGGGCCGTGGCCACCGGCAG
GGTGTACGACATGAACACCGGCACCCTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCT
GGTGCCCGTGAACAGGCGGCTGCCCCACGCCCTGGTGCTGCACCACAACGAGCA
CCCACAGAGCGACTTCAGCTCCTTCGTGAGCAAGCTGAAAGGCAGGACCGTGCT
GGTCGTGGGCGAGAAGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGACTGGCTGAGCGA
CAGGCCCGAGGCCACCTTCCGGGCCAGGCTGGACCTCGGCATCCCCGGCGACGT
GCCCAAGTACGACATCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAAGTACCACCAT
TACCAGCAGTGCGAGGACCACGCCATCAAGCTGAGCATGCTGACCAAGAAGGCC
TGCCTGCACCTGAACCCCGGAGGCACCTGCGTGAGCATCGGCTACGGCTACGCC
GACAGGGCCAGCGAGAGCATCATTGGCGCCATCGCCAGGCTGTTCAAGTTCAGC
AGGGTGTGCAAACCCAAGAGCAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTTCGTGTTC
ATCGGCTACGACCGGAAGGCCAGGACCCAGGACCCACAACCCCTACAAGCTGAGCAGCACC
CTGACAAACATCTACACCGGCAGCAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAGC
TACCACGTGGTCAGGGGGATATCGCCACCGCCACCGAGGGCGTGATCATCAAC
GCTGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGTGTGCGGCGCCCTGTACAAG
AAGTTCCCCGAGAGCTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTGGGCAAGGCCAGGCTG
GTGAAGGGCGCCGCTAAGCACATCACCACGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAG
GTGAGCGAGGTGGAAGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTACGAGAGCATCGC



CAAGATCGTGACGACAATAACTACAAGAGCGTGGCCATCCCACTGCTCAGCAGCAC
CGGCATCTTCAGCGGCAACAAGGACAGGCTGACCCAGAGCCTGAACCACCTGCT
CACCGCCCTGGACACCACCGATGCCGACGTGCCATCTACTGCAGGGACAAGAA
GTGGGAGATGACCCTGAAGGAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAAGAGA
TCTGCATCAGCGACGACTCCAGCGTGACCGAGCCCGACGCCGAGCTGGTGAGGG
TGCACCCCAAGAGCTCCCTGGCCGGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGCA
AGACCTTCAGCTACCTGGAGGGCACCAAGTTCCACCAGGCCGCTAAGGACATCG
CCGAGATCAACGCTATGTGGCCCCGTGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGTGTGCA
TGTACATCCTGGGCGAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCAAGTGCCCCGTGGAGG
AAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCACCCTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTA
TGACACCCGAGAGGGTGCAGCGGCTGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGATCACC
GTGTGCAGCTCCTTCCCACTGCCCAAGTACAGGATCACCGGCGTGCAGAAGATCC
AGTGCAGCCAGCCCATCCTGTTCAGCCCAAAGGTGCCCGCCTACATCCACCCCAG
GAAGTACCTGGTGGAGACCCCACCCGTGGACGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGA
GAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGGACG
AGACAAGGACCCGGACCCCAGAGCCCATCATTATCGAGGAAGAGGAAGAGGAC
AGCATCAGCCTGCTGAGCGACGGCCCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCC
GACATCCACGGCCCACCCAGCGTGTCCAGCTCCAGCTGGAGCATCCCACAGCC
AGCGACTTCGACGTGGACAGCCTTGAGCATCCTGGACACCCTGGAGGGCGCCAGC
GTGACCTCCGGCGCCACCAGCGCCGACCAACAGCTACTTCGCCAAGAGCATG
GAGTTCCTGGCCAGGCCCGTGCCAGCTCCCAGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCC
ACCCAGCTCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCAGGGCCTGCAGCA
GGACCAGCCTGGTGAGCACCCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGG
AACTGGAGGCCCTGACACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGTCCGTGAGCAGGACTA
GTCTGGTGTCCAACCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAATTCG
AGGCCTTCGTGGCCCAGCAACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACATCTTCA
GCAGCGACACCGGCCAGGGACACCTGCAGCAAAAGAGCGTGAGGCAGACCGTG
CTGAGCGAGGTGGTGCTGGAGAGGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCAGG
CTGGACCAGGAAGGAAGGAACTGCTCAGGAAGAAACTGCAGCTGAACCCCAC
CCCAGCCAACAGGAGCAGGTACCAGAGCAGGAAGGTGGAGAACATGAAGGCCA
TCACCGCCAGGCGGATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACCTGAAGGCCGAGGGCA
AGGTGGAGTGCTACAGGACCCTGCACCCCGTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGA
ACAGGGCCTTCTCCAGCCCCAAGGTGGCCGTGGAGGCCTGCAACGCTATGCTGA
AGGAGAACTTCCCCACCGTGGCCAGCTACTGCATCATCCCCGAGTACGACGCCTA
CCTGGACATGGTGGACGGCGCCAGCTGCTGCCTGGACACCGCCAGCTTCTGCCCC
GCCAAGCTGAGGAGCTTCCCCAAGAAACACAGCTACCTGGAGCCCACCATCAGG
AGCGCCGTGCCCAGCGCCATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGCCGCTGCC
ACCAAGAGGAACTGCAACGTGACCCAGATGAGGGAGCTGCCCGTGCTGGACAGC
GCTGCCTTCAACGTGGAGTGCTTCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTACTGG
GAGACCTTCAAGGAGAACCCCATCAGGCTGACCGAAGAGAACGTGGTGAACTAC
ATCACCAAGCTGAAGGGCCCCAAGGCCGCTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAAC
CTGAACATGCCTGCAGGACATCCCAATGGACAGGTTCGTGATGGACCTGAAGAGG
GACGTGAAGGTGAACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGAGGCCCAAGGTGCA
GGTGATCCAGGCCGCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGTGCGGCATCCACAG



GGAGCTGGTGAGGCGGCTGAACGCCGTGCTGCTGCCCAACATCCACACCCTGTTC
GACATGAGCGCCGAGGACTTCGACGCCATCATCGCCGAGCACTTCCAGCCCGGC
GACTGCGTGCTGGAGACCGACATCGCCAGCTTCGACAAGAGCGAGGATGACGCT
ATGGCCCTGACCGCTCTGATGATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGACGCCGAGCTG
CTCACCCTGATCGAGGCTGCCTTCGGCGAGATCAGCTCCATCCACCTGCCCACCA
AGACCAAGTTCAAGTTCGGCGCTATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACCCTGTT
CGTGAACACCGTGATCAACATTGTGATCGCCAGCAGGGTGCTGCGGGAGAGGCT
GACCGGCAGCCCCTGCGCTGCCTTCATCGGCGACGACAACATCGTGAAGGGCGT
GAAAAGCGACAAGCTGATGGCCGACAGGTGCGCCACCTGGCTGAACATGGAGGT
GAAGATCATCGACGCCGTGGTGGGCGAGAAGGCCCCCTACTTCTGCGGCGGATT
CATCCTGTGCGACAGCGTGACCGGCACCGCCTGCAGGGTGGCCGACCCCCTGAA
GAGGCTGTTCAAGCTGGGCAAGCCACTGGCCGCTGACGATGAGCACGACGATGA
CAGGCGGAGGGCCCTGCACGAGGAAAGCACCAGGTGGAACAGGGTGGGCATCC
TGAGCGAGCTGTGCAAGGCCGTGGAGAGCAGGTACGAGACCGTGGGCACCAGC
ATCATCGTGATGGCTATGACCACACTGGCCAGCTCCGTCAAGAGCTTCTCCTACC
TGAGGGGCCCCCTATAACTCTCTACGGCTAA SEQ ID NO: 73
ATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAA SEQ ID NO: 74
GATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAA SEQ ID NO: 75
GATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAA SEQ ID NO: 76
ACTCGAGTATGTTACGTGCAAAGGTGATTGTCACCCCCCGAAAGACCATATTGTG
ACACACCCTCAGTATCACGCCCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAAAAACCGCG
TGGACGTGGTTAACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCCGTAATTATTATAATTGGCT
TGGTGCTGGCTACTATTGTGGCCATGTACGTGCTGACCAACCAGAAACATAATTG
AATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGC
CGCCTTAAAATTTTTATTTTTTTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTA
ATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCTAGAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA SEQID NO: 121
ATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGTTAATCTTACA
ACCAGAACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTCTTTCACACGTGGTGTTTATTA
CCCTGACAAAGTTTTCAGATCCTCAGTTTTACATTCAACTCAGGACTTGTTCTTAC
CTTTCTTTTCCAATGTTACTTGGTTCCATGCTATACATGTCTCTGGGACCAATGGT
ATTOAAGAGGTTTGATAACCCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTTTGCTTC
CACTGAGAAGTCTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGTACTACTTTAGATTCG
AAGACCCAGTCCCTACTTATTGTTAATAACGCTACTAATGTTGTTATTAAAGTCTG
TGAATTTCAATTTTGTAATGATCCATTTTTGGGTGTTTATTACCACAAAAACAACA
AAAGTTGGATGGAAAGTGAGTTCAGAGTTTATTCTAGTGCGAATAATTGCACTTT
TGAATATGTCTCTCAGCCTTTTCTTATGGACCTTGAAGGAAAACAGGGTAATTTC
AAAAATCTTAGGGAATTTGTGTTTAAGAATATTGATGGTTATTTTAAAATATATT
CTAAGCACACGCCTATTAATTTAGTGCGGTGATCTCCCTCAGGGTTTTTCGGCTTTA
GAACCATTGGTAGATTTGCCAATAGGTATTAACATCACTAGGTTTCAAACTTTAC
TTGCTTTACATAGAAGTTATTTGACTCCTGGTGATTCTTCTTCAGGTTGGACAGCT
GGTGCTGCAGCTTATTATGTGGGTTATCTTCAACCTAGGACTTTTCTATTAAAATA
TAATGAAAATGGAACCATTACAGATGCTGTAGACTGTGCACTTGACCCTCTCTCA




GAAACAAAGTGTACGTTGAAATCCTTCACTGTAGAAAAAGGAATCTATCAAACT
TCTAACTTTAGAGTCCAACCAACAGAATCTATTGTTAGATTTCCTAATATTACAA
ATTOTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTTATGCT
TGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATT
CCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGAT
CTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCA
GACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATTAC
CAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAA
GGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAA
CCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTA
ATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCC
ACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTTGAACTTCT
ACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTAAAAAC
AAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAGT
CTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGACACTAC
TGATGCTGTCCGTGATCCACAGACACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGTTCTT
TTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACAAATACTTCTAACCAGGTTGCTGT
TCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAA
CTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGC
AGGCTGTTTAATAGGGGCTGAACATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCC
ATTGGTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGG
CACGTAGTGTAGCTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGGTGCAGA
AAATTCAGTTGCTTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTA
GTGTTACCACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTAC
AATGTACATTTGTGGTGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGC
AGTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCTTTAACTGGAATAGCTGTTGAACAAGACA
AAAACACCCAAGAAGTTTTTGCACAAGTCAAACAAATTTACAAAACACCACCAA
TTAAAGATTTTGGTGTTTTAATTTTTCACAAATATTACCAGATCCATCAAAACCA
AGCAAGAGGTCATTTATTGAAGATCTACTTTTCAACAAAGTGACACTTGCAGATG
CTGGCTTCATCAAACAATATGGTGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCTAGAGACCT
CATTTGTGCACAAAAGTTTAACGGCCTTACTGTTTTGCCACCTTTGCTCACAGATG
AAATGATTGCTCAATACACTTCTGCACTGTTAGCGGGTACAATCACTTCTGGTTG
GACCTTGGTGCAGGTGCTGCATTACAAATACCATTTGCTATGCAAATGGCTTAT
AGGTTTAATGGTATTGGAGTTACACAGAATGTTCTCTATGAGAACCAAAAATTGA
TTGCCAACCAATTTAATAGTGCTATTGGCAAAATTCAAGACTCACTTTCTTCCAC
AGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATGTGGTCAACCAAAATGCACAAGCTTT
AAACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTTTTA
AATGATATCCTTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAATTGATAGGT
TGATCACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAATTAATTAG
AGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCAGAGTGT
GTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTTGTGGAAAGGGCTATCATCTTATGT
CCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCATGTGACTTATGTCCCT
GCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGAAAAGCA
CACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAATGGCACACACTGGTTTGTAACAC




AAAGGAATTTTTATGAACCACAAATCATTATTOACAGACAACACATTTGTGTCTGG
TAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCAACAACACAGTTTATGATCCTTTGCAA
CCTGAATTAGACTCATTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGAATCATACAT
CACCAGATGTTGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAGTTGTAAACAT
TCAAAAAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTTGCCAAGAATTTAAATGAATCTCTC
ATCGATCTCCAAGAACTTGGAAAGTATGAGCAGTATATAAAATGGCCATGGTAC
ATTGGCTAGGTTTTATAGCTGGCTTGATTGCCATAGTAATGGTGACAATTATGCT
TTGCTGTATGACCAGTTGCTGTAGTTGTCTCAAGGGCTGTTGTTCTTGTGGATCCT
GCTGCAAATTTGATGAAGACGACTCTGAGCCAGTGCTCAAAGGAGTCAAATTAC ATTACCA CACAA SEQ ID
NO: 122 ATGTTCGTCTTCCTGGTCCTGCTGCCTCTGGTCTCCTCACAGTGCGTCAATCTGAC
AACTCGGACTCAGCTGCCACCTGCTTATACTAATAGCTTCACCAGAGGCGTGTAC
TATCCTGACAAGGTGTTTAGAAGCTCCGTGCTGCACTCTACACAGGATCTGTTTC
TGCCATTCTTTAGCAACGTGACCTGGTTCCACGCCATCCACGTGAGCGGCACCAA
TGGCACAAAGCGGTTCGACAATCCCGTGCTGCCTTTTAACGATGGCGTGTACTTC
GCCTCTACCGAGAAGTCCAACATCATCAGAGGCTGGATCTTTGGCACCACACTGG
ATTOCCAAGACACAAGTCTCTGCTGATCGTGAACAATGCCACCAACGTGGTCATCAA
GGTGTGCGAGTTCCAGTTTTGTAATGATCCCTTCCTGGGCGTGTACTATCACAAG
AACAATAAGAGCTGGATGGAGTCCGAGTTTAGAGTGTATTCTAGCGCCAACAAC
TGCACATTTGAGTACGTGAGCCAGCCTTTCCTGATGGACCTGGAGGGCAAGCAG
GGCAATTTCAAGAACCTGAGGGAGTTCGTGTTTAAGAATATCGACGGCTACTTCA
AAATCTACTCTAAGCACACCCCCATCAACCTGGGTGCGCGACCTGCCTCAGGGCTT
CAGCGCCCTGGAGCCCCTGGTGGATCTGCCTATCGGCATCAACATCACCCGGTTT
CAGACACTGCTGGCCCTGCACAGAAGCTACCTGACACCCGGCGACTCCTCTAGC
GGATGGACCGCCGGCGCTGCCGCCTACTATGTGGGCTACCTCCAGCCCCGGACCT
TCCTGCTGAAGTACAACGAGAATGGCACCATCACAGACGCAGTGGATTGCGCCC
TGGACCCCCTGAGCGAGACAAAGTGTACACTGAAGTCCTTTACCGTGGAGAAGG
GCATCTATCAGACATCAGACATCCAATTTCAGGGTGCAGCCAACCGAGTCTATCGTGCGCTT
TCCTAATATCACAAACCTGTGCCCATTTGGCGAGGTGTTCAACGCAACCCGCTTC
GCCAGCGTGTACGCCTGGAATAGGAACGGATCAGCAACTGCGTGGCCGACTAT
AGCGTGCTGTACAACTCCGCCTCTTTCAGCACCTTTAAGTGCTATGGCGTGTCCC
CCACAAAGCTGAATGACCTGTGCTTTACCAACGTCTACGCCGATTCTTTCGTGAT
CAGGGGCGACGAGGTGCGCCAGATCGCCCCGGCCAGACAGGCAAGATCGCAG
ATTOCAATTATAAGCTGCCAGACGATTTCACCGGCTGCGTGATCGCCTTGGAACAG
CAACAATCTGGATTCCAAAGTGGGCGGCAACTACAATTATCTGTACCGGCTGTTT
AGAAAGAGCAATCTGAAGCCCTTCGAGAGGGACATCTCTACAGAAATCTACCAG
GCCGGCAGCACCCCTTGCAATGGCGTGGAGGGCTTTAACTGTTATTTCCCACTCC
AGTCCTACGGCTTCCAGCCCACAAACGGCGTGGGCTATCAGCCTTACCGCGTGGT
GGTGCTGAGCTTTGAGCTGCTGCACGCCCCAGCAACAGTGTGCGGCCCCAAAGAA
GTCCACCAATCTGGTGAAGAACAAGTGCGGTGAACTTCAACTTCAACGGCCTGAC
CGGCACAGGCGTGCTGACCGAGTCCAACAAGAAGTTCCTGCCATTTCAGCAGTTC
GGCAGGGACATCGCAGATACCACAGACGCCGTGCGCGACCCACAGAACCCTGGAG
ATCCTGGACATCACACCCTGCTCTTTCGGCGGCGTGAGCGTGATCACACCCGGCA
CCAATACAAGCAACCAGGTGGCCGTCGCTGTATCAGGACGTGAATTGTACCGAGG
TGCCCGTGGCTATCCACGCCGATCAGCTGACCCCAACATGGCGGGTGTACAGCA



CCGGCTCCAACGTCTTCCAGACAAGAGCCGGATGCCTGATCGGAGCAGACCG
TGAACAATTCCTATGAGTGCGACATCCCAATCCGGCGCCGGCATCTGTGCCTCTTA
CCAGACCCAGACAAACTCTCCCAGACGGGCCCGGAGCGTGGCCTCCCAGTCTAT
CATCGCCTATACCATGTCCCTGGCGCCGAGAACAGCGTGGCCTACTCTAACAAT
AGCATCGCCATCCCAACCAACTTCACAATCTCTGTGACCACAGAGATCCTGCCCG
TGTCCATGACCAAGACATCTGTGGACTGCACAATGTATATCTGTGCGATTCTAC
CGAGTGCAGCAACCTGCTGCTCCAGTACGGCAGCTTTTGTACCCAGCTGAATAGA
GCCCTGACAGGCATCGCCCGTGGAGCAGGATAAGAACACACAGGAGGTGTTCGCC
CAGGTGAGCAAATCTACAAGACCCCCCCTATCAAGGGACTTTGGCGGCTTCAATT
TTTCCCAGATCCTGCCTGATCCATCCAAGCCTTCTAAGCGGAGCTTTATCGAGGA
CCTGCTGTTCAACAAGGTCGCCGATGCCGGCTTCATCAAGCAGTATGGC
GATTGCCTGGGCGACATCGCAGCCAGGGACCTGATCTGCGCCCAGAAGTTTAAT
GGCCTGACCGTGCTGCCACCCCTGCTGACAGATGAGATGATCGCACAGTACACA
AGCGCCCTGCTGGCCGGCACCATCATCATCCGGATGGACCTTCGGCGCAGGAGCC
GCCCTCCAGATCCCCTTTGCCATGCAGATGGCCTATAGGTTCAACGGCATCGGCG
TGACCCAGAATGTGCTGTACGAGAACCAGAAGCTGATCGCCAATCAGTTTAACT
CCGCCATCGGCAAGATCCAGGACAGCCTGTCCTCTACAGCCAGCGCCCTGGGCA
AGCTCCAGGATGTGGTGAATCAGAACGCCCCAGGCCCTGAATACCCTGGTGAAGC
AGCTGAGCAGCAACTTCGGCGCCATCTCTAGCGTGCTGAATGACATCCTGAGCCG
GCTGGACAAGGTGGAGGCAGAGGTGCAGATCGACCGGCTGATCACCGGCCGGCT
CCAGAGCCTCCAGACCTATGTGACACAGCAGCTGATCAGGGCCGCCGAGATCAG
GGCCAGCGCCAATCTGGCAGCAACCAAGATGTCCGAGTGCGTGCTGGCCAGTC
TAAGAGAGGTGGACTTTTGTGGCAAGGGCTATCACCTGATGTCCTTCCCTCAGTCT
GCCCCACAGGGCGGTGGTGTTTCTGCACGTGACCTACGTGCCCGCCAGGAGAAG
AACTTCACCACAGCCCCTGCCATCTGCCACGATGGCAAGGCCCACTTTCCAAGGG
AGGGCGTGTTCGTGTCCAACGGCACCCACTGGTTTGTGACACAGCGCAATTTCTA
CGAGCCCCAGATCATCACCACAGACAACACCTTCGTGAGCGGCAACTGTGACGT
GGTCATCGGCATCGTGAACAATACCGTGTATGATCCACTCCAGCCCGAGCTGGAC
AGCTTTAAGGAGGAGCTGGATAAGTATTTCAAGAATCACACCTCCCCTGACGTG
GATCTGGGCGACATCAGCGGCATCAATGCCTCCGTGGTGAACATCCAGAAGGAG
ATCGACCGCCTGAACGAGGTGGCTAAGAATCTGAACGAGAGCCTGATCGACCTC
CAGGAGCTGGGCAAGTATGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTG
GGCTTCATCGCCGGCCTGATCGCCATCGTGATGGTGACCATCATGCTGTGCTGTA
TGACATCCTGCTGTTCTTGCCTGAAGGGCTGCTGTAGCTGTGGCTCCTGCTGTAA
GTTTGACGAGGATGACTCTGAACCTGTGCTGAAGGGCGGTGAAGCTGCATTACAC Associazione CTAAA
SEQ ID NO: 123 MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPF
FSNVITWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQS
LLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVS
QPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLP
IGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDA
VDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRG
DEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSN
LKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGENCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELL



HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTD
AVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPT
WRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVAS
QSITAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTEC
SNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILP
DPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLT
DEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLI
ANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDIL
SRLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSK
RVDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGV
FVSNGTHWEVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEEL
DKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYI
KWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKG VKLHYT SEQ ID NO:
77 CCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGGCCCGCCACC SEQ ID NO: 78
ATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAA
GTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGGAGCT
TCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATG
CCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACCCATC
CGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCAC
AAGTATCATTGTATTCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGACAGATTGTATA
AGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGG
ACAAGAAAATGAAGGAGCTGGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTG
AGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTG
TTTACCAGGATGTATACGCCGTCGACGGCCCCACCAGCCTGTACCACCAGGGCCAA
CAAGGGCGTGAGGGTGGCCTACTGGATCGGCTTCGACACCACACCCTTCATGTTC
AAGAACCTGGCCGGCGCCTACCCCAGCTACAGCACCAACTGGGCCGACGAGACC
GTGCTGACCGCCAGGAACATCGGCCTGTGCAGCAGCGACGTGATGGAGAGGAGC
CGGAGAGGCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGAAGCCCAGCAACAACGT
GCTGTTCAGCGTGGGCAGCACCATCTACCACGAGAAGAGGGACCTGCTCAGGAG
CTGGCACCTGCCCACGTGTTCCACCTGAGGGGGCAAGCAGAACTACACCTGCAG
GTGCGACCATCGTGAGCTGCGACGGCTACGTGGTGAAGAGGATCGCCATCAG
CCCCGGCCTGTACGGCAAGCCCAGCGGCTACGCCGCTACAATGCACAGGGAGGG
CTTCCTGTGCTGCAAGGTGACCGACACCCTGAACGGCGAGAGGGTGAGCTTCCC
CGTGTGCACCTACGTGCCCGCCACCCTGTGCGACCAGATGACCGGCATCCTGGCC
ACCGACGTGAGCGCCGACGACGCCCAGAAGCTGCTCGTGGGCCTGAACCAGAGG
ATCGTGGTCAACGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAATGAAGAACTACCTG
CTGCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTGGGCCAAGGAGTACAAGGAGGAC
CAGGAAGACGAGAGGCCCCTGGGCCTGAGGGACAGGCAGCTGGTGATGGGGCTG
CTGCTGGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCATCTACAAGAGGCCCGACAC
CCAGACCATCATCAAGGTGAACAGCGACTTCCACAGCTTCGTGCTGCCCAGGATC
GGCAGCAACACCCTGGAGATCGGCCTGAGGACCCGGATCAAGGAAGATGCTGGAG
GAACACAAGGAGCCCAGCCCACTGATCACCGCCGAGGACGTGCAGGAGGCCAA
GTGCGCTGCCGACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAGGAACTGAGGGCCG
CCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACGTGGAGGAACCCACCCTGGAAGCCGACGTGG



ACCTGATGCTGACAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACACCCAGGGCCTGA
TCAAGGTGACCAGCTACGACGGCGAGGACAAGATCGGCAGCTACGCCGTGCTGA
GCCCACAGGCCGTGCTGAAGTCCGAGAAGCTGAGCTGCATCCACCCACTGGCCG
AGCAGGTGATCGTGATCCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGTACGCCGTGGAGC
CCTACCACGGCAAGGTGGTCGTCGTGCCCGAGGGCCACGCCATCCCCGTGCAGGACT
TCCAGGCCCTGAGCGAGAGCGCCACCATCGTGTACAACGAGAGGGAGTTCGTGA
ACAGGTACCTGCACCATATCGCCACCCACGGCGGAGCCCTGAACACCGACGAGG
AATACTACAAGACCGTGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAGTACCTGTACGACA
TCGACAGGAAGCAGTGCGTGAAGAAAGAGCTGGTGACCGGCCTGGGACTGACCG
GCGAGCTGGTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGAGAGCCTGAGGACCA
GACCCGCCGCTCCCTACCAGGTGCCCACCATCGCGTGTACGGCGTGCCCGGCA
GCGGAAAGAGCGGCATCATCAAGAGCGCCGTGACCAAGAAAGACCTGGTGGTC
AGCGCCAAGAAAGAGAACTGCGCCGAGATCATCAGGGACGTGAAGAAGATGAA
AGGCCTGGACGTGAACGCGCGCACCGTGGACAGCGTGCTGCTGAACGGCTGCAA
GCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAGGCCTTCGCTTGCCACGCCGGCACC
CTGAGGGCCCTGATCGCCATCATCAGGCCCAAGAAAGCCGTGCTGTGCGGCGAC
CCCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCTGAAGGTGCACTTCAACCACG
AGATCTGCACCCAGGTGTTCCACAAGAGCATCAGCAGGCGGTGCACCAAGAGCG
TGACCAGCGTCGTGAGCACCCTGTTCTACGACAAGAAAATGAGGACCACCAACC
CCAAGGAGACCAAAATCGTGATCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAG
GACGACCTGATCCTGACCTGCTTCAGGGGCTGGGTGAAGCAGCTGCAGATCGAC
TACAAGGGCAACGAGATCATGACCGCCGCTGCCAGCCAGGGCCTGACCAGGAAG
GGCGTGTACGCCGTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCACTGTACGCTCCCACC
AGCGAGCACGTGAACGTGCTGCTGACCAGGACCGAGGACAGGATCGTGTGGAAG
ACCCTGGCCGGCGACCCCTGATCAAGACCCTGACCGCCAAGTACCCCGGCAAC
TTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCCGAGCACGACGCCATCATGAGGCAC
ATCCTGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGTGTTCCAGAACAAGGCCAACGTGTGC
TGGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACCGCCGGCATCGACATGACCACA
GAGCAGTGGAACACCGTGGACTACTTCGAGACCGACAAGGCCCACAGCGCCGAG
ATCGTGCTGAACCAGCTGTGCGTGAGGTTCTTCGGCCTGGACCTGGACAGCGGCC
TGTTCAGCGCCCCCACCGTGCCACTGAGCATCAGGAACAACCACTGGGACAACA
GCCCCAGCCCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGGTCAGGCAGCTGAGCA
GGCGGTACCCACACGCTGCCCAGGGCCGTGGCCACCGGCAGGGGTGTACGACATGA
ACACCGGCACCCTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCTGGTCCCGTGAACA
GGCGGCTGCCCCACGCCCTGGTGCTGCACCACAACGAGCACCCACAGAGCGACT
TCAGCTCCTTCGTGAGCAAGCTGAAAGGCAGGACCGTGCTGGTCGTGGGCGAGA
AGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGACTGGCTGAGCGACAGGCCCGAGGCCA
CCTTCCGGGCCAGGCTGGACCTCGGCATCCCCGGCGACGTGCCCAAGTACGACA
TCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAAGTACCACCATTACCAGCAGTGCGA
GGACCACGCCATCAAGCTGAGCATGCTGACCAAGAAGGCCTGCCTGCACCTGAA
CCCCGGAGGCACCTGCGTGAGCATCGGCTACGGCTACGCCGACAGGGCCAGCGA
GAGCATCATTGGCGCCATCGCCAGGCTGTTCAAGTTCAGCAGGGTGTGCAAACC
CAAGAGCAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTTCGTGTTCATCGGCTACGACCG
GAAGGCCAGGACCCACAACCCCTACAAGCTGAGCAGCACCCTGACAAACATCTA



CACCGGCAGCAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAGCTACCACGTGGTCAG
GGGCGATATCGCCACCGCCACCGAGGGCGTGATCATCAACGCTGCCAACAGCAA
GGGCCAGCCCGGAGGCGGAGTGTGCGGCGCCCTGTACAAGAAGTTCCCCGAGAG
CTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTGGGCAAGGCCAGGCTGGTGAAGGGCGCCGC
TAAGCACATCATCCACCGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAGGTGAGCGAGGTGGA
AGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTACGAGAGCATCGCCAAGATCGTGAACG
ACAATAACTACAAGAGCGTGGCCATCCCACTGCTCAGCG
GCAACAAGGACAGGCTGACCCAGAGCCTGAACCACCTGCTCACCGCCCTGGACA
CCACCGATGCCGACGTGCCATCTACTGCAGGGACAAGAAGTGGGAGATGACCC
TGAAGGAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAAGAGATCTGCATCAGCGAC
GACTCCAGCGTGACCGAGCCCGACGCCGAGCTGGTGAGGGTGCACCCCAAGAGC
TCCCTGGCCGGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGCAAGACCTTCAGCTAC
CTGGAGGGCACCAAGTTCCACCAGGCCGCTAAGGACATCGCCGAGATCAACGCT
ATTGGGCCGTGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGTGTGCATGTACATCCTGGGC
GAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCAAGTGCCCCGTGGAGGAAAGCGAGGCCAG
CACACCACCCAGCACCCTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTATGACACCCGAGAGG
GTGCAGCGGCTGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGATCACCGTTGGCAGTCCTTC
CCACTGCCCAAGTACAGGATCACCGGCGTGCAGAAGATCCAGTGCAGCCAGCCC
ATCCTGTTCAGCCCAAAGGTGCCCGCCTACATCCACCCCAGGAAGTACCTGGTGG
AGACCCCACCCGTGGACGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGAGCACC
GAGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGGACGAGACAAGGACCCG
GACCCCAGAGCCCATCATTATCGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCATCAGCCTGCT
GAGCGACGGCCCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCCGACATCCACGGCCC
ACCCAGCGTGTCCAGCTCCAGCTGGAGCATCCCACACGCCAGCGACTTCGACGT
GGACAGCCTGAGCATCCTGGACACCCTGGAGGGCGCCAGCGTGACCTCCGGCGC
CACCAGCGCCGAGACCAACAGCTACTTCGCCAAGAGCATGGAGTTCCTGGCCAG
GCCCGTGCCAGCTCCCAGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCCACCCAGCTCCCAG
GACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCAGGGCCTGCAGCAGGACCAGCCTGGT
GAGCACCCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAACTGGAGCCCT
GACACCCAGCAGGACCCCCAAGCAGGTCCGTGAGCAGGACTAGTCTGGTGTCCAA
CCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAATTCGAGGCCTTCGTGGC
CCAGCAACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACATCTTCAGCAGCGACACCGG
CCAGGGACACCTGCAGCAAAAGAGCGTGAGGCAGCCGTGCTGAGCGAGGTGG
TGCTGGAGAGGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCAGGCTGGACCAGGAGA
AGGAGGAACTGCTCAGGAAGAAACTGCAGCTGAACCCCACCCCAGCCAACAGG
AGCAGGTACCAGAGCAGGAAGGTGGAGAACATGAAGGCCATCACCGCCAGGCG
GATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACCTGAAGGCCGAGGGCAAGGTGGAGTGCTA
CAGGACCCTGCACCCCGTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGACAGGGCCTTCTCC
AGCCCCAAGGTGGCCGTGGAGGCCTGCAACGCTATGCTGAAGGAGAACTTCCCC
ACCGTGGCCAGCTACTGCATCATCCCCGAGTACGACGCCTACCTGGACATGGTGG
ACGGCGCCAGCTGCTGCCTGGACACCGCCAGCTTCTGCCCCGCCAAGCTGAGGA
GCTTCCCCAAGAAACACAGCTACCTGGAGCCCACCATCAGGAGCGCCGTGCCCA
GGCCATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGCCGCTGCCACCAAGAGGAACT
GCAACGTGACCCAGATGAGGGAGCTGCCCCGTGCTGGACAGCGCTGCCTTCAACG



TGGAGTGCTTCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTACTGGGAGACCTTCAAGG
AGAACCCCATCAGGCTGACCGAAGAGAACGTGGTGAACTACATCACCAAGCTGA
AGGGCCCCAAGGCCGCTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAACCTGAACATGCTGC
AGGACATCCCAATGGACAGGTTCGTGATGGACCTGAAGAGGGACGTGAAGGTGA
CACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGAGGCCCAAGGTGCAGGTGATCCAGGCC
GCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGTGCGGCATCCACAGGGAGCTGGTGAGG
CGGCTGAACGCCGTGCTGCTGCCCAACATCCACACCCTGTTCGACATGAGCGCCG
AGGACTTCGACGCCATCATCGCCGAGCACTTCCAGCCCGGCGACTGCGTGCTGG
AGACCGACATCGCCAGCTTCGACAAGAGCGAGGATGACGCTATGGCCCTGACCG
CTCTGATGATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGACGCCGAGCTGTCACCCTGATCGA
GGCTGCCTTCGGCGAGATCAGCTCCATCCACCTGCCCACCAAGACCAAGTTCAAG
TTCGGCGCTATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACCCTGTTCGTGAACACCGTGA
TCAACATTGTGATCGCCAGCAGGGTGCTGCGGGAGAGGCTGACCGGCAGCCCCT
GCGCTCTTCATCGGCGACGACAACATCGTGAAGGGCGTGAAAAGCGACAAGC
TGATGGCCGACAGGTGCGCCACCTGGCTGAACATGGAGGTGAAGATCATCGACG
CCGTGGTGGGCGAGAAGGCCCCCTACTTCTGCGGCGGATTCATCCTGTGCGACAG
CGTGACCGGCACCGCCTGCAGGGTGGCCGACCCCCTGAAGAGGCTGTTCAAGCT
GGGCAAGCCACTGGCCGCTGACGATGAGCACGACGATGACAGGCGGAGGGCCCT
GCACGAGGAAAGCACCAGGTGGAACAGGGTGGGGCATCCTGAGCGAGCTGTGCA
AGGCCGTGGAGAGCAGGTACGAGACCGTGGGCACCAGCATCATCGTGATGGCTA
TGACCACACTGGCCAGCTCCGTCAAGAGCTTCTCCTACCTGAGGGGGGCCCCTAT
AACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGGCCG
CCACCACTCGAGTATGTTACGTGCAAAGGTGATTGTCACCCCCCGAAAGACCATA
TTGTGACACACCCTCAGTATCACGCCCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAAAAAC
CGCGTGGACGTGGTTAACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCCGTAATTATTATAATT
GGCTTGGTGCTGGCTACTATTGTGGCCATGTACGTGCTGACCAACCAGAAACATA
ATTGAATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGC
ATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGT
TTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTCTAGAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA SEQ ID NO: 124
ATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAA
GTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGGAGCT
TCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATG
CCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACCCATC
CGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCAC
AAGTATCATTGTATTCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGACAGATTGTATA
AGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGG
ACAAGAAAATGAAGGAGCTGGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTG
AGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTG
TTTACCAGGATGTATACGCCGTCGACGGCCCCACCAGCCTGTACCACCAGGGCCAA
CAAGGGCGTGAGGGTGGCCTACTGGATCGGCTTCGACACCACACCCTTCATGTTC
AAGAACCTGGCCGGCGCCTACCCCAGCTACAGCACCAACTGGGCCGACGAGACC
GTGCTGACCGCCAGGAACATCGGCCTGTGCAGCAGCGACGTGATGGAGAGGAGC




CGGAGAGGCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGAAGCCCAGCAACAACGT
GCTGTTCAGCGTGGGCAGCACCATCTACCACGAGAAGAGGGACCTGCTCAGGAG
CTGGCACCTGCCCACGTGTTCCACCTGAGGGGGCAAGCAGAACTACACCTGCAG
GTGCGACCATCGTGAGCTGCGACGGCTACGTGGTGAAGAGGATCGCCATCAG
CCCCGGCCTGTACGGCAAGCCCAGCGGCTACGCCGCTACAATGCACAGGGAGGG
CTTCCTGTGCTGCAAGGTGACCGACACCCTGAACGGCGAGAGGGTGAGCTTCCC
CGTGTGCACCTACGTGCCCGCCACCCTGTGCGACCAGATGACCGGCATCCTGGCC
ACCGACGTGAGCGCCGACGACGCCCAGAAGCTGCTCGTGGGCCTGAACCAGAGG
ATCGTGGTCAACGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAATGAAGAACTACCTG
CTGCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTGGGCCAAGGAGTACAAGGAGGAC
CAGGAAGACGAGAGGCCCCTGGGCCTGAGGGACAGGCAGCTGGTGATGGGGCTG
CTGCTGGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCATCTACAAGAGGCCCGACAC
CCAGACCATCATCAAGGTGAACAGCGACTTCCACAGCTTCGTGCTGCCCAGGATC
GGCAGCAACACCCTGGAGATCGGCCTGAGGACCCGGATCAAGGAAGATGCTGGAG
GAACACAAGGAGCCCAGCCCACTGATCACCGCCGAGGACGTGCAGGAGGCCAA
GTGCGCTGCCGACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAGGAACTGAGGGCCG
CCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACGTGGAGGAACCCACCCTGGAAGCCGACGTGG
ACCTGATGCTGACAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACACCCAGGGCCTGA
TCAAGGTGACCAGCTACGACGGCGAGGACAAGATCGGCAGCTACGCCGTGCTGA
GCCCACAGGCCGTGCTGAAGTCCGAGAAGCTGAGCTGCATCCACCCACTGGCCG
AGCAGGTGATCGTGATCCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGTACGCCGTGGAGC
CCTACCACGGCAAGGTGGTCGTCGTGCCCGAGGGCCACGCCATCCCCGTGCAGGACT
TCCAGGCCCTGAGCGAGAGCGCCACCATCGTGTACAACGAGAGGGAGTTCGTGA
ACAGGTACCTGCACCATATCGCCACCCACGGCGGAGCCCTGAACACCGACGAGG
AATACTACAAGACCGTGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAGTACCTGTACGACA
TCGACAGGAAGCAGTGCGTGAAGAAAGAGCTGGTGACCGGCCTGGGACTGACCG
GCGAGCTGGTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGAGAGCCTGAGGACCA
GACCCGCCGCTCCCTACCAGGTGCCCACCATCGCGTGTACGGCGTGCCCGGCA
GCGGAAAGAGCGGCATCATCAAGAGCGCCGTGACCAAGAAAGACCTGGTGGTC
AGCGCCAAGAAAGAGAACTGCGCCGAGATCATCAGGGACGTGAAGAAGATGAA
AGGCCTGGACGTGAACGCGCGCACCGTGGACAGCGTGCTGCTGAACGGCTGCAA
GCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAGGCCTTCGCTTGCCACGCCGGCACC
CTGAGGGCCCTGATCGCCATCATCAGGCCCAAGAAAGCCGTGCTGTGCGGCGAC
CCCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCTGAAGGTGCACTTCAACCACG
AGATCTGCACCCAGGTGTTCCACAAGAGCATCAGCAGGCGGTGCACCAAGAGCG
TGACCAGCGTCGTGAGCACCCTGTTCTACGACAAGAAAATGAGGACCACCAACC
CCAAGGAGACCAAAATCGTGATCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAG
GACGACCTGATCCTGACCTGCTTCAGGGGCTGGGTGAAGCAGCTGCAGATCGAC
TACAAGGGCAACGAGATCATGACCGCCGCTGCCAGCCAGGGCCTGACCAGGAAG
GGCGTGTACGCCGTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCACTGTACGCTCCCACC
AGCGAGCACGTGAACGTGCTGCTGACCAGGACCGAGGACAGGATCGTGTGGAAG
ACCCTGGCCGGCGACCCCTGATCAAGACCCTGACCGCCAAGTACCCCGGCAAC
TTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCCGAGCACGACGCCATCATGAGGCAC
ATCCTGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGTGTTCCAGAACAAGGCCAACGTGTGC



TGGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACCGCCGGCATCGACATGACCACA
GAGCAGTGGAACACCGTGGACTACTTCGAGACCGACAAGGCCCACAGCGCCGAG
ATCGTGCTGAACCAGCTGTGCGTGAGGTTCTTCGGCCTGGACCTGGACAGCGGCC
TGTTCAGCGCCCCCACCGTGCCACTGAGCATCAGGAACAACCACTGGGACAACA
GCCCCAGCCCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGGTCAGGCAGCTGAGCA
GGCGGTACCCACACGCTGCCCAGGGCCGTGGCCACCGGCAGGGGTGTACGACATGA
ACACCGGCACCCTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCTGGTCCCGTGAACA
GGCGGCTGCCCCACGCCCTGGTGCTGCACCACAACGAGCACCCACAGAGCGACT
TCAGCTCCTTCGTGAGCAAGCTGAAAGGCAGGACCGTGCTGGTCGTGGGCGAGA
AGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGACTGGCTGAGCGACAGGCCCGAGGCCA
CCTTCCGGGCCAGGCTGGACCTCGGCATCCCCGGCGACGTGCCCAAGTACGACA
TCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAAGTACCACCATTACCAGCAGTGCGA
GGACCACGCCATCAAGCTGAGCATGCTGACCAAGAAGGCCTGCCTGCACCTGAA
CCCCGGAGGCACCTGCGTGAGCATCGGCTACGGCTACGCCGACAGGGCCAGCGA
GAGCATCATTGGCGCCATCGCCAGGCTGTTCAAGTTCAGCAGGGTGTGCAAACC
CAAGAGCAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTTCGTGTTCATCGGCTACGACCG
GAAGGCCAGGACCCACAACCCCTACAAGCTGAGCAGCACCCTGACAAACATCTA
CACCGGCAGCAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAGCTACCACGTGGTCAG
GGGCGATATCGCCACCGCCACCGAGGGCGTGATCATCAACGCTGCCAACAGCAA
GGGCCAGCCCGGAGGCGGAGTGTGCGGCGCCCTGTACAAGAAGTTCCCCGAGAG
CTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTGGGCAAGGCCAGGCTGGTGAAGGGCGCCGC
TAAGCACATCATCCACCGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAGGTGAGCGAGGTGGA
AGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTACGAGAGCATCGCCAAGATCGTGAACG
ACAATAACTACAAGAGCGTGGCCATCCCACTGCTCAGCG
GCAACAAGGACAGGCTGACCCAGAGCCTGAACCACCTGCTCACCGCCCTGGACA
CCACCGATGCCGACGTGCCATCTACTGCAGGGACAAGAAGTGGGAGATGACCC
TGAAGGAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAAGAGATCTGCATCAGCGAC
GACTCCAGCGTGACCGAGCCCGACGCCGAGCTGGTGAGGGTGCACCCCAAGAGC
TCCCTGGCCGGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGCAAGACCTTCAGCTAC
CTGGAGGGCACCAAGTTCCACCAGGCCGCTAAGGACATCGCCGAGATCAACGCT
ATTGGGCCGTGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGTGTGCATGTACATCCTGGGC
GAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCAAGTGCCCCGTGGAGGAAAGCGAGGCCAG
CACACCACCCAGCACCCTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTATGACACCCGAGAGG
GTGCAGCGGCTGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGATCACCGTTGGCAGTCCTTC
CCACTGCCCAAGTACAGGATCACCGGCGTGCAGAAGATCCAGTGCAGCCAGCCC
ATCCTGTTCAGCCCAAAGGTGCCCGCCTACATCCACCCCAGGAAGTACCTGGTGG
AGACCCCACCCGTGGACGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGAGCACC
GAGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGGACGAGACAAGGACCCG
GACCCCAGAGCCCATCATTATCGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCATCAGCCTGCT
GAGCGACGGCCCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCCGACATCCACGGCCC
ACCCAGCGTGTCCAGCTCCAGCTGGAGCATCCCACACGCCAGCGACTTCGACGT
GGACAGCCTGAGCATCCTGGACACCCTGGAGGGCGCCAGCGTGACCTCCGGCGC
CACCAGCGCCGAGACCAACAGCTACTTCGCCAAGAGCATGGAGTTCCTGGCCAG
GCCCGTGCCAGCTCCCAGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCCACCCAGCTCCCAG



GACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCAGGGCCTGCAGCAGGACCAGCCTGGT
GAGCACCCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAACTGGAGCCCT
GACACCCAGCAGGACCCCCAAGCAGGTCCGTGAGCAGGACTAGTCTGGTGTCCAA
CCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAATTCGAGGCCTTCGTGGC
CCAGCAACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACATCTTCAGCAGCGACACCGG
CCAGGGACACCTGCAGCAAAAGAGCGTGAGGCAGCCGTGCTGAGCGAGGTGG
TGCTGGAGAGGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCAGGCTGGACCAGGAGA
AGGAGGAACTGCTCAGGAAGAAACTGCAGCTGAACCCCACCCCAGCCAACAGG
AGCAGGTACCAGAGCAGGAAGGTGGAGAACATGAAGGCCATCACCGCCAGGCG
GATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACCTGAAGGCCGAGGGCAAGGTGGAGTGCTA
CAGGACCCTGCACCCCGTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGACAGGGCCTTCTCC
AGCCCCAAGGTGGCCGTGGAGGCCTGCAACGCTATGCTGAAGGAGAACTTCCCC
ACCGTGGCCAGCTACTGCATCATCCCCGAGTACGACGCCTACCTGGACATGGTGG
ACGGCGCCAGCTGCTGCCTGGACACCGCCAGCTTCTGCCCCGCCAAGCTGAGGA
GCTTCCCCAAGAAACACAGCTACCTGGAGCCCACCATCAGGAGCGCCGTGCCCA
GGCCATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGCCGCTGCCACCAAGAGGAACT
GCAACGTGACCCAGATGAGGGAGCTGCCCCGTGCTGGACAGCGCTGCCTTCAACG
TGGAGTGCTTCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTACTGGGAGACCTTCAAGG
AGAACCCCATCAGGCTGACCGAAGAGAACGTGGTGAACTACATCACCAAGCTGA
AGGGCCCCAAGGCCGCTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAACCTGAACATGCTGC
AGGACATCCCAATGGACAGGTTCGTGATGGACCTGAAGAGGGACGTGAAGGTGA
CACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGAGGCCCAAGGTGCAGGTGATCCAGGCC
GCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGTGCGGCATCCACAGGGAGCTGGTGAGG
CGGCTGAACGCCGTGCTGCTGCCCAACATCCACACCCTGTTCGACATGAGCGCCG
AGGACTTCGACGCCATCATCGCCGAGCACTTCCAGCCCGGCGACTGCGTGCTGG
AGACCGACATCGCCAGCTTCGACAAGAGCGAGGATGACGCTATGGCCCTGACCG
CTCTGATGATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGACGCCGAGCTGTCACCCTGATCGA
GGCTGCCTTCGGCGAGATCAGCTCCATCCACCTGCCCACCAAGACCAAGTTCAAG
TTCGGCGCTATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACCCTGTTCGTGAACACCGTGA
TCAACATTGTGATCGCCAGCAGGGTGCTGCGGGAGAGGCTGACCGGCAGCCCCT
GCGCTCTTCATCGGCGACGACAACATCGTGAAGGGCGTGAAAAGCGACAAGC
TGATGGCCGACAGGTGCGCCACCTGGCTGAACATGGAGGTGAAGATCATCGACG
CCGTGGTGGGCGAGAAGGCCCCCTACTTCTGCGGCGGATTCATCCTGTGCGACAG
CGTGACCGGCACCGCCTGCAGGGTGGCCGACCCCCTGAAGAGGCTGTTCAAGCT
GGGCAAGCCACTGGCCGCTGACGATGAGCACGACGATGACAGGCGGAGGGCCCT
GCACGAGGAAAGCACCAGGTGGAACAGGGTGGGGCATCCTGAGCGAGCTGTGCA
AGGCCGTGGAGAGCAGGTACGAGACCGTGGGCACCAGCATCATCGTGATGGCTA
TGACCACACTGGCCAGCTCCGTCAAGAGCTTCTCCTACCTGAGGGGGGCCCCTAT
AACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGGCCG
CCACCATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGTTAATC
TTACAACCAGAACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTCTTTCACACGTGGTGT
TTATTACCCTGACAAAGTTTTCAGATCCTCAGTTTTACATTCAACTCAGGACTTGT
TCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTACTTGGTTCCATGCTATACATGTCTCTGGGACC
AATGGTACTAAGAGGTTTGATAACCCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTT



TGCTTCCACTGAGAAGTCTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGTACTACTTTA
GATTCGAAGACCCAGTCCCTACTTATTGTTAATAACGCTACTAATGTGTGTTATTAA
AGTCTGTGAATTTCAATTTTGTAATGATCCATTTTTGGGTGTTTATTACCACAAAA
ACAACAAAAGTTGGATGGAAAGTGAGTTCAGAGTTTTATTCTAGTGCGAATAATT
GCACTTTTGAATATGTCTCTCAGCCTTTTCTTATGGACCTTGAAGGAAAACAGGG
TAATTTCAAAAATCTTAGGGAATTTGTGTTTAAGAATATTGATGGTTATTTTAAA
ATATATTCTAAGCACACGCCTATTAATTTAGTGCGGTGATCTCCCTCAGGGTTTTTC
GGCTTTAGAACCATTGGTAGATTTGCCAATAGGTATTAACATCACTAGGTTTCAA
ACTTTACTTGCTTTACATAGAAGTTATTTGACTCCTGGTGATTCTTCTTCAGGTTG
GACAGCTGGTGCTGCAGCTTATTATGTGGGTTATCTTCAACCTAGGACTTTTCTAT
TAAAATATAATGAAAATGGAACCATTACAGATGCTGTAGACTGTGCACTTGACC
CTCTCTCAGAAACAAAGTGTACGTTGAAATCCTTCACTGTAGAAAAAGGAATCTA
TCAAACTTCTAACTTTAGAGTCCAACCAACAGAATCTATTGTTAGATTTCCTAAT
ATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGT
TTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTA
TATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATT
AAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATG
AAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAAACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATA
AATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGA
TTCTAAGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATC
TCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACC
TTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCC
AACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTTGA
ACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGTT
AAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAGGCACAGGTGTTCTTA
CTGAGTCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGGCAGAGACATTGCTGA
CACTACTGATGCTGTCCGTGATCCAGACACTTGAGATTCTTGACATTACACCA
TGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACAAATACTTCTAACCAGG
TTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTCCCTGTTGCTATTCATGCA
GATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAAC
ACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAACATGTCAAACAACTCATATGAGTGTGA
CATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCCT
CGGCGGGCACGTAGTGTAGCTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTG
GTGCAGAAAATTCAGTGTGCTTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTT
TATTOATTACCATGTGTTTACCACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTA
GATTGTACAATGTACATTTGTGGGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGC
AATATGGCAGTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCTTTAACTGGAATAGCTGTTGA
ACAAGACAAAAACACCCAAGAAGTTTTTGCACAAGTCAAACAAATTTACAAAAC
ACCACCAATTAAAGATTTTGGTGTTTTAATTTTTCACAAATATTACCAGATCCAT
CAAAACCAAGCAAGAGGTCATTTATTGAAGATCTACTTTTCAACAAAGTGACACT
TGCAGATGCTGGCTTCATCAAACAATATGGTGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCT
AGAGACCTCATTTGTGCACAAAAGTTTAACGGCCTTACTGTTTTGCCACCTTTGCT
CACAGATGAATGATTGCTCAATACACTTCTGCACTGTTAGCGGGTACAATCACT
TCTGGTTGGACCTTTGGGCAGGTGCTGCATTACAAATACCATTTGCTATGCAAA




TGGCTTATAGGTTTAATGGTATTGGAGTTACACAGAATGTTCTCTATGAGAACCA
AAAATTGATTGCCAACCAATTTAATAGTGCTATTGGCAAAATTCAAGACTCACTT
TCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATGTGGTCAACCAAAATGCA
CAAGCTTTAAACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATTTCAA
GTGTTTTAAATGATATCCTTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAAT
TGATAGGTTGATCACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACA
ATTAATTAGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATG
TCAGAGTGTGTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTTGTGGAAAGGGCTATC
ATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCATGTGACT
TATGTCCCTGCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATG
GAAAAGCACACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAATGGCACACACTGGTT
TGTAACACAAAGGAATTTTTATGAACCACAAATCTATTACTACAGACACACATTT
GTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCAACAACACAGTTTATGATC
CTTTGCAACCTGAATTAGACTCATTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGAA
TCATACATCACCAGATGTTGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAGTTG
TAAACATTCAAAAAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTTGCCAAGAATTTAAATG
AATCTCTCATCGATCTCCAAGAACTTGGAAAGTATGAGCAGTATAAAATGGCC
AGGTACATTTGGCTAGGTTTTATAGCTGGCTTGATTGCCATAGTAATGGTGACA
ATTATGCTTTGCTGTATGACCAGTTGCTGTAGTTGTCTCAAGGGCTGTTGTTCTTG
TGGATCCTGCTGCAAATTTGATGAAGACGACTCTGAGCCAGTGCTCAAAGGAGT
CAAATTACATTACACATAAACTCGAGTATGTTACGTGCAAAGGTGATTGTCACCC
CCCGAAAGACCATATTGTGACACACCCTCAGTATCACGCCCAAACATTTACAGCC
GCGGTGTCAAAAACCGCGTGGACGTGGTTAACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCC
GTAATTATTATAATTGGCTTGGGTGCTGGCTACTATTGTGGCCATGTACGTGCTGAC
CAACCAGAAACATAATTGAATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAAC
TCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTTCTTTTCTTTTCC
GAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCT
SEQ ID NO: 125
ATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAA
GTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGGAGCT
TCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATG
CCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACCCATC
CGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCAC
AAGTATCATTGTATTCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGACAGATTGTATA
AGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGG
ACAAGAAAATGAAGGAGCTGGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTG
AGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTG
TTTACCAGGATGTATACGCCGTCGACGGCCCCACCAGCCTGTACCACCAGGGCCAA
CAAGGGCGTGAGGGTGGCCTACTGGATCGGCTTCGACACCACACCCTTCATGTTC
AAGAACCTGGCCGGCGCCTACCCCAGCTACAGCACCAACTGGGCCGACGAGACC
GTGCTGACCGCCAGGAACATCGGCCTGTGCAGCAGCGACGTGATGGAGAGGAGC
CGGAGAGGCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGAAGCCCAGCAACAACGT
GCTGTTCAGCGTGGGCAGCACCATCTACCACGAGAAGAGGGACCTGCTCAGGAG




CTGGCACCTGCCCACGTGTTCCACCTGAGGGGGCAAGCAGAACTACACCTGCAG
GTGCGACCATCGTGAGCTGCGACGGCTACGTGGTGAAGAGGATCGCCATCAG
CCCCGGCCTGTACGGCAAGCCCAGCGGCTACGCCGCTACAATGCACAGGGAGGG
CTTCCTGTGCTGCAAGGTGACCGACACCCTGAACGGCGAGAGGGTGAGCTTCCC
CGTGTGCACCTACGTGCCCGCCACCCTGTGCGACCAGATGACCGGCATCCTGGCC
ACCGACGTGAGCGCCGACGACGCCCAGAAGCTGCTCGTGGGCCTGAACCAGAGG
ATCGTGGTCAACGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAATGAAGAACTACCTG
CTGCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTGGGCCAAGGAGTACAAGGAGGAC
CAGGAAGACGAGAGGCCCCTGGGCCTGAGGGACAGGCAGCTGGTGATGGGGCTG
CTGCTGGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCATCTACAAGAGGCCCGACAC
CCAGACCATCATCAAGGTGAACAGCGACTTCCACAGCTTCGTGCTGCCCAGGATC
GGCAGCAACACCCTGGAGATCGGCCTGAGGACCCGGATCAAGGAAGATGCTGGAG
GAACACAAGGAGCCCAGCCCACTGATCACCGCCGAGGACGTGCAGGAGGCCAA
GTGCGCTGCCGACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAGGAACTGAGGGCCG
CCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACGTGGAGGAACCCACCCTGGAAGCCGACGTGG
ACCTGATGCTGACAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACACCCAGGGCCTGA
TCAAGGTGACCAGCTACGACGGCGAGGACAAGATCGGCAGCTACGCCGTGCTGA
GCCCACAGGCCGTGCTGAAGTCCGAGAAGCTGAGCTGCATCCACCCACTGGCCG
AGCAGGTGATCGTGATCCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGTACGCCGTGGAGC
CCTACCACGGCAAGGTGGTCGTCGTGCCCGAGGGCCACGCCATCCCCGTGCAGGACT
TCCAGGCCCTGAGCGAGAGCGCCACCATCGTGTACAACGAGAGGGAGTTCGTGA
ACAGGTACCTGCACCATATCGCCACCCACGGCGGAGCCCTGAACACCGACGAGG
AATACTACAAGACCGTGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAGTACCTGTACGACA
TCGACAGGAAGCAGTGCGTGAAGAAAGAGCTGGTGACCGGCCTGGGACTGACCG
GCGAGCTGGTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGAGAGCCTGAGGACCA
GACCCGCCGCTCCCTACCAGGTGCCCACCATCGCGTGTACGGCGTGCCCGGCA
GCGGAAAGAGCGGCATCATCAAGAGCGCCGTGACCAAGAAAGACCTGGTGGTC
AGCGCCAAGAAAGAGAACTGCGCCGAGATCATCAGGGACGTGAAGAAGATGAA
AGGCCTGGACGTGAACGCGCGCACCGTGGACAGCGTGCTGCTGAACGGCTGCAA
GCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAGGCCTTCGCTTGCCACGCCGGCACC
CTGAGGGCCCTGATCGCCATCATCAGGCCCAAGAAAGCCGTGCTGTGCGGCGAC
CCCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCTGAAGGTGCACTTCAACCACG
AGATCTGCACCCAGGTGTTCCACAAGAGCATCAGCAGGCGGTGCACCAAGAGCG
TGACCAGCGTCGTGAGCACCCTGTTCTACGACAAGAAAATGAGGACCACCAACC
CCAAGGAGACCAAAATCGTGATCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAG
GACGACCTGATCCTGACCTGCTTCAGGGGCTGGGTGAAGCAGCTGCAGATCGAC
TACAAGGGCAACGAGATCATGACCGCCGCTGCCAGCCAGGGCCTGACCAGGAAG
GGCGTGTACGCCGTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCACTGTACGCTCCCACC
AGCGAGCACGTGAACGTGCTGCTGACCAGGACCGAGGACAGGATCGTGTGGAAG
ACCCTGGCCGGCGACCCCTGATCAAGACCCTGACCGCCAAGTACCCCGGCAAC
TTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCCGAGCACGACGCCATCATGAGGCAC
ATCCTGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGTGTTCCAGAACAAGGCCAACGTGTGC
TGGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACCGCCGGCATCGACATGACCACA
GAGCAGTGGAACACCGTGGACTACTTCGAGACCGACAAGGCCCACAGCGCCGAG



ATCGTGCTGAACCAGCTGTGCGTGAGGTTCTTCGGCCTGGACCTGGACAGCGGCC
TGTTCAGCGCCCCCACCGTGCCACTGAGCATCAGGAACAACCACTGGGACAACA
GCCCCAGCCCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGGTCAGGCAGCTGAGCA
GGCGGTACCCACACGCTGCCCAGGGCCGTGGCCACCGGCAGGGGTGTACGACATGA
ACACCGGCACCCTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCTGGTCCCGTGAACA
GGCGGCTGCCCCACGCCCTGGTGCTGCACCACAACGAGCACCCACAGAGCGACT
TCAGCTCCTTCGTGAGCAAGCTGAAAGGCAGGACCGTGCTGGTCGTGGGCGAGA
AGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGACTGGCTGAGCGACAGGCCCGAGGCCA
CCTTCCGGGCCAGGCTGGACCTCGGCATCCCCGGCGACGTGCCCAAGTACGACA
TCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAAGTACCACCATTACCAGCAGTGCGA
GGACCACGCCATCAAGCTGAGCATGCTGACCAAGAAGGCCTGCCTGCACCTGAA
CCCCGGAGGCACCTGCGTGAGCATCGGCTACGGCTACGCCGACAGGGCCAGCGA
GAGCATCATTGGCGCCATCGCCAGGCTGTTCAAGTTCAGCAGGGTGTGCAAACC
CAAGAGCAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTTCGTGTTCATCGGCTACGACCG
GAAGGCCAGGACCCACAACCCCTACAAGCTGAGCAGCACCCTGACAAACATCTA
CACCGGCAGCAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAGCTACCACGTGGTCAG
GGGCGATATCGCCACCGCCACCGAGGGCGTGATCATCAACGCTGCCAACAGCAA
GGGCCAGCCCGGAGGCGGAGTGTGCGGCGCCCTGTACAAGAAGTTCCCCGAGAG
CTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTGGGCAAGGCCAGGCTGGTGAAGGGCGCCGC
TAAGCACATCATCCACCGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAGGTGAGCGAGGTGGA
AGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTACGAGAGCATCGCCAAGATCGTGAACG
ACAATAACTACAAGAGCGTGGCCATCCCACTGCTCAGCG
GCAACAAGGACAGGCTGACCCAGAGCCTGAACCACCTGCTCACCGCCCTGGACA
CCACCGATGCCGACGTGCCATCTACTGCAGGGACAAGAAGTGGGAGATGACCC
TGAAGGAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAAGAGATCTGCATCAGCGAC
GACTCCAGCGTGACCGAGCCCGACGCCGAGCTGGTGAGGGTGCACCCCAAGAGC
TCCCTGGCCGGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGCAAGACCTTCAGCTAC
CTGGAGGGCACCAAGTTCCACCAGGCCGCTAAGGACATCGCCGAGATCAACGCT
ATTGGGCCGTGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGTGTGCATGTACATCCTGGGC
GAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCAAGTGCCCCGTGGAGGAAAGCGAGGCCAG
CACACCACCCAGCACCCTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTATGACACCCGAGAGG
GTGCAGCGGCTGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGATCACCGTTGGCAGTCCTTC
CCACTGCCCAAGTACAGGATCACCGGCGTGCAGAAGATCCAGTGCAGCCAGCCC
ATCCTGTTCAGCCCAAAGGTGCCCGCCTACATCCACCCCAGGAAGTACCTGGTGG
AGACCCCACCCGTGGACGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGAGCACC
GAGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGGACGAGACAAGGACCCG
GACCCCAGAGCCCATCATTATCGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCATCAGCCTGCT
GAGCGACGGCCCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCCGACATCCACGGCCC
ACCCAGCGTGTCCAGCTCCAGCTGGAGCATCCCACACGCCAGCGACTTCGACGT
GGACAGCCTGAGCATCCTGGACACCCTGGAGGGCGCCAGCGTGACCTCCGGCGC
CACCAGCGCCGAGACCAACAGCTACTTCGCCAAGAGCATGGAGTTCCTGGCCAG
GCCCGTGCCAGCTCCCAGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCCACCCAGCTCCCAG
GACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCAGGGCCTGCAGCAGGACCAGCCTGGT
GAGCACCCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAACTGGAGCCCT



GACACCCAGCAGGACCCCCAAGCAGGTCCGTGAGCAGGACTAGTCTGGTGTCCAA
CCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAATTCGAGGCCTTCGTGGC
CCAGCAACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACATCTTCAGCAGCGACACCGG
CCAGGGACACCTGCAGCAAAAGAGCGTGAGGCAGCCGTGCTGAGCGAGGTGG
TGCTGGAGAGGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCAGGCTGGACCAGGAGA
AGGAGGAACTGCTCAGGAAGAAACTGCAGCTGAACCCCACCCCAGCCAACAGG
AGCAGGTACCAGAGCAGGAAGGTGGAGAACATGAAGGCCATCACCGCCAGGCG
GATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACCTGAAGGCCGAGGGCAAGGTGGAGTGCTA
CAGGACCCTGCACCCCGTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGACAGGGCCTTCTCC
AGCCCCAAGGTGGCCGTGGAGGCCTGCAACGCTATGCTGAAGGAGAACTTCCCC
ACCGTGGCCAGCTACTGCATCATCCCCGAGTACGACGCCTACCTGGACATGGTGG
ACGGCGCCAGCTGCTGCCTGGACACCGCCAGCTTCTGCCCCGCCAAGCTGAGGA
GCTTCCCCAAGAAACACAGCTACCTGGAGCCCACCATCAGGAGCGCCGTGCCCA
GGCCATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGCCGCTGCCACCAAGAGGAACT
GCAACGTGACCCAGATGAGGGAGCTGCCCCGTGCTGGACAGCGCTGCCTTCAACG
TGGAGTGCTTCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTACTGGGAGACCTTCAAGG
AGAACCCCATCAGGCTGACCGAAGAGAACGTGGTGAACTACATCACCAAGCTGA
AGGGCCCCAAGGCCGCTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAACCTGAACATGCTGC
AGGACATCCCAATGGACAGGTTCGTGATGGACCTGAAGAGGGACGTGAAGGTGA
CACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGAGGCCCAAGGTGCAGGTGATCCAGGCC
GCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGTGCGGCATCCACAGGGAGCTGGTGAGG
CGGCTGAACGCCGTGCTGCTGCCCAACATCCACACCCTGTTCGACATGAGCGCCG
AGGACTTCGACGCCATCATCGCCGAGCACTTCCAGCCCGGCGACTGCGTGCTGG
AGACCGACATCGCCAGCTTCGACAAGAGCGAGGATGACGCTATGGCCCTGACCG
CTCTGATGATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGACGCCGAGCTGTCACCCTGATCGA
GGCTGCCTTCGGCGAGATCAGCTCCATCCACCTGCCCACCAAGACCAAGTTCAAG
TTCGGCGCTATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACCCTGTTCGTGAACACCGTGA
TCAACATTGTGATCGCCAGCAGGGTGCTGCGGGAGAGGCTGACCGGCAGCCCCT
GCGCTCTTCATCGGCGACGACAACATCGTGAAGGGCGTGAAAAGCGACAAGC
TGATGGCCGACAGGTGCGCCACCTGGCTGAACATGGAGGTGAAGATCATCGACG
CCGTGGTGGGCGAGAAGGCCCCCTACTTCTGCGGCGGATTCATCCTGTGCGACAG
CGTGACCGGCACCGCCTGCAGGGTGGCCGACCCCCTGAAGAGGCTGTTCAAGCT
GGGCAAGCCACTGGCCGCTGACGATGAGCACGACGATGACAGGCGGAGGGCCCT
GCACGAGGAAAGCACCAGGTGGAACAGGGTGGGGCATCCTGAGCGAGCTGTGCA
AGGCCGTGGAGAGCAGGTACGAGACCGTGGGCACCAGCATCATCGTGATGGCTA
TGACCACACTGGCCAGCTCCGTCAAGAGCTTCTCCTACCTGAGGGGGGCCCCTAT
AACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGGCCG
CCACCATGTTCGTCTTCCTGGTCCTGCTGCCTCTGGTCTCCTCACAGTGCGTCAAT
CTGACAACTCGGACTCAGCTGCCACCTGCTTATACTAATAGCTTCACCAGAGGGCG
TGTACTATCCTGACAAGGTGTTTAGAAGCTCCGTGCTGCACTCTACACACAGGATCT
GTTCTGCCATTCTTTAGCAACGTGACCTGGTTCCACGCCATCCACGTGAGCGGC
ACCAATGGCACAAAGCGGTTCGACAATCCCGTGCTGCCTTTTAACGATGGCGTGT
ATTOTCGCCTCTACCGAGAAGTCCAACATCATCAGAGGCTGGATCTTTGGCACCAC
ACTGGACTCCAAGACACAAGTCTCTGCTGATCGTGAACAATGCCACCAACGTGGTC



ATCAAGGTTGTGCGAGTTCCAGTTTTGTAATGATCCCTTCCTGGGCGTGTACTATC
ACAAGAACAATAAGAGCTGGATGGAGTCCGAGTTTAGAGTGTATTCTAGCGCCA
ACAACTGCACATTTGAGTACGTGAGCCAGCCTTTCCTGATGGACCTGGAGGGCA
ACGAGGGCAATTTCAAGAACCTGAGGGAGTTCGTGTTTAAGAATATCGACGGCT
ATTOCAAAATCTACTCTAAGCACACCCCCATCAACCTGGGTGCGCGACCTGCCTCA
GGGCTTCAGCGCCCTGGAGCCCCCTGGTGGATCTGCCTATCGGCATCAACATCACC
CGGTTTCAGACACTGCTGGCCCTGCACAGAAGCTACCTGACACCCGGCGACTCCT
CTAGCGGATGGACCGCCGGCGCTGCCGCCTACTATGTGGGCTACCTCCAGCCCCG
GACCTTCCTGCTGAAGTACAACGAGAATGGCACCATCACAGACGCAGTGGATTG
CGCCCTGGACCCCCTGAGCGAGACAAAGTGTACACTGAAGTCCTTTACCGTGGA
GAAGGGCATCTATCATCAGACATCCAATTTCAGGGTGCAGCCAACCGAGTCTATCGT
GCGCTTTCCTAATATCACAAACCTGTGCCCATTTGGCGAGGTGTTCAACGCAACC
CGCTTCGCCAGCGTGTACGCCTGGAATAGGAAGCGGATCAGCAACTGCGTGGCC
GACTATAGCGTGCTGTACAACTCCGCCTCTTTCAGCACCTTTAAGTGCTATGGCG
TGTCCCCCACAAAGCTGAATGACCTGTGCTTTACCAACGTCTACGCCGATTCTTT
CGTGATCAGGGGCGACGAGGTGCGCCAGATCGCCCCCGGCCAGACAGGCAAGAT
CGCAGACTACAATTATAAGCTGCCAGACGATTTCACCGGCTGCGTGATCGCCTGG
AACAGCAACAATCTGGATTCCAAAGTGGGCGGCAACTACAATTATCTGTACCGG
CTGTTTAGAAAGAGCAATCTGAAGCCCTTCGAGAGGGACATCTCTACAGAAATC
TACCAGGGCCGGCAGCACCCCTTGCAATGGCGTGGAGGGCTTTAACTGTTATTTCC
CACTCCAGTCCTACGGCTTCCAGCCCACAAACGGCGTGGGCTATCAGCCTTACCG
CGTGGTGGTGCTGAGCTTTGAGCTGCTGCACGCCCCAGCAACAGTGTGCGGCCCC
AAGAAGTCCACCAATCTGGTGAAGAACAAGTGCGGTGAACTTCAACTTCAACGGC
CTGACCGGCACAGGCGTGCTGACCGAGTCCAACAAGAAGTTCCTGCCATTTCAG
CAGTTCGGCAGGGACATCGCAGATACCACAGACGCCGTGCGCGACCCACAGACC
CTGGAGATCCTGGACATCACACCCTGCTCTTTCGGCGGCGTGAGCGTGATCACAC
CCGGCACCAATACAAGCAACCAGGTGGCCGTCGCTGTATCAGGACGTGAATTGTA
CCGAGGTGCCCGTGGCTATCCACGCCGATCAGCTGACCCCAACATGGCGGGTGT
ACAGCACCGGCTCCAACGTCTTCCAGACAAGAGCCGGATGCCTGATCGGAGCAG
AGCACGTGAACAATTCCTATGAGTGCGACATCCCAATCGGCGCCGGCATCTGTGC
CTCTTACCAGACCCAGACAAACTCTCCCAGACGGGCCCCGGAGCGTGGCCTCCCA
GTCTATCATCGCCTATACCATGTCCCTTGGGCGCCGAGAACAGCGTGGCCTACTCT
AACAATAGCATCGCCATCCCAACCAACTTCACAATCTCTGTGACCACAGAGATCC
TGCCCGTGTCCATGACCAAGACATCTGTGGACTGCACAATGTATATCTGTGGCGA
TTCTACCGAGTGCAGCAACCTGCTGCTCCAGTACGGCAGCTTTTGTACCCAGCTG
AATAGAGCCCTGACAGGCATCGCCGTGGAGCAGGATAAGAACACACAGGAGGT
GTTCGCCCAGGTGAAGCAAATCTACAAGACCCCCCCTATCAAGGGACTTTGGCGG
CTTCAATTTTTCCCAGATCCCTGCCTGATCCATCCAAGCCTTCTAAGCGGAGCTTTA
TCGAGGACCTGCTGTTCAACAAGTGACCCTGGCCGATGCCGGCTTCATCAAGCA
GTATGGCGATTGCCTGGGCGACATCGCAGCCAGGGACCTGATCTGCGCCCAGAA
GTTTAATGGCCTGACCGTGCTGCCACCCCTGCTGACAGATGAGATGATCGCACAG
TACACAAGCGCCCTGCTGGCCGGCACCATCATCATCCGGATGGACCTTCGGCGCA
GGAGCCGCCCTCCAGATCCCCTTTGCCATGCAGATGGCCTATAGGTTCAACGGCA
TCGGCGTGACCCAGAATGTGCTGTACGAGAACCAGAAGCTGATCGCCAATCAGT



TTAACTCCGCCATCGGCAAGATCCAGGACAGCTGTCCTCTACAGCCAGCGCCCT
GGGCAAGCTCCAGGATGTGGTGAATCAGAACGCCCCAGGCCCTGAATACCCTGGT
GAAGCAGCCTGAGCAGCAACTTCGGCGCCATCTCTAGCGTGCTGAATGACATCCT
GAGCCGGCTGGACAAGGTGGAGGCAGAGGTGCAGATCGACCGGCTGATCACCG
GCCGGCTCCAGAGCCTCCAGACCTATGTGACACAGCAGCTGATCAGGGCCGCCG
AGATCAGGGCCAGCGCCAATCTGGCAGCAACCAAGATGTCCGAGTGCGTGCTGG
GCCAGTCTAAGAGAGTGGACTTTTGTGGCAAGGGCTATCACCTGATGTCCTTCCC
TCAGTCTGCCCCACACGGCGTGTTTCTGCACGTGACCTACGTGCCCGCCCAG
GAGAAGAACTTCACCACAGCCCCTGCCATCTGCCACGATGGCAAGGCCCACTTTC
CAAGGGAGGGCGTGTTCGTGTCCAACGGCACCCACTGGTTTGTGACACAGCGCA
ATTCTACGAGCCCCAGATCATCACCACAGACAACACCTTCGTGAGCGGCAACTG
TGACGTGTCATCGGCATCGTGAACAATACCGTGTATGATCCACTCCAGCCCGAG
CTGGACAGCTTTAAGGAGGAGCTGGATAAGTATTTCAAGAATCACACCTCCCCTG
ACGTGGATCTGGGCGACATCAGCGGCATCAATGCCTCCGTGGTGAACATCCAGA
AGGAGATCGACCGCCTGAACGAGGTGGCTAAGAATCTGAACGAGAGCCTGATCG
ACCTCCAGGAGCTGGGCAAGTATGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCT
GGCTGGGCTTCATCGCCGGCCTGATCGCCATCGTGATGGTGACCATCATGCTGTG
CTGTATGACATCCTGCTGTTCTTGCCTGAAGGGCTGCTGTAGCTGTGGCTCCTGCT
GTAAGTTTGACGAGGATGACTCTGAACCTGTGCTGAAGGGCGGTGAAGCTGCATT
ACACCTAAACTCGAGTATGTTACGTGCAAAGGTGATTGTCACCCCCCGAAAGAC
CATATTGTGACACACCCTCAGTATCACGCCCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAA
AAACCGCGTGGACGTGGTTAACATCCCTGCTGGGAGGATCAGCCGTAATTATTAT
AATTGGCTTGGGTGCTGGCTACTATTGTGGCCATGTACGTGCTGACCAACCAGAAA
CATAATTGAATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGAT
TGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATT
TTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTCTAGAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA SEQ ID NO: 79
MEKVHVDIEEDSPFLRALQRSFPQFEVEAKQVTDNDHANARAFSHLASKLIETEVDP
SDTILDIGSAPARRMYSKHKYHCICPMRCAEDPDRLYKYATKLKKNCKEITDKELDK
KMKELAAVMSDPDLETETMCLHDDESCRYEGQVAVYQDVYAVDGPTSLYHQANK
GVRVAYWIGFDTTPFMFKNLAGAYPSYSTNWADETVLTARNIGLCSSDVMERSRRG
MSILRKKYLKPSNNVLFSVGSTIYHEKRDLLRSWHLPSVFHLRGKQNYTCRCETIVSC
DGYVVKRIAISPGLYGKPSGYAATMHREGFLCCKVITDTLNGERVSFPVCTYVPATLC
DQMTGILATDVSADDAQKLLVGLNQRIVVNGRTQRNTNTMKNYLLPVVAQAFARW
AKEYKEDQEDERPLGLRDRQLVMGCCWAFRRHKITSIYKRPDTQTIIKVNSDFHSFV
LPRIGSNTLEIGLRTRIRKMLEEHKEPSPLITAEDVQEAKCAADEAKEVREAEELRAA
LPPLAADVEEPTLEADVDLMLQEAGAGSVETPRGLIKVTSYDGEDKIGSYAVLSPQA
VLKSEKLSCIHPLAEQVIVITHSGRKGRYAVEPYHGKVVVPEGHAIPVQDFQALSESA
TIVIYNEREFVNRYLHHIATHGGALNTDEEYYKTVKPSEHDGEYLYDIDRKQCVKKEL
VIGLGLTGELVDPPFHEFAYESLRTRPAAPYQVPTIGVYGVPGSGKSGIIKSAVTKKD
LVVSAKKENCAEIIRDVKKMKGLDVNARTVDSVLLNGCKHPVETLYIDEAFACHAG
TLRALIAITRPKKAVLCGDPKQCGFFNMMCLKVHFENHEICTQVFHKSISRRCTKSVTS
VVSTLEYDKKMRTTNPKETKIVIDTTGSTKPKQDDLILTCFRGWVKQLQIDYKGNEI




MTAAASQGLTRKGVYAVRYKVNENPLYAPTSEHVNVLLTRTEDRIVWKTLAGDPW
IKTLTAKYPGNFTATIEEWQAEHDAIMRHILERPDPTDVFQNKANVCWAKALVPVL
KTAGIDMTTEQWNTVDYFETDKAHSAEIVLNQLCVRFFGLDLDSGLFSAPTVPLSIR
NNHWDNSPSPNMYGLNKEVVRQLSRRYPQLPRAVATGRVYDMNTGTLRNYDPRIN
LVPVNRRLPHALVLHHNEHPQSDFSSFVSKLKGRTVLVVGEKLSVPGKMVDWLSDR
TORBAFRARLDLGIPGDVPKYDIIFVNVRTPYKYHHYQQCEDHAIKLSMLTKKACLHL
NPGGTCVSIGYGYADRASESIIGAIARLFKFSRVCKPKSSLEETEVLFVFIGYDRKART
HNPYKLSSTLTNIYTGSRLHEAGCAPSYHVVRGDIATATEGVIINAANSKGQPGGGV
CGALYKKFPESFDLQPIEVGKARLVKGAAKHITHAVGPNFNKVSEVEGDKQLAEAYE
SIAKIVNDNNYKSVAIPLLSTGIFSGNKDRLTQSLNHLLTALDTTDADVAIYCRDKKW
EMTLKEAVARREAVEEICISDDSSVTEPDAELVRVHPKSSLAGRKGYSTSDGKTFSYL
EGTKFHQAAKDIAEINAMWPVATEANEQVCMYILGESMSSIRSKCPVEESEASTPPST
LPCLCIHAMTPERVQRLKASRPEQITVCSSFPLPKYRITGVQKIQCSQPILFSPKVPAYI
HPRKYLVETPPVDETPESAENQSTEGTPEQPPLITEDETRTRTPEPIIIEEEEEDSISLLS
DGPTHQVLQVEADIHGPPSVSSSSWSIPHASDFDVDSLSILDTLEGASVTSGATSAETN
SYFAKSMEFLARPVPAPRTVFRNPPHPAPRTRTPSLAPSRACSRTSLVSTPPGVNRVIT
REELEALTPSRTPSRSVSRTSLVSNPPGVNRVITREEFEAFVAQQQRRFDAGAYIFSSD
TGQGHLQQKSVRQTVLSEVVLERTELEISYAPRLDQEKEELLRKKLQLNPTPANRSR
YQSRKVENMKAITARRILQGLGHYLKAEGKVECYRTLHPVPLYSSSVNRAFSSPKVA
VEACNAMLKENFPTVASYCIIPEYDAYLDMVDGASCCLDTASFCPAKLRSFPKKHSY
LEPTIRSAVPSAIQNTLQNVLAAATKRNCNVTQMRELPVLDSAAFNVECFKKYACNN
EYWETFKENPIRLTEENVVNYITKLKGPKAAALFAKTHNLNMLQDIPMDRRFVMDLK
RDVKVTPGTKHTEERPKVQVIQAADPLATAYLCGIHRELVRRLNAVLLPNIHTLFDM
SAEDFDAITAEHFQPGDCVLETDIASFDKSEDDAMALTALMILEDLGVDAELLTLIEA
AFGEISSIHLPTKTKFKFGAMMKSGMFLTLFVNTVINVIASRVLRERLTGSPCAAFIG
DDNIVKGVKSDKLMADRCATWLNMEVKIIDAVVGEKAPYFCGGFILCDSVTGTACR
VADPLKRLFKLGKPLAADDEHDDDRRRALHEESTRWNRVGILSELCKAVESRYETV
GTSIIVMAMTTLASSVKSFSYLRGAPITLYG SEQ ID NO: 80
MPEKVHVDIEEDSPFLRALQRSFPQFEVEAKQVTDNDHANARAFSHLASKLIETEVD
PSDTILDIGSAPARRMYSKHKYHCICPMRCAEDPDRLYKYATKLKKNCKEITDKELD
KKMKELAAVMSDPDLETETMCLHDDESCRYEGQVAVYQDVYAVDGPTSLYHQAN
KGVRVAYWIGFDTTPFMFKNLAGAYPSYSTNWADETVLTARNIGLCSSDVMERSRR
GMSILRKKYLKPSNNVLFSVGSTIYHEKRDLLRSWHLPSVFHLRGKQNYTCRCETIVS
CDGYVVKRIAISPGLYGKPSGYAATMHREGFLCCKVTDTLNGERVSFPVCTYVPATL
CDQMTGILATDVSADDAQKLLVGLNQRIVVNGRTQRNTNTMKNYLLPVVAQAFAR
WAKEYKEDQEDERPLGLRDRQLVMGCCWAFRRHKITSIYKRPDTQTIIKVNSDFHSF
VLPRIGSNTLEIGLRTRIRKMLEEHKEPSPLITAEDVQEAKCAADEAKEVREAEELRA
ALPPLAADVEEPTLEADVDLMLQEAGAGSVETPRGLIKVTSYDGEDKIGSYAVLSPQ
AVLKSEKLSCIHPLAEQVIVITHSGRKGRYAVEPYHGKVVVPEGHAIPVQDFQALSES
ATIVYNEREFVNRYLHHIATHGGALNTDEEYYKTVKPSEHDGEYLYDIDRKQCVKK
ELVTGLGLTGELVDPPFHEFAYESLRTRPAAPYQVPTIGVYGVPGSGKSGIIKSAVTK
KDLVVSAKKENCAEIIRDVKKMKGLDVNARTVDSVLLNGCKHPVETLYIDEAFACH
AGTLRALIAIIRPKKAVLCGDPKQCGFFNMMCLKVHFNHEICTQVFHKSISRRCTKSV
TSVVSTLFYDKKMRTTNPKETKIVIDTTGSTKPKQDDLILTCFRGWVKQLQIDYKGN



EIMTAAASQGLTRKGVYAVRYKVNENPLYAPTSEHVNVLLTRTEDRIVWKTLAGDP
WIKTLTAKYPGNFTATIEEWQAEHDAIMRHILERPDPTDVFQNKANVCWAKALVPV
LKTAGIDMTTEQWNTVDYFETDKAHSAEIVLNQLCVRFFGLDLDSGLFSAPTVPLSIR
NNHWDNSPSPNMYGLNKEVVRQLSRRYPQLPRAVATGRVYDMNTGTLRNYDPRIN
LVPVNRRLPHALVLHHNEHPQSDFSSFVSKLKGRTVLVVGEKLSVPGKMVDWLSDR
TORBAFRARLDLGIPGDVPKYDIIFVNVRTPYKYHHYQQCEDHAIKLSMLTKKACLHL
NPGGTCVSIGYGYADRASESIIGAIARLFKFSRVCKPKSSLEETEVLFVFIGYDRKART
HNPYKLSSTLTNIYTGSRLHEAGCAPSYHVVRGDIATATEGVIINAANSKGQPGGGV
CGALYKKFPESFDLQPIEVGKARLVKGAAKHIIHAVGPNFNKVSEVEGDKQLAEAYE
SIAKIVNDNNYKSVAIPLLSTGIFSGNKDRLTQSLNHLLTALDTTDADVAIYCRDKKW
EMTLKEAVARREAVEEICISDDSSVTEPDAELVRVHPKSSLAGRKGYSTSDGKTFSYL
EGTKFHQAAKDIAEINAMWPVATEANEQVCMYILGESMSSIRSKCPVEESEASTPPST
LPCLCIHAMTPERVQRLKASRPEQITVCSSFPLPKYRITGVQKIQCSQPILFSPKVPAYI
HPRKYLVETPPVDETPESAENQSTEGTPEQPPLITEDETRTRTPEPIIIEEEEEDSISLLS
DGPTHQVLQVEADIHGPPSVSSSSWSIPHASDFDVDSLSILDTLEGASVTSGATSAETN
SYFAKSMEFLARPVPAPRTVFRNPPHPAPRTRTPSLAPSRACSRTSLVSTPPGVNRVIT
REELEALTPSRTPSRSVSRTSLVSNPPGVNRVITREEFEAFVAQQQRRFDAGAYIFSSD
TGQGHLQQKSVRQTVLSEVVLERTELEISYAPRLDQEKEELLRKKLQLNPTPANRSR
YQSRKVENMKAITARRILQGLGHYLKAEGKVECYRTLHPVPLYSSSVNRAFSSPKVA
VEACNAMLKENFPTVASYCIIPEYDAYLDMVDGASCCLDTASFCPAKLRSFPKKHSY
LEPTIRSAVPSAIQNTLQNVLAAATKRNCNVTQMRELPVLDSAAFNVECFKKYACNN
EYWETFKENPIRLTEENVVNYITKLKGPKAAALFAKTHNLNMLQDIPMDRRFVMDLK
RDVKVTPGTKHTEERPKVQVIQAADPLATAYLCGIHRELVRRLNAVLLPNIHTLFDM
SAEDFDAITAEHFQPGDCVLETDIASFDKSEDDAMALTALMILEDLGVDAELLTLIEA
AFGEISSIHLPTKTKFKFGAMMKSGMFLTLFVNTVINVIASRVLRERLTGSPCAAFIG
DDNIVKGVKSDKLMADRCATWLNMEVKIIDAVVGEKAPYFCGGFILCDSVTGTACR
VADPLKRLFKLGKPLAADDEHDDDRRRALHEESTRWNRVGILSELCKAVESRYETV
GTSIIVMAMTTLASSVKSFSYLRGAPITLYG SEQ ID NO: 81
MEKVHVDIEEDSPFLRALQRSFPQFEVEAKQVTDNDHANARAFSHLASKLIETEVDP
SDTILDIGSAPARRMYSKHKYHCICPMRCAEDPDRLYKYATKLKKNCKEITDKELDK
KMKELAAVMSDPDLETETMCLHDDESCRYEGQVAVYQDVYAVDGPTSLYHQANK
GVRVAYWIGFDTTPFMFKNLAGAYPSYSTNWADETVLTARNIGLCSSDVMERSRRG
MSILRKKYLKPSNNVLFSVGSTIYHEKRDLLRSWHLPSVFHLRGKQNYTCRCETIVSC
DGYVVKRIAISPGLYGKPSGYAATMHREGFLCCKVTDTLNGERVSFPVCTYVPATLC
DQMTGILATDVSADDAQKLLVGLNQRIVVNGRTQRNTNTMKNYLLPVVAQAFARW
AKEYKEDQEDERPLGLRDRQLVMGCCWAFRRHKITSIYKRPDTQTIIKVNSDFHSFV
LPRIGSNTLEIGLRTRIRKMLEEHKEPSPLITAEDIQEAKCAADEAKEVREAEELRAAL
PPLAADFEEPTLEADVDLMLQEAGAGSVETPRGLIKVTSYAGEDKIGSYAVLSPQAV
LKSEKLSCIHPLAEQVIVITHSGRKGRYAVEPYHGKVVVPEGHAIPVQDFQALSESAT
IVYNEREFVNRYLHHIATHGGALNTDEEYYKTVKPSEHDGEYLYDIDRKQCVKKEL
VIGLGLTGELVDPPFHEFAYESLRTRPAAPYQVPTIGVYGVPGSGKSGIIKSAVTKKD
LVVSAKKENCAEIIRDVKKMKGLDVNARTVDSVLLNGCKHPVETLYIDEAFACHAG
TLRALIAITRPKKAVLCGDPKQCGFFNMMCLKVHFENHEICTQVFHKSISRRCTKSVTS
VVSTLEYDKRMRTTNPKETKIVIDTTGSTKPKQDDLILTCFRGWVKQLQIDYKGNEI



MTAAASQGLTRKGVYAVRYKVNENPLYAPTSEHVNVLLTRTEDRIVWKTLAGDPW
IKILTAKYPGNFTATIEEWQAEHDAIMRHILERPDPTDVFQNKANVCWAKALVPVLK
TAGIDMTTEQWNTVDYFETDKAHSAEIVLNQLCVRFFGLDLDSGLFSAPTVPLSIRN
NHWDNSPSPNMYGLNKEVVRQLSRRYPQLPRAVATGRVYDMNTGTLRNYDPRINL
VPVNRRLPHALVLHHNEHPQSDFSSFVSKLKGRTVLVVGEKLSVPGKKVDWLSDQP
EATFRARLDLGIPGDVPKYDIVFINVRTPYKYHHYQQCEDHAIKLSMLTKKACLHLN
PGGTCVSIGYGYADRASESIIGAIARQFKFSRVCKPKSSHEETEVLFVFIGYDRKARTH
NPYKLSSTLTNIYTGSRLHEAGCAPSYHVVRGDIATATEGVIINAANSKGQPGGGVC
GALYKKFPESFDLQPIEVGKARLVKGAAKHIIHAVGPNFNKVSEVEGDKQLAEAYES
TAKIVNDNNYKSVAIPLLSTGIFSGNKDRLTQSLNHLLTALDTTDADVAIYCRDKKWE
MTLKEAVARREAVEEICISDDSSVTEPDAELVRVHPKSSLAGRKGYSTSDGKTFSYLE
GTKFHQAAKDIAEINAMWPVATEANEQVCMYILGESMSSIRSKCPVEESEASTPPSTL
PCLCIHAMTPERVQRLKASRPEQITVCSSFPLPKYRITGVQKIQCSQPILFSPKVPAYIH
PRKYLVETPPVEETPESPAENQSTEGTPEQPALVNVDATRTRMPEPIIIEEEEEDSISLL
SDGPTHQVLQVEADIHGSPSVSSSSWSIPHASDFDVDSLSILDTLDGASVTSGAVSAET
NSYFARSMEFRARPVPAPRTVFRNPPHPAPRTRTPPLAHSRASSRTSLVSTPPGVNRVI
ALBEROELEALTPSRAPSRSASRTSLVSNPPGVNRVITREEFEAFVAQQQ*RFDAGAYIFSS
DTGQGHLQQKSVRQTVLSEVVLERTELEISYAPRLDQEKEELLRKKLQLNPTPANRS
RYQSRRVENMKAITARRILQGLGHYLKAEGKVECYRTLHPVPLYSSSVNRAFSSPKV
AVEACNAMLKENFPTVASYCITIPEYDAYLDMVDGASCCLDTASFCPAKLRSFPKKHS
YLEPTIRSAVPSAIQNTLQNVLAAATKRNCNVTQMRELPVLDSAAFNVECFKKYACN
NEYWETFKENPIRLTEENVVNYITKLKGPKAAALFAKTHNLNMLQDIPMDRRFVMDL
KRDVKVTPGTKHTEERPKVQVIQAADPLATADLCGIHRELVRRLNAVLLPNIHTLFD
MSAEDFDAITAEHFQPGDCVLETDIASFDKSEDDAMALTALMILEDLGVDAELLTLIE
AAFGEISSIHLPTKTKFKFGAMMKSGMFLTLFVNTVINVIASRVLRERLTGSPCAAFI
GDDNIVKGVKSDKLMADRCATWLNMEVKIIDAVVGEKAPYFCGGFILCDSVTGTAC
RVADPLKRLFKLGKPLAVDDEHDDDRRRALHEESTRWNRVGILPELCKAVESRYET
VGTSIIVMAMTTLASSVKSFSYLRGAPITLYG* SEQ ID NO: 126
AGGAAACTTAAGTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAA
GCATTCTACTTCTATTGCAGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTT
TCTGAAAATTTTCACCATTTACGAACGATAGCCACCATGTTCGTCTTCCTGGTCCT
GCTGCCTCTGGTCTCCTCACAGTGCGTCAATCTGACAACTCGGACTCAGCTGCCA
CCTGCTTATACTAATAGCTTCACCAGAGGCGTGTACTATCCTGACAAGGTGTTTA
GAAGTCCGTGCTGCACTCTACACAGGATCTGTTTCTGCCATTCTTTAGCAACGT
GACCTGGTTCCACGCCATCCACGTGAGCGGCACCAATGGCACAAAGCGGTTCGA
CAATCCCGTGCTGCCTTTTAACGATGGCGTGTACTTCGCCTCTACCGAGAAGTCC
AACATCATCAGAGGCTGGATCTTTGGCACCACACTGGACTCCAAGACACAAGTCTC
TGCTGATCGTGAACAATGCCACCAACGTGGTCATCAAGGTGTGCGAGTTCCAGTT
TTGTAATGATCCCTTCCTGGGCGTGTACTATCACAAGAACAATAAGAGCTGGATG
GAGTCCGAGTTTAGAGTGTATTCTAGCGCCAACAACTGCACATTTGAGTACGTGA
GCCAGCCTTTCCTGATGGACCTGGAGGGCAAGCAGGGCAATTTCAAGAACCTGA
GGGAGGTTCGTGTTTAAGAATATCGACGGCTACTTCAAAATCTACTCTAAGCACAC
CCCCATCAACCTGGGTGCGCGACCTGCCTCAGGGCTTCAGCGCCCTGGAGCCCCTG
GTGGATCTGCCTATCGGCATCAACATCACCCGGTTTCAGACACTGCTGGCCCTGC



ACAGAAGCTACCTGACACCCGGCGACTCCTCTAGCGGATGGACCGCCGGCGCTG
CCGCCTACTATGTGGGCTACCTCCAGCCCCGGACCTTCCTGCTGAAGTACAACGA
GAATGGCACCATCACAGACGCAGTGGATTGCGCCCTGGACCCCCTGAGCGAGAC
AAAGTGTACACTGAAGTCCTTTACCGTGGAGAAGGGCATCTATCAGACATCCAA
TTTCAGGGTGCAGCCAACCGAGTCTATCGTGCGCTTTCCTAATATCACAAACCTG
TGCCCATTTGGCGAGGTGTTCAACGCAACCCGCTTCGCCAGCGTGTACGCCTGGA
ATAGGAAGCGGATCAGCAACTGCGTGGCCGACTATAGCGTGCTGTACAACTCCG
CCTCTTTCAGCACCTTTAAGTGCTATGGCGTGTCCCCCACAAAGCTGAATGACCT
GTGCTTTACCAACGTCTACGCCGATTCTTTCGTGATCAGGGGCGACGAGGTGCGC
CAGATCGCCCCCGGCCAGACAGGCAAGATCGCAGACTACAATTATAAGCTGCCA
GACGATTTCACCGGCTGCGTGATCGCCTGGAACAGCAACAATCTGGATTCCAAA
GTGGGCGGCAACTACAATTATCTGTACCGGCTGTTTAGAAAGAGCAATCTGAAG
CCCTTCGAGAGGGACATCTCTACAGAAATCTACCAGGGCCGGCAGCACCCCTTGC
AATGGCGGTGGAGGGCTTTAACTGTTATTTCCCACTCCAGTCCTACGGCTTCCAGC
CCACAAACGGCGTGGGCTATCAGCCTTACCGCTGGTGGTGCTGAGCTTTGAGCT
GCTGCACGCCCCAGCAACAGTGTGCGGCCCCAAGAAGTCCACCAATCTGGTGAA
GAACAAGTGCGTGAACTTCAACTTCAACGGCCTGACCGGCACAGGCGTGCTGAC
CGAGTCCAACAAGAAGTTCCTGCCATTTCAGCAGTTCGGCAGGGACATCGCAGA
TACCACAGACGCCGTGCGCGACCCACAGACCCTGGAGATCCTGGACATCACACC
CTGCTCTTTCGGCGGCGTGAGCGTGATCACACCCGGCACCAATACAAGCAACCA
GGTGGCCGTGCTGTATCAGGACGTGAATTGTACCGAGGTGCCCGTGGGCTATCCAC
GCCGATCAGCTGACCCCAACATGGCGGGTGTACAGCACCGGCTCCAACGTCTTCC
AGACAAGAGCCGGATGCCTGATCGGAGCAGAGCACGTGAACAATTCCTATGAGT
GCGACATCCCAATCGGCGCCGGCATCTGTGCCTCTTACCAGACCCAGACAAACTC
TCCCAGACGGGCCCGGAGCGTGGCCTCCCAGTCTATCATCGCCTATACCATGTCC
CTGGGCGCCGAGAACAGCGTGGCCTACTCTAACAATAGCATCGCCATCCCAACC
AACTTCACAATCTCTGTGACCACAGAGATCCTGCCCGTGTCCATGACCAAGACAT
CTGTGGACTGCACAAGTATATCTGTGGGATTCTACCGAGTGCAGCAACCTGCT
GCTCCAGTACGGCAGCTTTTGTACCCAGCTGAATAGAGCCCTGACAGGCATCGCC
GTGGAGCAGGATAAGAACACACAGGAGGTGTTCGCCCAGGTGAAGCAAATCTAC
AAGACCCCCCCTATCAAGGACTTTGGCGGCTTCAATTTTTCCCAGATCCTGCCTG
ATCCATCCAAGCAGCCTTCTAAGCGGAGCTTTATCGAGGACCTGCTGTTCAACAAGGT
GACCCTGGCCGATGCCGGCTTCATCAAGCAGTATGGCGATTGCCTGGGCGACATC
GCAGCCAGGGACCTGATCTGCGCCCAGAAGTTTAATGGCCTGACCGTGCTGCCA
CCCCTGCTGACAGATGAGATGATCGCACAGTACACAAGCGCCCTGCTGGCCGGC
ACCATCACATCAGATCCGGATGGACCTTCGGCGCAGGAGCCGCCCTCCAGATCCCCTTTG
CCATGCAGATGGCCTATAGGTTCAACGGCATCGGCGTGACCCAGAATGTGCTGT
ACGAGAACCAGAAGCTGATCGCCAATCAGTTTAACTCCGCCATCGGCAAGATCC
AGGACAGCCTGTCCTCTACAGCCAGCGCCCTGGCAAGCTCCAGGATGTGGTGA
ATCAGAACGCCCCAGGCCCTGAATACCCTGGTGAAGCAGCTGAGCAGCAACTTCG
GGCCATCTCTAGCGTGCTGAATGACATCCTGAGCCGGCTGGACAAGGTGGAGG
CAGAGGTGCAGATCGACCGGCTGATCACCGGCCGGCTCCAGAGCCTCCAGACCT
ATGTGACACAGCAGCTGATCAGGGCCGCCGAGATCAGGGCCAGCGCCAATCTGG
CAGCAACCAAGATGTCCGAGTGCGTGCTGGGCCAGTCTAAGAGAGTGGACTTTT



GTGGCAAGGGCTATCACCTGATGTCCTTCCCTCAGTCTGCCCCACACGGCGTGGT
GTTTCTGCACTGACCTACGTGCCCGCCCAGGAGAAGAACTTCACCACAGCCCCT
GCCATCTGCCACGATGGCAAGGCCCACTTTCCAAGGGAGGGCGTGTTCGTGTCCA
ACGGCACCCACTGGTTTGTGACACAGCGCAATTTCTACGAGCCCCAGATCATCAC
CACAGACAACACCTTCGTGAGCGGCAACTGTGACGTGGTCATCGGCATCGTGAA
CAATACCGTGTATGATCCACTCCAGCCCGAGCTGGACAGCTTTAAGGAGGAGCT
GGATAAGTATTTCAAGAATCACACCTCCCCTGACGTGGATCTGGGCGACATCAGC
GGCATCAATGCCTCCGTGGTGAACATCCAGAAGGAGATCGACCGCCTGAACGAG
GTGGCTAAGAATCTGAACGAGAGCCTGATCGACCTCCAGGAGCTGGGCAAGTAT
GAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTGGGCTTCATCGCCGGCCTGA
TCGCCATCGTGATGGTGACCATCATGCTGTGCTGTATGACATCCTGCTGTTCTTGC
CTGAAGGGCTGCTGTAGCTGTGGCTCCTGCTGTAAGTTTGACGAGGATGACTCTG
AACCTGTGCTGAAGGGCGTGAGCTGCATTACACCTAAACTCGAGCTAGTGACT
GACTAGGATCTGTTACCACTAAACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTC
TAAGCTACATAATACCAACTTACACTTACAAAATGTTGTCCCCCAAAATGTAGCC
ATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTTTCTTCACATTCTAGAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA SEQ ID NO: 82
AGGAAACTTAAGTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAA
GCATTCTACTTCTATTGCAGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTT
TCTGAAAATTTTCACCATTTACGAACGATAGCCACC SEQ ID NO: 83
ATTOGAGCTAGTGACTGACTAGGATCTGTTACCACTAAACCAGCCTCAAGAAC
ACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTACATAATACCAACTTACACTTACAAAATGTTGT
CCCCCAAAATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAAGTTTCTTCACA
TTCTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAASEQIDN.: 1
GAGGAAATTO AAGAUGGG SEQ ID N.: 2 GGAUGGG SEQ ID N.: 3 GGAUAGG SEQ ID N.: 4 GGAGAGG
SEQ ID NO: 58 GGGAUGGG SEQ ID NO: 59 GAGAGG SEQ ID NO: 60 BUFFALO SEQ ID NO: 61
GAGAUGGG SEQ ID NO: 62 BUFFALO SEQ ID NO: 63 BAA ... SEQ ID NO: 64 GAGAGG SEQ ID NO: 65
BUFFALO (Sequenza di RNA per un costrutto con due promotori subgenomici, Luc ed E3L) SEQ ID
NO: 127 atgggcggegeatgagagaagceccagaccaattacctacccaaaatggagaaagttcacgttgacatcgaggaagacageccatt
cctcagagctttgcageggagcttceegeagtttgaggtagaagecaageaggtcactgataatgaccatgetaatgecagagegtt
ttcgcatctggcttcaaaactgatcgaaacggaggtggacccatccgacacgatccttgacattggaagtgegeeegeecgeagaat
gtattctaagcacaagtatcattgtatctgtccgatgagatgtgcggaagatccggacagattgtataagtatgcaactaagetgaa
gaaaaagiregtaaggaaataagiregataaggaattggacaagaaaatgaaggagctggecgecgtcatgagegaccctgacctgga
aactgagactatgtgcctccacgacgacgagtcgtgtcgetacgaagggcaagtegetgtttaccaggatgtatacgcCGTCGAC
GGCCCCACCAGCCTGTACCACCAGGGCCAACAAGGGCGTGAGGGTGGCCTACTGGATCGGCTTCGAC
ACCACACCCTTCATGTTCAAGAACCTGGCCGGCGCCTACCCCAGCTACAGCACCAACTGGGCCGACG
AGACCGTGCTGACCGCCAGGAACATCGGCCTGTGCAGCAGCGACGTGATGGAGAGGAGCCGGAGA
GGCATGAGCATCCTGAGGAAGAAATACCTGAAGCCCAGCAACAACGTGCTGTTCAGCGTGGGGCAGC
ACCATCTACCACGAGAAGAGGGACCTGCTCAGGAGCTGGCACCTGCCCACGTGTTCCACCTGAGG
GGCAAGCAGAACTACACCTGCAGGTGCGAGACCATCGTGAGCTGCGACGGCTACGTGGTGAAGAG
GATCGCCATCAGCCCCGGCCTGTACGGCAAGCCCAGCGGCTACGCCGCTACAATGCACAGGGAGGG
CTTCCTGTGCTGCAAGGTGACCGACACCCTGAACGGCGAGAGGGTGAGCTTCCCCGTGTGCACCTA



CGTGCCCGCCACCCTGTGCGACCAGATGACCGGCATCCTGGCCACCGACGTGAGCGCCGACGACGC
CCAGAAGCTGCTCGTGGGCCTGAACCAGAGGATCGTGGTCAACGGCAGGACCCAGAGGAACACCA
ACACAATGAAGAACTACCTGCTGCCCGTGGTGGCCCAGGCTTTCGCCAGGTGGGCCAAGGAGTACA
AGGAGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCTGGGCCTGAGGGACAGGCAGCTGGTGATGGGCTGCTG
CTGGGCCTTCAGGCGGCACAAGATCACCAGCATCTACAAGAGGCCCGACACCCAGACCATCATCAA
GGTGAACAGCGACTTCCACAGCTTCGTGCTGCCCAGGATCGGCAGCAACACCCTGGAGATCGGCCT
GAGGACCCGGATCAGGAAGATGCTGGAGGAACACAAGGAGCCCAGCCCACTGATCACCGCCGAGG
ACGTGCAGGAGGCCAAGTGCGCTGCCGACGAGGCCAAGGAGGTGAGGGAGGCCGAGGAACTGAG
GGCCGCCCTGCCACCCCTGGCTGCCGACGTGGAGGAACCCACCCTGGAAGCCGACGTGGACCTGAT
GCTGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGTGGAGACACCCAGGGCCCTGATCAAGGTGACCAGCTACG
ACGGCGAGGACAAAGATCGGCAGCTACGCCGTGCTGAGCCCACAGGCCGTGCTGAAGTCCGAGAAG
CTGAGCTGCATCCACCCACTGGCCGAGCAGGTGATCGTGATCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAG
GTACGCCGTGGAGCCCTTACCACGGCAAGGTGGTCGTGCCCGAGGGCCACGCCATCCCCGTGCAGGA
CTTCCAGGCCCTGAGCGAGAGCGCCACCATCGTGTACAACGAGAGGGAGTTCGTGAACAGGTACCT
GCACCATATCGCCACCCACGGCGGAGCCCTGAACACCGACGAGGAATACTACAAGACCGTGAAGCC
CAGCGAGCACGACGGCGAGTACCTGTACGACATCGACAGGAAGCAGTGCGTGAAGAAAGAGCTGG
TGACCGGCCTGGGACTGACCGGCGAGCTGGTGGACCCACCCTTCCACGAGTTCGCCTACGAGAGCC
TGAGGACCAGACCCGCCGCTCCCTACCAGGTGCCCACCATCGGCGTGTACGGCGTGCCCGGCAGCG
GAAAGAGCGGCATCATCAAGAGCGCCGTGACCAAGAAAAGACCTGGTGGTCAGCGCCAAGAAAAGAG
AACTGCGCCGAGATCATCAGGGACGTGAAGAAGATGAAAGGCCTGGACGTGAACGCGCGCACCGT
GGACAGGTGCTGCTGAACGGCTGCAAGCACCCCGTGGAGACCCTGTACATCGACGAGGCCTTCGC
TTGCCACGCCGGCACCCTGAGGGCCCTGATCGCCATCATCAGGCCCAAGAAAGCCGTGCTGTGCGG
CGACCCCAAGCAGTGCGGCTTCTTCAACATGATGTGCCTGAAGGTGCACTTCAACCACGAGATCTGC
ACCCAGGTGTTCCACAAGAGCATCAGCAGGCGGTGCACCAAGAGCGTGACCAGCGTCGTGAGCACC
CTGTTCTACGACAAGAAAATGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAATCGTGATCGACACCACA
GGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCTGATCCTGACCTGCTTCAGGGGGCTGGGTGAAGCAGCTG
CAGATCGACTACAAGGGCAACGAGATCATGACCGCCGCTGCCAGCCAGGGCCTGACCAGGAAGGG
CGTGTACGCCGTGAGGTACAAGGTGAACGAGAACCCACTGTACGCTCCCACCAGCGAGCACGTGAA
CGTGCTGCTGACCAGGACCGAGGACAGGATCGTGTGGAAGACCCTGGCCGGCGACCCCTGATCA
AGACCCTGACCGCCAAGTACCCCGGCAACTTCACCGCCACCATCGAAGAGTGGCAGGCCGAGCACG
ACGCCATCATGAGGCACATCCTGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGTGTTCCAGAACAAGGCCAACG
TGTGTCTGGGCCAAGGCCCTGGTGCCCGTGCTGAAGACCGCCGGCATCGACATGACCACAGAGCAGT
GGAACACCGTGGACTACTTCGAGACCGACAAGGCCCACAGCGCCGAGATCGTGCTGAACCAGCTGT
GCGTGAGGTTCTTCGGCCTGGACCTGGACAGCGGCCTGTTCAGCGCCCCCACCGTGCCACTGAGCAT
CAGGAACAACCACTGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACATGTACGGCCTGAACAAGGAGGTGGTCA
GGCAGCTGAGCAGGCGGTACCCACACGCTGCCCAGGGCCGTGGCCACCGGCAGGGTGTACGACATG
AACACCGGCACCCTGAGGAACTACGACCCCAGGATCAACCTGGTGCCCGTGAACAGGCGGCTGCCC
CACGCCCTGGTGCTGCACCACAACGAGCACCCACAGAGCGACTTCAGCTCCTTCGTGAGCAAGCTGA
AAGGGCAGGACCGTGCTGGTCGTGGGCGAGAAGCTGAGCGTGCCCGGCAAGATGGTGGACTGGCTG
AGCGACAGGCCCGAGGCCACCTTCCGGGCCAGGCTGGACCTCGGCATCCCCGGCGACGTGCCCAAG
TACGACATCATCTTCGTGAACGTCAGGACCCCATACAAGTACCACCATTACCAGCAGTGCGAGGACC
ACGCCATCAAGCTGAGCATGCTGACCAAGAAGGCCTGCCTGCACCTGAACCCCGGAGGCACCTGCG
TGAGCATCGGCTACGGCTACGCCGACAGGGCCAGCGAGAGCATCATTGGCGCCATCGCCAGGCTGT
TCAAGTTCAGCAGGGTGTGCAAACCCAAGAGCAGCCTGGAGGAAACCGAGGTGCTGTCGTGTTCA



TCGGCTACGACCGGAAGGCCAGGACCCACAACCCCTACAAGCTGAGCAGCACCCTGACAAACATCT
ACACCGGCAGCAGGCTGCACGAGGCCGGCTGCGCCCCCAGCTACCACGTGGTCAGGGCGATATC
GCCACCGCCACCGAGGGCGTGATCATCAACCGCTGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGT
GTGCGGCGCCCTGTACAAGAAGTTCCCCGAGAGCTTCGACCTGCAGCCCATCGAGGTGGGCAAGGC
CAGGCTGGTGAAGGGCGCCGCTAAGCACATCATCCACGCCGTGGGCCCCAACTTCAACAAGGTGAG
CGAGGTGGAAGGCGACAAGCAGCTGGCCGAAGCCTACGAGAGCATCGCCAAGATCGGTGAACGACA
ATAACTACAAGAGCGTGGCCATCCCACTGCTCAGCCACCGGCATCTTCAGCGGCAACAAGGACAGGC
TGACCCAGAGCCTGAACCACCTGCTCACCGCCCTGGACACCACCGATGCCGACGTGCCATCTACTG
CAGGGACAAGAAGTGGGAGATGACCCTGAAGGAGGCCGTGGCCAGGCGGGAGGCCGTGGAAGAG
ATCTGCATCAGCGACGACTCCAGCGTGACCGAGCCCGACGCCGAGCTGGTGAGGGTGCACCCCAAG
AGCTCCCTGGCCGGCAGGAAGGGCTACAGCACCAGCGACGGCAAGACCTTCAGCTACCTGGAGGG
CACCAAGTTCCACCAGGCCGCTAAGGACATCGCCGAGATCAACGCTATGTGGCCCGGTGGCCACCGA
GGCCAACGAGCAGGTGTGCATGTACATCCTGGGCGAGAGCATGTCCAGCATCAGGAGCAAGTGCCC
CGTGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCACCCTGCCCTGCCTGTGCATCCACGCTATGAC
ACCCGAGAGGGTGCAGCGGCTGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGATCACCGTGGCAGTCCTTCCC
ACTGCCCAAGTACAGGATCACCGGCGTGCAGAAGATCCAGTGCAGCCAGCCCATCCTGTTCAGCCCA
AAGGTGCCCGCCTACATCCACCCCAGGAAGTACCTGGTGGAGACCCCACCCGTGGACGAGACACCC
GAGCCAAGCGCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCTGATCACCGAGGA
CGAGACAAGGACCCGGACCCCAGAGCCCATCATTATCGAGGAAGAGGAAGGAGGACAGCATCAGCC
TGCTGACGACGGCCCCACCCACCAGGTGCTGCAGGTGGAGGCCGACATCCACGGCCCACCCAGCG
TGTCCAGCTCCAGCTGGAGCATCCCACACGCCAGCGACTTCGACGTGGACAGCTGAGCATCCTGG
ACACCCTGGAGGGCGCCAGCGTGACCTCCGGCGCCACCAGCGCCGACCAACAGCTACTTCGCCA
AGAGCATGGAGTTCCTGGCCAGGGCCCGTGCCAGCTCCCAGGACCGTGTTCAGGAACCCACCCCACC
CAGCTCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCTGGCTCCCAGCAGGGCCTGCAGCAGGACCAGCCTGGTGA
GCACCCCACCCGGCGTGAACAGGGTGATCACCAGGGAGGAACTGGAGGCCCTGACACCCAGCAGG
ACCCCCAGCAGGTCCGTGAGCAGGACTAGTCTGTGTCCAACCCACCCGGCGTGAACAGGGTGGATC
ACCAGGGAGGAATTCGAGGCCTTCGTGGCCCAGCAACAGAGACGGTTCGACGCCGGCGCCTACATC
TTCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCTGCAGCAAAAGAGCGTGAGGCAGACCGTGCTGAGCGA
GGTGGTGCTGGAGAGGACCGAGCTGGAAATCAGCTACGCCCCCAGGCTGGACCAGGAGAAGGAG
GAACTGCTCAGGAAGAAACTGCAGCTGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGCAGGTACCAGAGCAG
GAAGGTGGAGAACATGAAGGCCATCACCGCCAGGCGGATCCTGCAGGGCCTGGGACACTACCTGA
AGGCCGAGGGCAAGGTGGAGTGCTACAGGACCCTGCACCCCGTGCCACTGTACAGCTCCAGCGTGA
ACAGGGCCTTCTCCAGCCCCAAGGTGGCCGTGGAGGCCTGCAACGCTATGCTGAAGGAGAACTTCC
CCACCGTGGCCAGCTACTGCATCATCCCCGAGTACGACGCCTACCTGGACATGGTGGACGGCGCCA
GCTGCTGCCTGGACACCGCCAGCTTCTGCCCCGCCAAGCTGAGGAGCTTCCCCAAGAAACACAGCTA
CCTGGAGCCCACCATCAGGAGCGCCGTGCCCAGCGCCATCCAGAACACCCTGCAGAACGTGCTGGC
CGCTGCCACCAAGAGGAACTGCAACGTGACCCAGATGAGGGAGCTGCCCGTGCTGGACAGCGCTG
CCTTCAACGTGGAGTGCTTCAAGAAATACGCCTGCAACAACGAGTACTGGGAGACCTTCAAGGAGA
ACCCCATCAGGCTGACCGAAGAGAACGTGGTGAACTACATCACCAAGCTGAAGGGCCCCAAGGCCG
CTGCCCTGTTCGCTAAGACCCACAACCTGAACATGCTGCAGGACATCCCAATGGACAGGTTCGTGAT
GGACCTGAAGAGGGACGTGAAGGTGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGGCCCAAGGTG
CAGGTGATCCAGGGCCGCTGACCCACTGGCCACCGCCTACCTGTGCGGCATCCACAGGGAGCTGGTG
AGGCGGCTGAACGCCGTGCTGCTGCCCAACATCCACACCCTGTTCGACATGAGCGCCGAGGACTTC
GACGCCATCATCGCCGAGCACTTCCAGCCCGGCGACTGCGTGCTGGAGACCGACATCGCCAGCTTC



GACAAGAGCGAGGATGACGCTATGGCCCTGACCGCTCTGATGATCCTGGAGGACCTGGGCGTGGA
CGCCGAGCTGCTCACCCTGATCGAGGCTGCCTTCGGCGAGATCAGCTCCATCCACCTGCCCACCAAG
ACCAAGTTCAAGTTCGGCGCTATGATGAAAAGCGGAATGTTCCTGACCCTGTTCGTGAACACCGTGA
TCAACATTGTGATCGCCAGCAGGGTGCTGCGGGAGAGGCTGACCGGCAGCCCCTGCGCTGCCTTCA
TCGGCGACGACAACATCGTGAAGGGCGTGAAAAGCGACAAGCTGATGGCCGACAGGTGCGCCACC
TGGCTGAACATGGAGGTGAAGATCATCGACGCCGTGGTGGGCGAGAAGGCCCCCTACTTCTGCGGC
GGATTCATCCTGTCGACAGCGTGACCGGCACCGCCTGCAGGGTGGCCGACCCCCTGAAGAGGCTG
TTCAAGCTGGGCAAGCCACTGGCCGCTGACGATGAGCACGACGATGACAGGCGGAGGGCCCTGCA
CGAGGAAAGCACCAGGTGGAACAGGGTGGGGCATCCTGAGCGAGCTGTGCAAGGCCGTGGAGAGC
AGGTACGAGACCGTGGGCACCAGCATCATCGTGATGGCTATGACCACACTGGCCAGCTCCGTCAAG
AGCTTCTCCTACCTGAGGGGCCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT
CTAgccaccATGagcaagatctacatcgacgageggagceaacgecgagatcgtgtgegaggecatcaagaccatcggeatega
gggegecaccgecgeccagetgaccaggeagetgaacatggagaagegggaggtgaacaaggecctgtacgacctgecagaggag
cgctatggtgtactccagegacgacatcecteeecggtggttcatgaccaccgaggeecgacaageccgacgeegacgetatggeeg
acgtgatcatcgacgacgtgagcagggagaagtccatgagggaggaccacaagagcettcgacgacgtgatceecgecaagaaga
tcatcgactggaagggcegecaaccccgtgaccgtgatcaacgagtactgeccagatcaccaggagggactggagettceggatega
gagcgtgggccccagcaacagecccaccttetacgectgegtggacategacggeagggtgttcgacaaggecgacggeaagage
aagcgggacgeccaagaacaacgecgecaagetggeegtggacaagcetgetgggetacgtgatcateeggttcTAAactegagceta
gtgactgactaggatctggttaccactaaaccagcctcaagaacacccgaatggagtctctaagctacataataccaacttacactt
acaaaatgttgtcccccaaaatgtagecattegtatctgetcctaataaaaagaaagtttcttcacattctagAGCTCCGTCAAG
AGCTTCTCCTACCTGAGGGGCCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT
CTAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCACTCGAAGAC
GGGACCGCCGGCGAGCAGCTGCACAAAGCCATGAAGCGCTACGCCCTGGTGCCCGGCACCATCGCC
TTTACCGACGCACATATCGAGGTGGACATTACCTACGCCGAGTACTTCGAGATGAGCGTTCGGCTGG
CAGAAGCTATGAAGCGCTATGGGCTGAATACAAACCATCGGATCGTGGTGTGCAGCGAGAATAGCT
TGCAGTTCTTCATGCCCGTGTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGCTGTGGCCCCAGCTAACGACAT
CTACAACGAGCGCGAGCTGCTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCCCACCGTCGTATTCGTGAGCAA
GAAAGGGCTGCAAAAGATCCTCAACGTGCAAAAGAAGCTACCGATCATACAAAAGATCATCATCAT
GGATAGCAAGACCGACTACCAGGGCTTCCAAAGCATGTACACCTTCGTGACTTCCCATTTGCCACCC
GGCTTCAACGAGTACGACTTCGTGCCCGAGAGCTTCGACCGGGACAAAACCATCGCCCTGATCATGA
ACAGTAGTGGCAGTACCGGATTGCCCAAGGGCGTAGCCCTACCGCACCGCACCGCTTGTGTCCGATT
CAGTCATGCCCGCGACCCCATCTTCGGCAACCAGATCATCCCCGACACCGCTATCCTCAGCGTGGTG
CCATTTCACCACGGCTTCGGCATGTTCACCACGCTGGGCTACTTGATCTGCGGCTTTCGGGTCGTGCT
CATGTACCGCTTCGAGGAGGAGCTATTCTTGCGCAGCTTGCAAGACTATAAGATTCAATCTGCCCTG
CTGGTGCCCACACTATTTAGCTTCTTCGCTAAGAGCACTCTCATCGACAAGTACGACCTAAGCAACTT
GCACGAGATCGCCAGCGGCGGGGCGCCGCTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGGCCGTGGCCAAACGC
TTCCACCTACCAGGCATCCGACAGGGCTACGGCCTGACAGAAACAACCAGCGCCATTCTGATCACCC
CCGAAGGGGACGACAAGCCTGGCGCAGTAGGCAAGGTGGTGCCCTTCTTCGAGGCTAAGGTGGTG
GACTTGGACACCGGTAAGACACTGGGTGTGAACCAGCGCGGCGAGCTGTGCGTCCGTGGCCCCATG
ATCATGAGCGGCTACGTTAACAACCCCGAGGCTACAAACGCTCTATCGACGACAAGGACGGCTGGCTG
CACAGCGGGCGACATCGCCTACTGGGACGAGGACGAGCACTTCTTCATCGTGGACCGGCTGAAGTCC
CTGATCAAATACAAGGGCTACCAGGTAGCCCCAGCCGAACTGGAGAGCATCCTGCTGCAACACCCC
AACATCTTCGACGCCGGGGTCGCCGGCCTGCCCGACGACGATGCCGGCGAGCTGCCCCGCCGCAGTC
GTCGTGCTGGAACACGGTAAAACCATGACCGAGAAGGAGATCGTGGACTATGTGGCCAGCCAGGTT



ACAACCGCCAAGAAGCTGCGCGGTGGTGTTGTTCGTGGACGAGGTGCCTAAAGGACTGACCGG
CAAGTTGGACGCCCGCAAGATCCGCGAGATTCTCATTAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGATCGCCGT
GTAACTCGAGTATGTTACGTGCAAAGGTGATTGTCACCCCCCGAAAGACCATATTGTGACACACCCT
CAGTATCACGCCCAAACATTTACAGCCGCGGTGTCAAAAACCGCGTGGACGTGGTTAACATCCCTGC
TGGGAGGATCAGCCGTAATTATTATAATTGGCTGGTGCTGGCTATTOATTGTGGCCATGTACGTGCT
GACCAACCAGAAACATAATTGAATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGA
TTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATAT
TTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATctagAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
(Sequenza di RNA per STARR Fluc IRES-E3L) SEQ ID NO: 128
AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGACCAAUUACCUACCCAAAAUGGAGAAA
GUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGAGCUUUGCAGCGGAG
CUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGGUCACUGAUAAUGACCAUGCUA
AUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGCUUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGA
CCCAUCCGACACGAUCCUUGACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUU
CUAAGCACAAGUAUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCCGGA
CAGAUUGUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGAGCGACC
CUGACCUGGAAACUGAGACUAUGUGCCUCCACGACGACGAGUCGUGUCGCUAC
GAAGGGCAAGUCCGCUGUUUACCAGGAUGUAUACGCCGUCGACGGCCCCACCAG
CCUGUACCACCAGGGCCAACAAGGGCGUGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCG
ACACCACACCCUUCAUGUUCAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGC
ACCAACUGGGCCGACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAG
CAGCGACGUGAUGGAGAGGCCGGAGAGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAAA
UACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACCAUCUACCA
CGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACCUGCCCAGCGUGUUCCACCCUGA
GGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGAGACCAUCGUGAGCUGCGACGGC
UACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUCAGCCCCGGCCUGUACGGCAAGCCCAGCGG
CUACGCCGCUACAAUGCACAGGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACA
CCCUGAACGGCGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGCCACC
CUGUGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACGACGC
CCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAACGGCAGGACCC
AGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUGCCCGUGGUGGCCCAGGCU
UUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGGAGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCU
GGGCCUGAGGGACAGGCAGCUGGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGG
ACAAGAUCACCAGCAUCUACAAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUG
AACAGCGACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUGGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAGGAGCCCA
GCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGUGCGCUGCCGACGAG
GCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAGGGCCGCCCUGCCACCCCUGGC
UGCCGACGUGGAGGAACCCACCCUGGAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGG
AGGCCGGCGCCGGAAGCGUGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGC
UACGACGGCGAGGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGU
GCUGAAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGAUCG




UGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCCCUACCACGGC
AAGGUGGUCGUGCCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUGCAGGACUUCCAGGCCCU
GAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACGAGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACC
UGCACCAUAUCGCCACCCACGGCGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUAC
AAGACCGUGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAG
GAAGCAGUGCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAG
CUGGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACCAGACC
CGCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCGUGCCCGGCAGCG
GAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAAGAAAGACCUGGUGGUCAGC
GCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUCAUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAG
GCCUGGACGUGAACGCGCGCACCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAG
CACCCCGUGGAGACCCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCAC
CCUGAGGGCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCACUUCAAC
CACGAGAUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGCAGGCGGUGCACCAA
GAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACCCUGUUCUACGACAAGAAAAUGAGGACCA
CCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGUGAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCC
AAGCAGGACGACCCUGAUCCUGACCUGCUUCAGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCA
GAUCGACUACAAGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCGAGCCAGGGCCUGA
CCAGGAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUGUAC
GCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCGAGGACAGAU
CGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAAGACCCUGACCGCCAAGU
ACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAAGAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCC
AUCAUGAGGCACAUCCUGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAA
GGCCAACGUGUGCUGGGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCA
UCGACAUGACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAG
GCCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUUCGGCCU
GGACCUGGACAGCGGCCCUGUUCAGCGCCCCCACCGUGCCACUGAGCAUCAGGA
ACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACAUGUACGGCCUGAACAAGGAG
GUGGUCAGGCAGCGUGAGCAGGCGGUACCCACAGCUGCCCCAGGGCCGUGGCCAC
CGGCAGGGUGUACGACAUGAACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGA
UCAACCUGGUGCCCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCAC
AACGAGCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGCAG
GACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGAUGGUGGAC
UGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAGGCUGCCACCUCGGCAU
CCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUCUUCGUGAACGUCAGGACCCCAU
ACAAGUACCACCAUUACCAGCAGUGCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUG
CUGACCAAGAAGGCCUGCCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAU
CGGCUACGGCUACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCA
GGCUGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGAAACC
GAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGGACCCACAACCC
CUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACACCGGCAGCAGGCUGCACG
AGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGUGGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCC
ACCGAGGGCGUGAUCAUCAACGCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGG



AGUGUGCGGCCCCCUGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCA
UCGAGGUGGGCAAGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACAAGCAGCU
GGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGACAAUAACUACAAGA
GCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUCUUCAGCGGCAACAAGGACAGG
CUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGCUCACCGCCCCUGGACACCACCGAUGCCGA
CGUGGCCAUCUACUGCAGGGACAAGAAGUGGGGAAUGACCCUGAAGGAGGCC
GUGGCCAGGCGGGAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGU
GACCGAGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGCCG
GCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUACCCUGGAGGGC
ACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGAUCAACGCUAUGUGGCC
CGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGCAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCA
UGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGCCCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCA
CCCAGCACCCUGCCCUGCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGAGGGUGCA
GCGGCUGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCAC
UGCCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGCCCAUC
CUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAAGUACCUGGUGGA
GACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGCACCG
AGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCUGAUCACCGAGGACGAGACAAGGACCCGG
ACCCCAGAGCCCAUCAUUAUCGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCU
GAGCGACGGCCCCACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCC
CACCCAGCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGAC
GUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUGACCUCCGG
CGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGAGCAUGGAGUUCCUGG
CCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUUCAGGAACCCACCCCACCCAGCUC
CCAGGACCAGGACCCCAAGCCUGGCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGC
CUGGUGAGCACCCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGA
GGCCCUGACACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGG
UGUCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCGAGGCC
UUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCCUACAUCUUCAGCAG
CGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGCGUGGAGGCACCGUGCUGA
GCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGCUGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUG
GACCAGGAGAAGGAGGAACUGCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCC
AGCCAACAGGAGCAGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUC
ACCGCCAGGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCCAGCGUGA
ACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCUGCAACGCUAUGCUG
AAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUGCAUCAUCCCCGAGUACGACGC
CUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCCAGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCU
GCCCCGCCAAGCUGAGGAGCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACC
AUCAGGAGCGCCGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGC
CGCUGCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUGCCCGUGC
UGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAUACGCCUGCAACAAC
GAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGGCUGACCGAAGAGAACGU



GGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCCCCAAGGCCGCUGCccuGUUCGCUA
AGACCCACAACCUGAACAUGCUGCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUG
GACCUGAAGAGGGACGUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGAG
GCCCAAGGUGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGU
GCGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUGCCCAAC
AUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACGCCAUCAUCGCCGA
GCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGACCGACAUCGCCAGCUUCGACA
AGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUGACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUG
GGCGUGGACGCCGAGCUGCUCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAG
CUCCAUCCACCUGCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAA
GCGGAAUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCGCC
AGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGCGCUGCCUUCAUCGG
CGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAGCUGAUGGCCGACAGG
UGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGAUCAUCGACGCCGUGGUGGGCGA
GAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGGAUUCAUCCUGUGCGGACAGCGUGACCGGCA
CCGCCUGCAGGGUGGCCGACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCA
CUGGCCGCUGACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGA
AAGCACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCCGUG
GAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGGCUAUGACCAC
ACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAGGGGCCCCUAUAACUC
UCUACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACAUAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCA
CCAUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACCCACUC
GAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAAGCGCUACGCCCU
GGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUACCGACGCACAUAUCGAGGUGGACAUUACCU
ACGCCGAGUACUUCGAGAUGAGCGUUCGGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUA
UGGGCUGAAUACAAACCAUCGGAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAG
UUCUUCAUGCCCGUGUUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCCCCAGC
UAACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCAUCAGCCAGC
CCACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAACGUGCAA
AAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAUGGAUAGCAAGACCGACU
ACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGACUUCCCAUUUGCCACCCGGC
UUCAACGAGUACGACUUCGUGCCCGAGAGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGC
CCUGAUGAACAGUAGUGGCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUAC
CGCACCGCACCGCUUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUUCGGC
AACCAGAUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCAUUUCACCACGG
CUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCUGCGGCUUUCGGGUCGUGC
UCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUAUUCUUGCGCAGCUUGCAAGACUAUAA
GAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAUUUAGCUUCUUCGCUAAGAGCA
CUCUCAUCGACAAGUACGACCUAAGCAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGG
GCGCCGCUCAGCAAGGAGGUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACGCUUCCACCUACC
AGGCAUCCGACAGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUCA
CCCCCGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCcuUcuucC
GAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAGACACUGGGUGUGAACCAGC
GCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCAUGAUCAUGAGCGGCUACGUUAACAAC



CCCGAGGCUACAAACGCUCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCACAGCGGCGA
CAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGU
CCCUGAUCAAAUACAAGGGCUACCAGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUC
CUGCUGCAACACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGA
CGAUGCCGGCGAGCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACACGGUAAAACCA
UGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGGCCAGCCAGGUUACAACCGCCCAAG
AAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCGUGGACGAGGUGCCUAAAGGACUGACG
GCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGAGAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGC
GGCAAGAUCGCCGUGUAACUCGAGCCGGAAACGCAAUAGCCGAAAAACAAAAA
ACAAAAAAAACAAAAAAAAAACCAAAAAAACAAAACACAUUAAAACAGCCUG
UGGGUUGAUCCCACCCACAGGCCCAUGGGCGCUAGCACUCUGGUAUCACGGU
ACCUUUGUGCGCCUGUUUAUAACCCCCUCCCCCAACUGUAACUUAGAAGUAAC
ACACACCGAUCAACAGUCAGCGUGGCACACCAGCCACGUUUUGAUCAAGCACU
UCUGUUACCCCGGACUGAGUAUCAAUAGACUGCUCACGCGGUUGAAGGAGAA
AGCGUUCGUUAUCCGGCCAACUACUUCGAAAAAACCUAGUAACACCGUGGAAGU
UGCAGAGUGUUUCGCUCAGCACUACCCCAGUGUAGAUCAGUCAGGAUGAGUCAC
CGCAUUCCCCACGGGCGACCGUGGCGGUGGCUGCGUUGGCGGCCUGCCCAUGG
GGAAACCCAUGGGACGCUCUAAUACAGACAUGGUGCGAAGAGUCUAUUGAGC
UAGUUGGUAGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAAUCCUAACUGCGGGAGCACA
CACCCUCAAGCCAGAGGGCAGUGUGUCGUAACGGGCAACUCUGCAGCGGAACC
GACUACUUUGGGGUGUCCGUGUUUCAUUUUAUUCCUAUACUGGCUGCUUAUGG
UGACAAUUGAGAGAUCGUUACCAUAUAGCUAUUGGAUUGGCCAUCCGGUGAC
UAAUAGAGCUAUUAUAUAUCCCUUUGUUGGGUUUAUACCACUUAGCUOGAAA
GAGGUUAAAACAUUACAAUUCAUUGUUAAGUUGAAUACAGCAAAAUGAGCAA
GAUCUACAUCGACGAGCGGAGCAACGCCGAGAUCGUGUGCGAGGCCAUCAAGA
CCAUCGGCAUCCGAGGGCGCCACCGCCGCCCAGCUGACCAGGCAGCUGAACAUG
GAGAAGCGGGAGGUGAACAAGGCCCUGUACGACCUGCAGAGGAGCGCUAUGG
UGUACUCCAGCGACGACAUCCCUCCCCGGUGGUUCAUGACCACCGAGGCCGAC
AAGCCCGACGCCGACGCUAUGGCCGACGUGAUCAUCGACGAGGAGGGA
GAAGUCCAUGAGGGAGGACCACAAGAGCUUCGACGACGUGAUCCCCGCCAAGA
AGAUCAUCGACUGGAAGGGCGCCAACCCCGUGACCGUGAUCAACGAGUACUGC
CAGAUCACCAGGAGGGACUGGAGCUUCCGGAUCGAGAGCGUGGGCCCCAGCAA
CAGGCCCCACCUUCUACGCCUGCGUGGACAUCGACGGCAGGGUGUUCGACAAGG
CCGACGGCAAGAGCAAGCGGGACGCCAAGAACAACGCCGCCAAGCUGGCCGUG
GACAAGCUGCUGGGCUACGUGAUCAUCCGGUUCUAAACGUAUGUUACGUGCA
AAGGUGAUUGUCACCCCCCGAAAGACCAUAUUGUGACACACCCUCAGUAUCAC
GCCCAAACAUUUACAGCCGCGGUGUCAAAAACCGCGUGGACGUGGUUAACAUC
CCUGCUGGGAGGAUCAGCCGUAAUUAUUAUAAUUGGCUUGGUGCUGGCUACU
AUUGUGGGCCAUGUACGUGCUGACCAACCAGAAACAUAAUUGAAUACAGCAGC
AAUUGGCAAGCUGCUUACAUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAA
UUUUUAUUUUAUUUUUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUAAUAU
UUCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (Sequenza di RNA per STARR Fluc IRES-E3L (3' UTR



corto)) SEQ ID NO: 129 AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGACCAAUUACCUACCCAAAAUGGAGAAA
GUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGAGCUUUGCAGCGGAG
CUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGGUCACUGAUAAUGACCAUGCUA
AUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGCUUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGA
CCCAUCCGACACGAUCCUUGACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUU
CUAAGCACAAGUAUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCCGGA
CAGAUUGUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGAGCGACC
CUGACCUGGAAACUGAGACUAUGUGCCUCCACGACGACGAGUCGUGUCGCUAC
GAAGGGCAAGUCCGCUGUUUACCAGGAUGUAUACGCCGUCGACGGCCCCACCAG
CCUGUACCACCAGGGCCAACAAGGGCGUGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCG
ACACCACACCCUUCAUGUUCAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGC
ACCAACUGGGCCGACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAG
CAGCGACGUGAUGGAGAGGCCGGAGAGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAAA
UACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACCAUCUACCA
CGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACCUGCCCAGCGUGUUCCACCCUGA
GGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGAGACCAUCGUGAGCUGCGACGGC
UACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUCAGCCCCGGCCUGUACGGCAAGCCCAGCGG
CUACGCCGCUACAAUGCACAGGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACA
CCCUGAACGGCGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGLCACC
CUGUGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACGACGC
CCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAACGGCAGGACCC
AGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUGCCCGUGGUGGCCCAGGCU
UUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGGAGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCU
GGGCCUGAGGGACAGGCAGCUGGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGG
ACAAGAUCACCAGCAUCUACAAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUG
AACAGCGACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUGGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAGGAGCCCA
GCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGUGCGCUGCCGACGAG
GCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAGGGCCGCCCUGLACCCCUGGL
UGCCGACGUGGAGGAACCCACCCUGGAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGG
AGGCCGGCGCCGGAAGCGUGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGC
UACGACGGCGAGGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGU
GCUGAAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGAUCG
UGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCCCUACCACGGC
AAGGUGGUCGUGCCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUGCAGGACUUCCAGGCCCU
GAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACGAGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACC
UGCACCAUAUCGCCACCCACGGCGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUAC
AAGACCGUGAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAG
GAAGCAGUGCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAG
CUGGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACCAGACC
CGCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCGUGCCCGGCAGCG
GAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAAGAAAGACCUGGUGGUCAGC
GCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUCAUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAG



GCCUGGACGUGAACGCGCGCACCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAG
CACCCCGUGGAGACCCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCAC
CCUGAGGGCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCACUUCAAC
CACGAGAUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGCAGGCGGUGCACCAA
GAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACCCUGUUCUACGACAAGAAAAUGAGGACCA
CCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGUGAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCC
AAGCAGGACGACCCUGAUCCUGACCUGCUUCAGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCA
GAUCGACUACAAGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCGAGCCAGGGCCUGA
CCAGGAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUGUAC
GCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCGAGGACAGAU
CGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAAGACCCUGACCGCCAAGU
ACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAAGAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCC
AUCAUGAGGCACAUCCUGGAGAGGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAA
GGCCAACGUGUGCUGGGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCA
UCGACAUGACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAG
GCCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUUCGGCCU
GGACCUGGACAGCGGCCCUGUUCAGCGCCCCCACCGUGCCACUGAGCAUCAGGA
ACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACAUGUACGGCCUGAACAAGGAG
GUGGUCAGGCAGCGUGAGCAGGCGGUACCCACAGCUGCCCCAGGGCCGUGGCCAC
CGGCAGGGUGUACGACAUGAACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGA
UCAACCUGGUGCCCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCAC
AACGAGCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGCAG
GACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGAUGGUGGAC
UGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAGGCUGCCACCUCGGCAU
CCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUCUUCGUGAACGUCAGGACCCCAU
ACAAGUACCACCAUUACCAGCAGUGCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUG
CUGACCAAGAAGGCCUGCCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAU
CGGCUACGGCUACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCA
GGCUGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGAAACC
GAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGGACCCACAACCC
CUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACACCGGCAGCAGGCUGCACG
AGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGUGGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCLC
ACCGAGGGCGUGAUCAUCAACGCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGG
AGUGUGCGGCCCCCUGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCA
UCGAGGUGGGCAAGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACAAGCAGCU
GGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGACAAUAACUACAAGA
GCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUCUUCAGCGGCAACAAGGACAGG
CUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGCUCACCGCCCCUGGACACCACCGAUGCCGA
CGUGGCCAUCUACUGCAGGGACAAGAAGUGGGGAAUGACCCUGAAGGAGGCC
GUGGCCAGGCGGGAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGU
GACCGAGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGCCG
GCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUACCCUGGAGGGC



ACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGAUCAACGCUAUGUGGCC
CGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGCAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCA
UGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGCCCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCA
CCCAGCACCCUGCCCUGCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGAGGGUGCA
GCGGCUGAAGGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCAC
UGCCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGCCCAUC
CUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAAGUACCUGGUGGA
GACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGCGCCGAGAACCAGCACCG
AGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCUGAUCACCGAGGACGAGACAAGGACCCGG
ACCCCAGAGCCCAUCAUUAUCGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCU
GAGCGACGGCCCCACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCC
CACCCAGCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGAC
GUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUGACCUCCGG
CGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGAGCAUGGAGUUCCUGG
CCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUUCAGGAACCCACCCCACCCAGCUC
CCAGGACCAGGACCCCAAGCCUGGCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGC
CUGGUGAGCACCCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGA
GGCCCUGACACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGG
UGUCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCGAGGCC
UUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCCUACAUCUUCAGCAG
CGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGCGUGGAGGCACCGUGCUGA
GCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGCUGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUG
GACCAGGAGAAGGAGGAACUGCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCC
AGCCAACAGGAGCAGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUC
ACCGCCAGGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCCAGCGUGA
ACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCUGCAACGCUAUGCUG
AAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUGCAUCAUCCCCGAGUACGACGC
CUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCCAGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCU
GCCCCGCCAAGCUGAGGAGCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACC
AUCAGGAGCGCCGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGC
CGCUGCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUGCCCGUGC
UGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAUACGCCUGCAACAAC
GAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGGCUGACCGAAGAGAACGU
GGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCCCCAAGGCCGCUGCCCuGUUCGCUA
AGACCCACAACCUGAACAUGCUGCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUG
GACCUGAAGAGGGACGUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGAG
GCCCAAGGUGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGU
GCGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUGCCCAAC
AUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACGCCAUCAUCGCCGA
GCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGACCGACAUCGCCAGCUUCGACA
AGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUGACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUG
GGCGUGGACGCCGAGCUGCUCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAG
CUCCAUCCACCUGCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAA



GCGGAAUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCGCC
AGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGCGCUGCCUUCAUCGG
CGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAGCUGAUGGCCGACAGG
UGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGAUCAUCGACGCCGUGGUGGGCGA
GAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGGAUUCAUCCUGUGCGGACAGCGUGACCGGCA
CCGCCUGCAGGGUGGCCGACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCA
CUGGCCGCUGACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGA
AAGCACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCCGUG
GAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGGCUAUGACCAC
ACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAGGGGCCCCUAUAACUC
UCUACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACAUAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCA
CCAUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACCCACUC
GAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAAGCGCUACGCCCU
GGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUACCGACGCACAUAUCGAGGUGGACAUUACCU
ACGCCGAGUACUUCGAGAUGAGCGUUCGGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUA
UGGGCUGAAUACAAACCAUCGGAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAG
UUCUUCAUGCCCGUGUUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCCCCAGC
UAACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCAUCAGCCAGC
CCACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAACGUGCAA
AAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAUGGAUAGCAAGACCGACU
ACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGACUUCCCAUUUGCCACCCGGC
UUCAACGAGUACGACUUCGUGCCCGAGAGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGC
CCUGAUGAACAGUAGUGGCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUAC
CGCACCGCACCGCUUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUUCGGC
AACCAGAUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCAUUUCACCACGG
CUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCUGCGGCUUUCGGGUCGUGC
UCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUAUUCUUGCGCAGCUUGCAAGACUAUAA
GAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAUUUAGCUUCUUCGCUAAGAGCA
CUCUCAUCGACAAGUACGACCUAAGCAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGGGG
GCGCCGCUCAGCAAGGAGGUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACGCUUCCACCUACC
AGGCAUCCGACAGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUCA
CCCCCGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCCUuUcCUUC
GAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAGACACUGGGUGUGAACCAGC
GCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCAUGAUCAUGAGCGGCUACGUUAACAAC
CCCGAGGCUACAAACGCUCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCACAGCGGCGA
CAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGU
CCCUGAUCAAAUACAAGGGCUACCAGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUC
CUGCUGCAACACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGA
CGAUGCCGGCGAGCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACACGGUAAAACCA
UGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGGCCAGCCAGGUUACAACCGCCCAAG
AAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCGUGGACGAGGUGCCUAAAGGACUGACG
GCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGAGAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGC
GGCAAGAUCGCCGUGUAACUCGAGCCGGAAACGCAAUAGCCGAAAAACAAAAA
ACAAAAAAAACAAAAAAAAAACCAAAAAAACAAAACACAUUAAAACAGCCUG



UGGGUUGAUCCCACCCACAGGCCCAUGGGCGCUAGCACUCUGGUAUCACGGU
ACCUUUGUGCGCCUGUUUAUAACCCCCUCCCCCAACUGUAACUUAGAAGUAAC
ACACACCGAUCAACAGUCAGCGUGGCACACCAGCCACGUUUUGAUCAAGCACU
UCUGUUACCCCGGACUGAGUAUCAAUAGACUGCUCACGCGGUUGAAGGAGAA
AGCGUUCGUUAUCCGGCCAACUACUUCGAAAAAACCUAGUAACACCGUGGAAGU
UGCAGAGUGUUUCGCUCAGCACUACCCCAGUGUAGAUCAGUCAGGAUGAGUCAC
CGCAUUCCCCACGGGCGACCGUGGCGGUGGCUGCGUUGGCGGCCUGCCCAUGG
GGAAACCCAUGGGACGCUCUAAUACAGACAUGGUGCGAAGAGUCUAUUGAGC
UAGUUGGUAGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAAUCCUAACUGCGGGAGCACA
CACCCUCAAGCCAGAGGGCAGUGUGUCGUAACGGGCAACUCUGCAGCGGAACC
GACUACUUUGGGGUGUCCGUGUUUCAUUUUAUUCCUAUACUGGCUGCUUAUGG
UGACAAUUGAGAGAUCGUUACCAUAUAGCUAUUGGAUUGGCCAUCCGGUGAC
UAAUAGAGCUAUUAUAUAUCCCUUUGUUGGGUUUAUACCACUUAGCUOGAAA
GAGGUUAAAACAUUACAAUUCAUUGUUAAGUUGAAUACAGCAAAAUGAGCAA
GAUCUACAUCGACGAGCGGAGCAACGCCGAGAUCGUGUGCGAGGCCAUCAAGA
CCAUCGGCAUCCGAGGGCGCCACCGCCGCCCAGCUGACCAGGCAGCUGAACAUG
GAGAAGCGGGAGGUGAACAAGGCCCUGUACGACCUGCAGAGGAGCGCUAUGG
UGUACUCCAGCGACGACAUCCCUCCCCGGUGGUUCAUGACCACCGAGGCCGAC
AAGCCCGACGCCGACGCUAUGGCCGACGUGAUCAUCGACGAGGAGGGA
GAAGUCCAUGAGGGAGGACCACAAGAGCUUCGACGACGUGAUCCCCGCCAAGA
AGAUCAUCGACUGGAAGGGCGCCAACCCCGUGACCGUGAUCAACGAGUACUGC
CAGAUCACCAGGAGGGACUGGAGCUUCCGGAUCGAGAGCGUGGGCCCCAGCAA
CAGGCCCCACCUUCUACGCCUGCGUGGACAUCGACGGCAGGGUGUUCGACAAGG
CCGACGGCAAGAGCAAGCGGGACGCCAAGAACAACGCCGCCAAGCUGGCCGUG
GACAAGCUGCUGGGCUACGUGAUCAUCCGGGUUCUAAACAAUUGGCAAGCUGCU
UACAUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAAUUUUUAUUUUAUUU
UUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUAAUAUUUCAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAA

TABELLA 8 Numero ID SEQ Descrizione SEQ ID NO: 72 nsP1-4 ORF, codone-ottimizzato SEQ ID NO:
73 5" UTR SEQ ID NO: 74 5' UTR SEQ ID NO: 75 5' UTR SEQ ID NO: 76 3' UTR SEQ ID NO: 121
Glicoproteina spike SARS-CoV-2 (non codone) acido nucleico ottimizzato) SEQ ID NO: 122
Glicoproteina spike della SARS-CoV-2 (codone- acido nucleico ottimizzato) SEQ ID NO: 123
Glicoproteina spike del SARS-CoV-2 (proteina di tipo selvaggio) SEQ ID NO: 77 Regione intergenica
tra nsP1-4 ORF e proteina antigenica ORF SEQ ID NO: 78 Sequenza del replicone comprendente SEQ
ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 76 e SEQ ID NO: 77 SEQ ID NO: 124 Sequenza del replicone
comprendente SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 121 e SEQ ID NO: 77 SEQ ID
NO: 125 Sequenza del replicone comprendente SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 76, SEQ
ID NO: 122 e SEQ ID NO: 77 (ARCT-021; noto anche come “RNA STARR™ SARS-CoV-2) SEQ ID NO: 79
Sequenza proteica nsP1-4 SEQ ID NO: 80 Sequenza proteica nsP1-4 SEQ ID NO: 81 Sequenza



proteica nsP1-4 SEQ ID NO: 126 mRNA che codifica la glicoproteina SARS-CoV-2 SEQ ID NO: 82 5’
UTR (VET) SEQ ID NO: 83 3' UTR (Xbg)

Esempio 10

Questo esempio descrive la caratterizzazione della tecnologia autoreplicante (STARR™) utilizzando
I'espressione del transgene luciferasi della lucciola.

Le trascrizioni in vitro sono state formulate con nanoparticelle lipidiche (LNP) a una
concentrazione di 0,1 mg/ml e iniettate per via intramuscolare in entrambe le zampe di topi
BALB/C femmina (n=3) a una dose di 5 ug per zampa. L'espressione della luciferasi di lucciola
(FLuc) é stata misurata da IVIS Lumina LT Series III (PerkinElmer) somministrando 100 ul di 1,5 mg
di Xenolight D-luciferina (PerkinElmer) in PBS tramite iniezione intraperitoneale “10 min prima
della misurazione. Sono stati ottenuti sei punti dati per gruppo di topi a ciascun punto temporale
(FIGURE 18 A- 18 D).

L'espressione della luciferasi di lucciola (FLuc) e stata monitorata da STARR™ Fluc, SINV FLuc e
mRNA FLuc fino al giorno 28 tramite In Vivo Imaging System (IVIS). Sono stati osservati livelli e
durate migliorate dell'espressione del transgene da STARR™. L'espressione da STARR™ Fluc ha
raggiunto il picco tra il giorno 3 e il giorno 7 ed € diminuita fino al giorno 22. L'espressione di Fluc
da SINV FLuc ha raggiunto il picco anche il giorno 10, tuttavia, l'espressione é stata ridotta a una
velocita significativamente piu rapida rispetto a STARR™ FLuc. Inoltre, 'espressione al giorno 3 é
stata significativamente inferiore a STARR™ FLuc. L'espressione di FLuc dal backbone mRNA
convenzionale é stata piu alta al giorno 1, il momento piu precoce in questo studio, ed & diminuita a
una velocita leggermente piu rapida rispetto a quella di STARR™-Fluc (FIGURA 18 UN).FIGURA 18B
mostra che a 14 giorni dalla somministrazione, 1'espressione di FLuc da STARR™ FLuc era
superiore rispetto agli altri gruppi di circa due ordini di grandezza.FIGURA 18 Ddimostra che
I'effetto del backbone STARR™ é rimasto minimo per tutto il periodo sperimentale (fino al giorno
28), mentre la precedente somministrazione del backbone del replicone SINV ha determinato una
riduzione dell'espressione del transgene FLuc di circa 2 ordini di grandezza.

Successivamente é stato costruito un substrato per il vaccino contro il cancro, TA STARR™, con la
struttura portante STARR™ che codifica l'epitopo AH1A5 da gp70, una glicoproteina dell'involucro
del virus endogeno della leucemia murina. AH1 (SPSYVYHQF) (SEQ ID NO:110) é un antigene
ristretto a H-2Ld di gp70423-431, che € espresso in cellule tumorali come la linea cellulare del
cancro colorettale CT26, ma non espresso nella maggior parte dei tessuti normali. AH1-A5 & una
sequenza mutata con SPSYAYHQF (SEQ ID NO:111) (la mutazione sottolineata) con affinita
migliorata per il recettore delle cellule T (Slansky, et al., 2000, Immunity 13: 529-538). Il frame di
lettura aperto dell'RNA subgenomico TA STARR™ contiene una cassetta con un peptide segnale
dall'antigene HLA di classe I, sequenza gp70 contenente I'epitopo AH1A5, I'epitopo ovalbumina
(OVA323-339) e il segnale di traffico MHC di classe I (Kreiter, et al. 2008, ] Immunol 180: 309-318).
Tre topi BALB/c femmine sono stati iniettati per via intramuscolare con 10 ug di trascrizioni
STARR™ formulate da LNP, STARR™ FLuc o TA STARR™, il giorno 0 e il giorno 7. Il giorno 16, le
milze sono state raccolte e gli splenociti sono stati isolati. Gli splenociti (2,5%x105 cellule) sono stati



incubati con o senza AH1AS5 (SPSYAYHQF) (SEQ ID NO:111), peptide beta-gal (TPHPARIGL) (SEQ ID
NO: 112) a 1 ug/ml e 1x Concanavalin A (Life Technologies). ELISpot che rileva IFN-gamma murino
(ImmunoSpot) e stato eseguito secondo le istruzioni del produttore. Come si pud vedere inFIGURA
19, TA STARR™ ha suscitato risposte IFN-gamma specifiche per l'antigene.

Topi BALB/c, femmine di 10 settimane, sono stati impiantati sottocutaneamente nel fianco destro
con 5x105 cellule di cellule CT26 in PBS. Un giorno dopo, RNA STARR™ formulato con LNP é stato
iniettato per via intramuscolare nella gamba sinistra a una dose di 10 ug in 100 ul. Ai topi é stata
somministrata un'altra dose di richiamo I'ottavo giorno con la stessa dose. Per un gruppo con
trattamento combinato di anti-PD1 di topo (RMP1-14, BioXCell) e anti-PDL1 di topo (10F.9G2,
BioXcell), I'inibitore del checkpoint combinato (100 ug ciascuno) € stato somministrato tramite
iniezione intraperitoneale nel quadrante destro due volte alla settimana per due settimane a
partire dal giorno 3. Per un gruppo con trattamento di anti-CTLA4 di topo (9H10, BioxCell), 200 ug
dell'inibitore del checkpoint sono stati somministrati nello stesso modo ma a partire dal giorno 7.
Cinque topi del gruppo con trattamento combinato di vaccino TA STARR™ e inibitori del checkpoint
sono rimasti esenti da tumore al giorno 25 e sono stati ulteriormente sottoposti a impianto
sottocutaneo di CT26 (5x105 cellule) nel fianco destro dove il sito di impianto era leggermente al di
sopra del primo sito di impianto. I topi naive sono stati utilizzati come gruppo di controllo. La
crescita del tumore e stata monitorata per altri 17 giorni (ossia fino al giorno 42 dal primo impianto
di CT26) prima dell'eutanasia.FIGURE 20 A- 20 Fillustra la ridotta crescita del tumore risultante
dalla vaccinazione TA STARR™ eFIGURA 21mostra una protezione prolungata risultante dal
trattamento con il vaccino TA STARR™ in combinazione con inibitori dei checkpoint.

Gli splenociti del gruppo di trattamento combinato con TA STARR™ e anti-PD1/PDL1 sono stati
raccolti per la colorazione del tetramero con il peptide AH1. Gli splenociti del gruppo di controllo
con il tampone di formulazione LNP con lo stesso schema di dosaggio sono stati utilizzati come
controllo negativo. Gli splenociti (2x106 cellule) sono stati incubati con AH1 (H-2Ld)-tetramero
(MBL) seguito da anticorpi marcati con fluorescenza appropriati (Alexa Fluor 488 anti-CD8a (53-
6,7), Pacific Orange anti-CD4 (RM4-5) e Pacific Blue anti-topo CD3e (145-2C11), eBioscience) e DRAQ7
(Invitrogen) seguendo le raccomandazioni del produttore e gli eventi 500K sono stati analizzati da
ZES5 Cell Analyzer (Bio-Rad). I risultati sono mostrati inFIGURE 22 A- 22 C.

TABELLA 9 Sequenza nucleotidica ORF del transgene RNA Marcia Indietro # osso Transgene
Sequenza 2809 STELLARE™ Fluttuare
AUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACC (SEGUENTE
CACUCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAAID
GCGCUACGCCCUGGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUACCGACGCACAU N.: 84)
AUCGAGGUGGACAUUACCUACGCCGAGUACUUCGAGAUGAGCGUUC
GGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUAUGGGCUGAAUACAAACCAUCG
GAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAGUUCUUCAUGCCCGUG
UUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCCCCAGCUAACGACA
UCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCAUCAGCCAGCC
CACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAAC
GUGCAAAAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAUCAUGGAUA
GCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGAC



UUCCCAUUUGCCACCCGGCUUCAACGAGUACGACUUCGUGCCCGAG
AGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGCCCUGAUCAUGAACAGUAGUG
GCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUACCGCACCGCACCGC
UUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUUCGGCAACCAG
AUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCAUUUCACCACG
GCUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCUGCGGCUUUCG
GGUCGUGCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGCUAUUCUUGCGCAGC
UUGCAAGACUAUAAGAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAU
UUAGCUAGCUAAGACUACGUCUUCGCUAAGACUCUCUAAGCAUCGACAAGUACGACCUAAG
CAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGGGCGCCGCUCAGCAAGGAG
GUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACCGCUUCCACCUACCAGGCAUCCAG
AGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUCACCCC
CGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCCUUC
UUCGAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAGACACUGGGUG
UGAACCAGCGCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCCAUGAUCAUGAG
CGGCUACGUUAACAACCCCGAGGCUACAAACGCCUCUCAUCGACAAG
GACGGCUGGCUGCACAGCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACG
AGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGUCCCUGAUCAAAAUACAA
GGGCUACCAGGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUCCUGCUGCAA
CACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGACG
AUGCCGGCGAGCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACACGGUAA
AACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGGCCAGCCAGGUU
ACAACCGCCAAGAAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCGUGGACGAGG
UGCCUAAAGGACUGACCGGCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGA
GAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUGUAA 2842 Sinv. Fluttuare
AUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACC (SEGUENTE replicone
CACUCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAAID
GCGCUACGCCCUGGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUACCGACGCACAU N.: 85)
AUCGAGGUGGACAUUACCUACGCCGAGUACUUCGAGAUGAGCGUUC
GGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUAUGGGCUGAAUACAAACCAUCG
GAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAGUUCUUCAUGCCCGUG
UUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCCCCAGCUAACGACA
UCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCAUCAGCCAGCC
CACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAAC
GUGCAAAAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAUCAUGGAUA
GCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGAC
UUCCCAUUUGCCACCCGGCUUCAACGAGUACGACUUCGUGCCCGAG
AGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGCCCUGAUCAUGAACAGUAGUG
GCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUACCGCACCGCACCGC
UUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUUCGGCAACCAG
AUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCAUUUCACCACG
GCUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCUGCGGCUUUCG
GGUCGUGCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGCUAUUCUUGCGCAGC
UUGCAAGACUAUAAGAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAU



UUAGCUAGCUAAGACUACGUCUUCGCUAAGACUCUCUAAGCAUCGACAAGUACGACCUAAG
CAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGGGCGCCGCUCAGCAAGGAG
GUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACCGCUUCCACCUACCAGGCAUCCAG
AGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUCACCCC
CGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCCUUC
UUCGAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAGACACUGGGUG
UGAACCAGCGCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCCAUGAUCAUGAG
CGGCUACGUUAACAACCCCGAGGCUACAAACGCCUCUCAUCGACAAG
GACGGCUGGCUGCACAGCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACG
AGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGUCCCUGAUCAAAAUACAA
GGGCUACCAGGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUCCUGCUGCAA
CACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGACG
AUGCCGGCGAGCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACACGGUAA
AACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGGCCAGCCAGGUU
ACAACCGCCAAGAAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCGUGGACGAGG
UGCCUAAAGGACUGACCGGCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGA
GAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUGUAA 1782 mRNA Fluttuare
AUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACC (SEGUENTE (TEV-
CACUCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAA ID (XbG)
GCGCUACGCCCUGGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUACCGACGCACAU N.: 86)
AUCGAGGUGGACAUUACCUACGCCGAGUACUUCGAGAUGAGCGUUC
GGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUAUGGGCUGAAUACAAACCAUCG
GAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAGUUCUUCAUGCCCGUG
UUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCCCCAGCUAACGACA
UCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCAUCAGCCAGCC
CACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAAC
GUGCAAAAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAUCAUGGAUA
GCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGAC
UUCCCAUUUGCCACCCGGCUUCAACGAGUACGACUUCGUGCCCGAG
AGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGCCCUGAUCAUGAACAGUAGUG
GCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUACCGCACCGCACCGC
UUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUUCGGCAACCAG
AUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCAUUUCACCACG
GCUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCUGCGGCUUUCG
GGUCGUGCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGCUAUUCUUGCGCAGC
UUGCAAGACUAUAAGAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAU
UUAGCUAGCUAAGACUACGUCUUCGCUAAGACUCUCUAAGCAUCGACAAGUACGACCUAAG
CAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGGGCGCCGCUCAGCAAGGAG
GUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACCGCUUCCACCUACCAGGCAUCCAG
AGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUCACCCC
CGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCCUUC
UUCGAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAGACACUGGGUG
UGAACCAGCGCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCCAUGAUCAUGAG
CGGCUACGUUAACAACCCCGAGGCUACAAACGCCUCUCAUCGACAAG



GACGGCUGGCUGCACAGCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACG
AGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGUCCCUGAUCAAAAUACAA
GGGCUACCAGGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUCCUGCUGCAA
CACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGACG
AUGCCGGCGAGCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACACGGUAA
AACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGGCCAGCCAGGUU
ACAACCGCCAAGAAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCGUGGACGAGG
UGCCUAAAGGACUGACCGGCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGA
GAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUGUAA 2847 STELLARE™ I1 KRAS
AUGAAGUUGGGUGGUUGUGGGGGCCGGGGGUGUUGGCAAAAGCGCCC (SEGUENTE epitopo wt
UUACAAUUUGA ID N.: 87) 2862 Sinv. Vuoto
AUGGAUCCUAGACGCUACGCCCCAAUGAUCCGACCAGCAAAACUCG (SEGUENTE replicone
AUGUACUUCCGAGGAACUGA ID N.: 88) 3060 STELLARE™ Segnale
AUGAGAGUGACAGCCCCUAGAACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAG (SEGUENTE peptide-
CUGUUGCUCUGACAGAGACAUGGGCUGGAUCUCUGAGCGAGGUGACID gp70 con
CGGCCAGGGCCUGUGCAUCGGCGCCGUGCCCAAGACCCACCAGGUG N.: 89) AH1A5-
CUGUGCAACACCACCCAGAAGACCAGCGACGGCAGCUACUACCUGG MITD
CCGCUCCCACCGGCACCACCUGGGCCUGCAGCACCGGCCUGACCEC
UUGCAUCAGCACCACCAUCCUGAACCUGACCACCGACUACUGCGUG
CUGGUGGAGCUGUGGCCCAGGGUGACCUACCACAGCCCCAGCUACG
CCUACCACCAGUUCGAGAGGAGGGCCAAGUACAAGAGGGAGCCCGU
GAGCCUGACCCUGGCCCUGCUGCUGGGCGGCCUGACAAUGGGCGGC
AUCGCCGCCGGCGUGGGCACCGGCACCACCGCCCUGGUGGLLACEC
AGCAGUUCCAGCAGCUGCAGGCCGCCAUGCACGACGACCUGAAGGA
GGUGGAGAAGUCCAUCACCAACCUGGAGAAGUCCCUGACCAGCCUG
AGCGAGGUGGUGCUGCAGAACAGGAGGGGCCUGGACCUGCuGUucCC
UGAAGGAGGGCGGCCUGUGCGCCGCCCCUGAAGGAGGAGUGCUGCCU
GUACGCCGACCACACCGGCCUGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGGC
CUGGCCGUCCUCGCCGUGGUGGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCUG
UUAUGUGCAGAAGAAAGUCAUCCGGCGGAAAGGGAGGCUCCUACUC
UCAGGCUGCUUCUGCUACAGUGCCUAGAGCUCUUAUGUGUUUAUCU CAGCUGUAA 3061 STELLARE™
Segnale AUGAGAGUGACAGCCCCUAGAACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAG (SEGUENTE peptide-
CUGUUGCUCUGACAGAGACAUGGGCUGGAUCUUACCACAGCCCCAG ID AH1A5 OVA-
CUACGCCUACCACCAGUUCGAGAGGGGGGGGAGGAGGCUCCGGGGGA N.: 90) MITD
GGAGGCUCCCUGAAGAUCAGCCAGGCCGUGCACGCCGCCCACGCCG
AGAUCAACGAGGCCGGCCGGAGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGG
CCUGGCCGUCCUCGCCGUGGUGGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCU
GUUAUGUGCAGAAGAAAGUCAUCCGGCGGAAAGGGAGGCUCCUACU
CUCAGGCUGCUUCUGCUACAGUGCCUAGAGCUCUAUGUGUUUAUC UCAGCUGUAA 3076 STELLARE™
Segnale AUGAGAGUGACAGCCCCUAGAACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAG (SEGUENTE peptide-
CUGUUGCUCUGACAGAGACAUGGGCUGGAUCUCUGAGCGAGGUGACID gp70 con
CGGCCAGGGCCUGUGCAUCGGCGCCGUGCCCAAGACCCACCAGGUG N.: 91) AH1A5-
CUGUGCAACACCACCCAGAAGACCAGCGACGGCAGCUACUACCUGG MITD-BANDIERA
CCGCUCCCACCGGCACCACCUGGGCCUGCAGCACCGGCCUGACCCC



UUGCAUCAGCACCACCAUCCUGAACCUGACCACCGACUACUGCGUG
CUGGUGGAGCUGUGGCCCAGGGUGACCUACCACAGCCCCAGCUACG
CCUACCACCAGUUCGAGAGGAGGGCCAAGUACAAGAGGGAGCCCGU
GAGCCUGACCCUGGCCCUGCUGCUGGGCGGCCUGACAAUGGGCGGC
AUCGCCGCCGGCGUGGGCACCGGCACCACCGCCCUGGUGGCCACCC
AGCAGUUCCAGCAGCUGCAGGCCGCCAUGCACGACGACCUGAAGGA
GGUGGAGAAGUCCAUCACCAACCUGGAGAAGUCCCUGACCAGCCUG
AGCGAGGUGGUGCUGCAGAACAGGAGGGGCCUGGACCUGCUGUUCC
UGAAGGAGGGCGGCCUGUGCGCCGCCCCUGAAGGAGGAGUGCUGCCU
GUACGCCGACCACACCGGCCUGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGGC
CUGGCCGUCCUCGCCGUGGUGGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCUG
UUAUGUGCAGAAGAAAGUCAUCCGGCGGAAAGGGAGGCUCCUACUC
UCAGGCUGCUUCUGCUACAGUGCCUAGAGCUCUUAUGUGUUUAUCU
CAGCUGGGCGGCGGAGGCAGCGACUACAAGGACGACGAUGACAAGU AAA 3068 STELLARE Segnale
AUGAGAGUGACAGCCCCUAGAACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAG (SEGUENTE peptide-
CUGUUGCUCUGACAGAGACAUGGGCUGGAUCUUACCACAGCCCCAG ID AH1A5 OVA-
CUACGCCUACCACCAGUUCGAGAGGGGGGGGAGGAGGCUCCGGGGGA N.: 92) MITD-BANDIERA
GGAGGCUCCCUGAAGAUCAGCCAGGCCGUGCACGCCGCCCACGCCG
AGAUCAACGAGGCCGGCCGGAGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGG
CCUGGCCGUCCUCGCCGUGGUGGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCU
GUUAUGUGCAGAAGAAAGUCAUCCGGCGGAAAGGGAGGCUCCUACU
CUCAGGCUGCUUCUGCUACAGUGCCUAGAGCUCUAUGUGUUUAUC
UCAGCUGGGCGGCGGAGGCAGCGACUACAAGGACGACGAUGACAAG SAU Sequenza di amminoacidi
ORF del transgene Marcia transgene # descrizione Sequenza 2809, Fluttuare
MEDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAH 2842,
IEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPV 1782
LGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILN (SEGUENTE
VOQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPE ID
SFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQ N.: 93)
IIPDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRS
LQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKE
VGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPF
FEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDK
DGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQ
HPNIFDAGVAGLPDDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQV
TTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIAV* 2847 I1 KRAS NESSUNA RICHIESTA*
(SEGUENTE epitopo wt ID N.: 94) 2862 Vuoto MDPRRYAPMIRPAKLDVLPRN* (SEGUENTE ID N.: 95)
3060 Segnale MRVTAPRTLLLLWGAVALTETWAGSLSEVTGQGLCIGAVPKTHQV (SEGUENTE peptide-
LCNTTQKTSDGSYYLAAPTGTTWACSTGLTPCISTTILNLTTDYCV ID gp70 con
LVELWPRVTYHSPSYAYHQFERRAKYKREPVSLTLALLLGGLTMGG N.: 96) AH1A5-
IAAGVGTGTTALVATQQFQQLQAAMHDDLKEVEKSITNLEKSLTSL MITD
SEVVLQNRRGLDLLFLKEGGLCAALKEECCLYADHTGLVIVGIVAG
LAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGSYSQAASATVPRALMCLS QL* 3061 Segnale
MRVTAPRTLLLLWGAVALTETWAGSYHSPSYAYHQFERGGGGSGG (SEGUENTE peptide-



GGSLKISQAVHAAHAEINEAGREVIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAA ID AH1A5 OVA-
VMCRRKSSGGKGGSYSQAASATVPRALMCLSQL* N.: 97) MITD 3076 Segnale
MRVTAPRTLLLLWGAVALTETWAGSLSEVTGQGLCIGAVPKTHQV (SEGUENTE peptide-
LCNTTQKTSDGSYYLAAPTGTTWACSTGLTPCISTTILNLTTDYCV ID gp70 con
LVELWPRVTYHSPSYAYHQFERRAKYKREPVSLTLALLLGGLTMGG N.: 98) AH1A5-
IAAGVGTGTTALVATQQFQQLQAAMHDDLKEVEKSITNLEKSLTSL MITD-BANDIERA
SEVVLQNRRGLDLLFLKEGGLCAALKEECCLYADHTGLVIVGIVAG
LAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGSYSQAASATVPRALMCLS QLGGGGSDYKDDDDK™* 3068
Segnale MRVTAPRTLLLLWGAVALTETWAGSYHSPSYAYHQFERGGGGSGG (SEGUENTE peptide-
GGSLKISQAVHAAHAEINEAGREVIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAA Numero: 99) AH1A5 OVA-
VMCRRKSSGGKGGSYSQAASATVPRALMCLSQLGGGGSDYKDDDDK MITD-BANDIERA * sequenza
intera di RNA Marcia breve # nome Sequenza 2809 STELLARE™ 2809
AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGAACCAAUUACCUACCCAAAAU (SEGUENTE Fluttuare
GGAGAAAGUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGA ID
GCUUUGCAGCGGAGCUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGG N.: 100)
UCACUGAUAAUGACCAUGCUAAUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGC
UUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGACCCAUCCGACACGAUCCUU
GACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUUCUAAGCACAAGU
AUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCGGACAGAUU
GUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGA
GCGACCCUGACCUGGAAACUGAGACUAUUGGCCUCCACGACGACGA
GUCGUGUCGCUACGAAGGGCAAGUCGCUGUUUACCAGGAUGUAUAC
GCCGUCGACGGCCCCACCAGCCUGUACCACCAGGCCAACAAGGGCG
UGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCGACACCACACCCUUCAUGUU
CAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGCACCAACUGGGCC
GACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAGCAGCG
ACGUGAUGGAGAGGAGCCGGAGGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAA
AUACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACC
AUCUACCACGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACCUGCCCA
GCGUGUUCCACCCUGAGGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGA
GACCAUCGUGAGCUGCGACGGCUACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUC
AGCCCCGGCCUGUACGCAAGCCCAGCGGCUACGCCGCUACAAUGC
ACAGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACACCCUGAACGG
CGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGCCACCCUG
UGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACG
ACGCCCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAA
CGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUG
CCCGUGGUGGCCCAGGCUUUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGG
AGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCUGGGCCUGAGGGACAGGCAGCU
GGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGGCACAAGAUCACCAGC
AUCUACAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUGAACAGCG
ACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUCGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAG



GAGCCCAGCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGU
GCGCUGCCGACGAGGCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAG
GGCCGCCCUGCCACCCCUGGCUGCCGACGUGGAACCCACCCUG
GAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCG
UGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGCUACGACGGCGA
GGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGUGCUG
AAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGA
UCGUGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCC
CUACCACGGCAAGGUGGUCGUGCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUG
CAGGACUUCCAGGCCCUGAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACG
AGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACCUGCACCAUAUCGCCACCCACGG
CGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUACAAGACCGUGAAGCCC
AGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAGGAAGCAGU
GCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAGCU
GGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACC
AGACCCGCCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCG
UGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAA
GAAAGACCUGGUGGUCAGCGCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUC
AUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAGGCCUGGACGUGAACGCGCGCA
CCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAGCACCCCGUGGAGAC
CCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCACCCUGAGG
GCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCA
CUUCAACCACGAGAUCUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGC
AGGCGGUGCACCAAGAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACccuGUuUcCu
ACGACAAGAAAAUGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGU
GAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCUGAUC
CUGACCUGCUUCAGGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCAGAUCGACUACA
AGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCCAGCCAGGGCCUGACCAG
GAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUG
UACGCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCG
AGGACAGGAUCGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAA
GACCCUGACCGCCAAGUACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAA
GAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCCAUCAUGGAGGCAAUCCUGGAGA
GGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAAGGCCAACGUGUGCUG
GGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCAUCGACAUG
ACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAGG
CCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUU
CGGCCUGGACCUGGACAGCGGCCUGUUCAGCGCCCCCACCGUGLcA
CUGAGCAUCAGGAACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACA
UGUACGGCCUGAACAAGGAGGUGGUCAGGCAGCUGAGCAGGCGGUA
CCCACAGCUGCCCAGGGCCGUGGCCACCGGCAGGGUGUACGACAUG
AACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGAUCAACCUGGUGC
CCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCACAACGA



GCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGC
AGGACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGA
UGGUGGACUGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAG
GCUGGACCUCGGCAUCCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUC
UUCGUGAACGUCAGGACCCCAUACAAGUACCACCCAUUACCAGCAGU
GCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUGCUGACCAAGAAGGCCUG
CCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAUCGGCUACGGC
UACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCAGGC
UGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGA
AACCGAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGG
ACCCACAACCCCUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACA
CCGGCAGGCUGCACGAGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGU
GGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCCACCGAGGGCGUGAUCAUCAAC
GCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGUGUGCGGLGLCC
UGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCAUCGAGGU
GGGCAAGGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACA
AGCAGCUGGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGA
CAAUAACUACAAGAGCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUC
UUCAGCGGCAACAAGGACAGGCUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGC
UCACCGCCCUGGACACCACCGAUGCCGACGUGGCCAUCUACUGCAG
GGACAAGAAGUGGGAGAUGACCCUGAAGGAGGCCGUGGCCAGGCGG
GAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGUGACCG
AGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGC
CGGCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUAC
CUGGAGGGGCACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGA
UCAACGCUAUGUGGCCCGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGUG
CAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCAUGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGC
CCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCAcCccuGcecu
GCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGGGUGCAGCGGCUGAA
GGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCACUG
CCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGC
CCAUCCUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAA
GUACCUGGUGGAGACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGC
GCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACCCCuGA
UCACCGAGGACGAGACAAGGAACCCGGACCCCAGAGCCCAUCAUUAU
CGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCUGACGACGGCCCC
ACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCCCACCCA
GCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGA
CGUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUG
ACCUCCGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGA
GCAUGGAGUUCCUGGCCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUU
CAGGAACCCACCCCACCCAGCUCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCUG
GCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGCCUGGUGAGCACCCCAC



CCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGAGGCCCUGAC
ACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGGUG
UCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCG
AGGCCUUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCuA
CAUCUUCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGC
GUGAGGCAGACCGUGCUGAGCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGC
UGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUGGACCAGGAGAAGGAGGAACU
GCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGC
AGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUCACCGCCA
GGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCC
AGCGUGAACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCU
GCAACGCUAUGCUGAAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUG
CAUCAUCCCCGAGUACGACGCCUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCC
AGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCUGCCCCGCCAAGCUGAGGA
GCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACCAUCAGGAGCGC
CGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGCCGCU
GCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUUGCCCG
UGCUGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAAUACGC
CUGCAACAACGAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGG
CUGACCGAAGAGAACGUGGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCC
CCAAGGCCGCUGCCCUGUUCGCUAAGACCCACAACCUGAACAUGCU
GCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUGGACCUGAAGAGGGAC
GUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGGCCCAAGG
UGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGUG
CGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUG
CCCAACAUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACG
CCAUCAUCGCCGAGCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGAC
CGACAUCGCCAGCUUCGACAAGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUG
ACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUGGGCGUGGACGCCGAGCUGC
UCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAGCUCCAUCCACCU
GCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAAGCGGA
AUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCG
CCAGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCccuGLGLuGC
CUUCAUCGGCGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAG
CUGAUGGCCGACAGGUGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGA
UCAUCGACGCCGUGGUGGGCGAGAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGG
AUUCAUCCUGUGCGACAGCGUGACCGGCACCGCCUGCAGGGUGGCC
GACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCACUGGGCCGCUG
ACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGAAAG
CACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCC
GUGGAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGG
CUAUGACCACACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAG
GGGGGCCCCUAUAACUCUCUAACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACA



UAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCACCAUGGAAGAUGCCAAAAACAU
UAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACCCACUCGAAGACGGGACCGCC
GGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAAGCGCUACCGCcCuGGUGCCCG
GCACCAUCGCCUUUACCGACGCACAUAUCGAGGUGGACAUUACCUA
CGCCGAGUACUUCGAGAUGAGCGUUCGGCUGGCAGAAGCUAUGAAG
CGCUAUGGGCUGAAUACAAACCAUCGGGAUCGUGGUGUGCAGCGAGA
AUAGCUUGCAGUUCUUCAUGCCCGUGUUGGGUGCCCUGUUCAUCGG
UGUGGCUGUGGCCCCAGCUAACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUG
CUGAACAGCAUGGGCAUCAGCCAGCCCACCGUCGUAUUCGUGAGCA
AGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAACGUGCAAAAGAAGCUACCGAU
CAUACAAAAGAUCAUCAUCAUCAUGGAUAGCAAGACCGACUACCAGGGC
UUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGACUUCCCAUUUGCCACCCGGCU
UCAACGAGUACGACUUCGUGCCCGAGAGCUUCGACCGGGACAAAAC
CAUCGCCCCUGAUCAUGAACAGUAGUGGCAGUACCGGAUUGCCCAAG
GGCGUAGCCCUACCGCACCGCACCGCUUGUGUCCGAUUCAGUCAUG
CCCGCGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACCGCUAU
CCUCAGCGUGGUGCCAUUUCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACG
CUGGGCUACUUGAUCUGCGGCUUUCGGGUCGUCUCAUGUACCGCU
UCGAGGAGGGAGCUAUUCUUGCGCAGCUUGCAAGACUAUAAGAUUCA
AUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAUUUAGCUUCUUCGCUAAGAC
ACUCUCAUCGACAAGUACGACCUAAGCAACUUGCACGAGAUCGCCA
GCGGCGGGGCGCCGCUCAGCAAGGAGGGUAGGUGAGGCCGUGGLCCAA
ACGCUCCACCUACCAGGCAUCCAGGCAGGGCUACGGCCUGACAGAA
ACAACCAGCGCCAUUCUGAUCACCCCCGAAGGGGACGACAAGCCUG
GCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCCUUCUUCGAGGCUAAGGUGGUGGA
CUUGGACACCGGUAAGACACUGGGUGUGAACCAGCGCGGCGAGCUG
UGCGUCCGUGGCCCCAUGAUCAUGAGCGGCUACGUUAACAACCCCG
AGGCUACAAACGCUCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCACAGCGG
CGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGAC
CGGCUGAAGUCCCUGAUCAAAUACAAGGGCUACCAGGUAGCCCCAG
CCGAACUGGAGAGCAUCCUGCUGCAACACCCCAACAUCUUCGACGC
CGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGACGAUGCCGGCGAGCUGLLLGLC
GCAGUCGUCGUGCUGGAACACGGUAAAACCAUGACCGAGAAGGAGA
UCGUGGACUAUGUGGCCAGCCAGGUUACAACCGCCAAGAAGCUGCG
CGGUGGUGUUGUGUUCGUGGACGAGGUGCCUAAAGGACUGACCGGC
AAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGAGAUUCUCAUUAAGGCCAAGA
AGGGCGGCAAGAUCGCCGUGUAACUCGAGUAUGUUACGUGCAAAGG
UGAUUGUCACCCCCCCGAAAGACCAUAUUGUGACACACCCCUCAGUAU
CACGCCCAAACAUUUACAGCCGCGGUGUCAAAAACCGCGUGGACGU
GGUUAACAUCCCUGCUGGGAGGAUCAGCCGUAAUUAUUAUAAUUGG
CUUGGUGCUGGCUACUAUUGUGGCCAUGUACGUGCUGACCAACCAG
AAACAUAAUUGAAUACAGCAGCAAUUGGCAAGCUGCUUACAUAGAA
CUCGCGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAAUU ...
CUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUAAUAUUUCAAAAAAAA



AAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 2842 Sinv. 2842
AUUGACGGGCGUAGUACACACUAUUGAAUCAAACAGCCGACCAAUUG (SEGUENTE Fluttuare
CACUACCAUCACAAUGGAGAAGCCAGUAGUAAACGUAGACGUAGACID
CCCCAGAGUCCGUUUGUCGUGCAACUGCAAAAAAGCUUCCCGCAAU N.: 101)
UUGAGGUAGUAGCACAGCAGGUCACUCCAAAUGACCAUGCUAAUGC
CAGAGCAUUUUCGCAUCUGGCCAGUAAACUAAUCGAGCUGGAGGUU
CCUACCACAGCGACGAUCUUGGACAUAGGCAGCGCACCGGCUCGUA
GAAUGUUUUCCGAGCACCAGUAUCAUUGUGUCUGCCCCAUGCGUAG
UCCAGAAGACCCGGACCGCAUGAUGAAAUAUGCCAGUAAACUGGCG
GAAAAAGCGUGCAAGAUUACAAACAAGAACUUGCAUGAGAAGAUUA
AGGAUCUCCGGACCGUACUUGAUACGCCGGAUGCUGAAACACCAUC
GCUCUGCUUUCACAACGAUGUUACCUGCAACAUGCGUGCCGAAUAU
UCCGUCAUGCAGGACGUGUAUAUCAACGCUCCCCGGAACUAUCUAUC
AUCAGGCUAUGAAAGGCGUGCGGACCCUGUACUGGAUUGGCUUCGA
CACCACCCAGUUCAUGUUCUCGGCUAUGGCAGGUUCGUACCCUGCG
UACAACACCAACUGGGCCGACGAGAAAGUCCUUGAAGCGCGUAACA
UCGACUUUGCAGCACAAAGCUGAGUGAAGGUAGGACAGGAAAAUU
GUCGAUAAUGAGGAAGAAGGAGUUGAAGCCCGGGUCGCGGGUUUAU
UUCUCCGUAGGAUCGACACUUUAUCCAGAACACAGAGCCAGCUUGC
AGAGCUGGCAUCUUCCAUCGGUGUUCCACUUGAAUGGAAAGCAGUC
GUACACUUGCCGCUGUGAUACAGUGGUGAGUUGCGAAGGCUACGUA
GUGAAGAAAAUCACCAUCAGUCCCGGGAUCACGGGAGAAACCGUGG
GAUACGCGGUUACACACAAUAGCGAGGGCUUCUUGCUAUGCAAAGU
UACUGACACAGUAAAAGGAGAACGGGUAUCGUUCCCUGUGUGCACG
UACAUCCCGGCCACCAUAUGCGAUCAGAUGAUCUGGUAUAAUGGCCA
CGGAUAUAUCACCUGACGAUGCACAAAAACUUCUGGUUGGGCUCAA
CCAGCGAAUUGUCAUUAACGGUAGGACUAACAGGAACACCAACACC
AUGCAAAAUUACCUUCUGCCGAUCAUAGCACAAGGGUUCAGCAAAU
GGGCUAAGGAGCGCAAGGAUGAUCUUGAUAACGAGAAAAUGCUGGG
UACUAGAGACGCAAGCUUACGUAUGGCUGCUUGUGGGGCGUUUCGC
ACUAAGAAAGUACAUUCGUUUUAUCGCCCACCUGGAACGCAGACCU
GCGUAAAAGUCCCAGCCUCUUUUAGCGCUUUUCCCAUGUCGUCCGU
AUGGACGACCUCUUUGCCCAUGUCGCUGAGGCAGAAAUUGAAACUG
GCAUUGCAACCAAAGAAGGAGGAAAAACUGCUGCAGGUCUCGGAGG
AAUUAGUCAUGGAGGCCAAAGGCUGCUUUUGAGGAUGCUCAGGAGGA
AGCCAGAGCGGAGAAGCUCCGAGAAGCACUUCCACCAUUAGUGGCA
GACAAAGGCAUCGAGGCAGCCGCAGAAGUUGUCUGCGAAGUGGAGG
GGCUCCAGGCGGACAUCGGAGCAGCAUUAGUUGAAACCCCGCGCGG
UCACGUAAGGAUAAUACCUCAAGCAAAUGACCGUAUGAUCGGACAG
UAUAUCGUUGUCUCGCCAAACUCUGUGCUGAAGAAUGCCAAACUCG
CACCAGCGCACCCGCUAGCAGAUCAGGUUAAGAUCAUAACACACUC
CGGAAGAUCAGGAAGGUACGCGGUCGAACCAUACGACGCUAAAGUA



CUGAUGCCAGCAGGAGGUGCCGUACCAUGGCCAGAAUUCCUAGCAC
UGAGUGAGAGCGCCACGUUAGUGUACAACGAAAGAGAGUUUGUGAA
CCGCAAACUAUACCACAUUGCCAUGCAUGGCCCCGCCAAGAAUACA
GAAGAGGAGCAGUACAAGGUUACAAAGGCAGAGCUUGCAGAAACAG
AGUACGUGUUUGACGUGGACAAGAAGCGUUGCGUUAAGAAGGAAGA
AGCCUCAGGUCUGGUCCUCUCGGGAACUGACCAACCCUCCCCUAU
CAUGAGCUAGCUCUGGAGGGACUGAAGACCCGACCUGCGGUCCCGU
ACAAGGUCGAAACAAUAGGAGUGAUAGGCACACCGGGGUCGGGCAA
GUCAGCUAUUAUCAAGUCAACUGUCACGGCACGAGAUCUUGUUACC
AGCGGAAAGAAAGAAAAUUGUCGCGAAAUUGAGGCCGACGUGCUAA
GACUGAGGGGUAUGCAGAUUACGUCGAAGACAGUAGAUUCGGUUAU
GCUCAACGGAUGCCACAAAGCCGUAGAAGUGCUGUACGUUGACGAA
GCGUUCGCGUGCCACGCAGGAGCACUACUUGCCUUGAUUGCUAUCG
UCAGCCCCGCAAGAAGGUAGUACUAUGCGGAGACCCCAUGCAAUG
CGGAUUCUUCAACAUGAUGCAACUAAAGGUACAUUUCAAUCACCCU
GAAAAAGACAUAGCACCAAGACAUUCUACAAGUAUAUCUCCCGGC
GUUGCACACAGCCAGUUACAGCUAUUGUAUCGACACUGCAUUACGA
UGGAAAGAUGAAAACCACGAACCCGUGCAAGAAGAACAUUGAAAUC
GAUAUUACAGGGGCCACAAAGCCGAAGCCAGGGGAUAUCAUCCUGA
CAUGUUUCCGCGGGGUGGGUUAAGCAAUUGCAAAUCGACUAUCCCGG
ACAUGAAGUAAUGACAGCCGCGGCCUCACAAGGGCUAACCAGAAAA
GGAGUGUAUGCCGUCCGGCAAAAAGUCAAUGAAAACCCACUGUACG
CGAUCACAUCAGAGCAUGUGAACGUGUUGCUCACCCGCACUGAGGA
CAGGCUAGUGUGGAAAACCUUGCAGGGCGACCCAUGGAUUAAGCAG
CUCACUAACAUACCUAAAGGAAACUUUCAGGCUACUAUAGAGGACU
GGGAAGCUGAACACAAGGGAAUAAUUGCUGCAAUAAACAGCCCCAC
UCCCCGUGCCAAUCCGUUCAGCUGCAAGACCAACGUUUGCUGGGCG
AAAGCAUUGGAACCGAUACUAGCCACGGCCGGUAUCGUACUUACCG
GUUGCCAGUGGAGCGAACUGUUCCCACAGUUUGCGGAUGACAAACC
ACAUUCGGCCAUUUACGCCUUAGACGUAAUUUGCAUUAAGUUUUUC
GGCAUGGACUUGACAAGCGGACUGUUUUCUAAACAGAGCAUCCCAC
UAACGUACCAUCCCGCCGAUUCAGCGAGGCCGGUAGCUCAUUGGGA
CAACAGCCCAGGAACCCGCAAGUAUGGGUACGAUCACGCCAUUGCC
GCCGAACUCUCCCGUAGAUUUCCGGUGUUCCAGCUAGCUGGGAAGG
GCACACAACUUGAUUUGCAGACGGGGAGAACCAGAGUUAUCUCUGC
ACAGCAUAACCUGGUCCCGGGUGAACCGCAAUCUUCCUCACGCCUUA
GUCCCCGAGUACAAGGAGAAGCAACCCGGCCCGGUCGAAAAAUUCU
UGAACCAGUUCAAACACCACUCAGUACUUGUGGUAUCAGAGGAAAA
AAUUGAAGCUCCCCCGUAAGAGAAUCGAAUGGAUCGCCCCGAUUGGC
AUAGCCGGUGCAGAUAAGAACUACAACCUGGCUUUCGGGUUUCCGC
CGCAGGCACGGUACGACCUGGUGUUCAUCAACAUUGGAACUAAAUA
CAGAAACCACCACUUUCAGCAGUGCGAAGACCAUGCGGGCGACCUUA
AAAACCCUUUCGCGUUCGGCCCUGAAUUGCCUUAACCCAGGAGGCA
CCCUCGUGGUGAAGUCCUAUGGCUACGCCGACCGCAACAGUGAGGA



CGUAGUCACCGCUCUUGCCAGAAAGUUUGUCAGGGUGUCUGCAGCG
AGACCAGAUUGUGUCUCAAGCAAUACAGAAAUGUACCUGAUUUUCC
GACAACUAGACAACAGCCGUACACGGCAAUUCACCCCGCACCAUCU
GAAUUGCGUGAUUUCGUCCGUGUAUGAGGGUACAAGAGAUGGAGUU
GGAGCCGCGCCGUCAUACCGCACCAAAAGGGAGAAUAUUGCUGACU
GUCAAGAGGAAGCAGUUGUCAACGCAGCCAAUCCGCUGGGUAGACC
AGGCGAAGGAGUCUGCCGUGCCAUCUAUAAACGUUGGCCGACCAGU
UUUACCGAUUCAGCCACGGGAGACAGGCACCGCAAGAAUGACUGUGU
GCCUAGGAAAGAAAGUGAUCCACGCGGUCGGCCCUGAUUUCCGGAA
GCACCCAGAAGCAGAAGCCUUGAAAUUGCUACAAAACGCCUACCAU
GCAGUGGCAGACUUAGUAAAUGAACAUAACAUCAAGUCUGUCGCCA
UUCCACUGCUAUCUACAGGCAUUUACGCAGCCGGAAAAGACCGCCU
UGAAGUAUCACUUAACUGCUUGACAACCGCGCUAGACAGAACUGAC
GCGGACGUAACCAUCUAUUGCCUGGAUAAGAAGUGGAAGGAAAGAA
UCGAGCGGCACUCCAACUUAAGGAGUCUGUUAACAGAGCUGAAGGA
UGAAGAUAUGGAGAUCGACGAUGAGUUAGUAUGGAUCCAUCCAGAC
AGUUGCUUGAAGGGAAGAAAGGGAUUCAGUACUACAAAAAGGAAAAU
UGUAUUCGUACUUCGAAGGCACCAAAUUCCAUCAAGCAGCAAAAGA
CAUGGGCGGAGAUAAAGGUCCUGUUCCCUAAUGACCAGGAAAAGUAAU
GAACAACUGUGUGCCUACAUAUUGGGUGAGACCAUGGAAGCAAUCC
GCGAAAAGUGCCCGGUCGACCAUAACCCGUCGUCUAGCCCGCCCAA
AACGUUGCCGUGCCUUUGCAUGUAUGCCAUGACGCCAGAAAGGGUC
CACAGACUUAGAAGCAAUAACGUCAAAGAAGUUACAGUAUGCUCCU
CCACCCCCCUUCCUAAGCACAAAAUUAAGAAUGUUCAGAAGGUUCA
GUGCACGAAAGUAGUCCUGUUUAAUCCGCACACUCCCGCAUUCGUU
CCCGCCCGUAAGUACAUAGAAGUGCCAGAACAGCCUACCGCuccucC
CUGCACAGGCCGAGGAGGCCCCCGAAGUUGUAGCGACACCGUCACC
AUCUACAGCUGUAAACACCUCGCUUGAUGUCACAGACAUCUCACUG
GAUAGGAUGACAGAGCGAAGGCUCACUUUUUUCGAGCUUUAGCG
GAUCGGACAACUCUAUUACUAGUAUGGACAGUUGGUCGUCAGGACC
UAGUUCACUAGAGAUAGUAGACCGAAGGCAGGUGGUGGUGGCUGAC
GUUCAUGCCGUCCAAGAGCCUGCCCCCUAUUCCACCGCCAAGGCUAA
AGAAGAUGGCCCGCCUGGCAGCGGCAAGAAAAGAGCCCACUCCACC
GGCAAGCAAUAGCUCUGAGUCCCUCCACCUCUCUUUUGGUGGGGUA
UCCAUGUCCCUCGGAUCAAUUUUCGACGGAGAGACGGCCCGCCAGG
CAGCGGUACAACCCCUGGCAACAGGCCCCACGGAUGUGCCUAUGUC
UUUCGGAUCGUUUUCCGACGGAGAGAUUGAUGAGCUGAGCCGCAGA
GUAACUGAGUCCGAACCCGUCCUGUUGGAUCAUUUGAACCGGGCG
AAGUGAACUCAAUUAUAUCGUCCCGAUCAGCCGUAUCUUUUCCuUCU
ACGCAAGCAGAGACGUAGACGCAGGAGCAGGAGGACUGAAUACUGA
CUAACCGGGGUAGGUGGGUACAUAUUUUCGACGGACACAGGCCCUG
GGCACUUGCAAAAGAAGUCCGUUCUGCAGAACCAGCUUACAGAACC
GACCUUGGAGCCGCAAUGUCCUGGAAAGAAUUCAUGCCCCGGUGCUC
GACACGUCGAAAGAGGAACAACUCAAACUCAGGUACCAGAUGAUGC



CCACCGAAGCCAACAAAAGUAGGUACCAGUCUCGUAAAGUAGAAAA
UCAGAAAGCCAUAACCACUGAGCGACUACUGUCAGGACUACGACUG
UAUAACUCUGCCACAGAUCAGCCAGAAUGCUAUAAGAUCACCUAUC
CGAAACCAUUGUACUCCAGUAGCGUACCGGCGAACUACUCCGAUCC
ACAGUUCGCUGUAGCUGUCUGUAACAACUAUCUGCAUGAGAACUAU
CCGACAGUAGCAUCUUAUCAGAUUACUGACGAGUACGAUGCUUACU
UGGAUAUGGUAGACGGGACAGUCGCCUGCCUGGACACUGCAACCUU
CUGCCCCGCUAAGCUUAGAAGUUACCCGAAAAAACAUGAGUAUAGA
GCCCCGAAUAUCCGCAGUGCGGUUCCAUCAGCGAUGCAGAACACGC
UACAAAAUGUGCUCAUUGCCGCAACUAAAAGAAAUUGCAACGUCAC
GCAGAUGCGUGAACUGCCAACACUGGACUCAGCGACAUUCAAUGUC
GAAUGCUUUCGAAAAUAUGCAUGUAAUGACGAGUAUUGGGAGGAGU
UCGCUCGGAAGCCAAUUAGGAUUACCACUGAGUUUGUCACCGCAUA
UGUAGCUAGACCUGAAAGGCCCUAAGGCCGCCGCACUAUUUGCAAAG
ACGUAUAAUUUGGUCCCAUUGCAAGAAGUGCCUAUGGAUAGAUUCG
UCAUGGACAUGAAAAGAGACGUGAAAGUUACACCAGGCACGAAACA
CACAGAAGAAAGACCGAAAGUACAAGUGAUACAAGCCGCAGAACCC
CUGGCGACUGCUUACUUAUGCGGGAUUCACCGGGAAUUAGUGCGUA
GGCUUACGGCCGUCUUGCUUCCAAACAUUCACACGCUUUUUGACAU
GUCGGCGGAGGAUUUUGAUGCAAUCAUAGCAGAACACUUCAAGCAA
GGCGACCCGGUACUGGAGACGGAAUAUCGCAUCAUUCGACAAAAGCC
AAGACGACGCUAUGGCGUUAACCGGUCUGAUGAUCUUGGAGGACCU
GGGUGUGGAUCAACCACUACUCGACUUGAUCGAGUGCGCCUUUGGA
GAAAUAUCAUCCACCCAUCUACCUACGGGUACUCGUUUUAAAUUCG
GGGCGAUGAUGAAAUCCGGAAUGUUCCUCACACUUUUUGUCAACAC
AGUUUUGAAUGUCGUUAUCGCCAGCAGAGUACUAGAGGAGCGGCUU
AAAACGUCCAGAUGUGCAGCGUUCAUUGGCGACGACAACAUCAUAC
AUGGAGUAGUAUCUGACAAAGAAAUGGCUGAGAGGUGCGCCACCUG
GCUCAACAUGGAGGUUAAGAUCAUCGACGCAGUCAUCGGGUGAGAGA
CCACCUUACUUCUGCGGCGGAUUUAUCUUGCAAGAUUCGGUUACUU
CCACAGCGUGCCGCGUGGCGGAUCCCCUGAAAAGGCUGUUUAAGUU
GGGUAAACCGCUCCCAGCCGACGACGAGCAAGACGAAGACAGAAGA
CGCGCUCUGCUAGAUGAAACAAAGGCGUGGUUUAGAGUAGGUAUAA
CAGGCACUUUAGCAGUGGCCGUGACGACCCGGUAUGAGGUAGACAA
UAUUACACCUGUCCUACUGGCAUUGAGAACUUUUGCCCAGAGCAAA
AGAGCAUUCCAAGCCAUCAGAGGGGAAAUAAAGCAUCUCUACGGUG
GUCCUAAAAUAGUCAGCAUAGUACAUUUCAUCUGACUAAUACUACAA
CACCACCACCAUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCG
CCAUUCUACCCACUCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACA
AAGCCAUGAAGCGCUACGCCCUGGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUAC
CGACGCACAUAUCGAGGUGGACAUUACCUACGCCGAGUACUUCGAG
AUGAGCGUUCGGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUAUGGGCUGAAUA
CAAACCAUCGGAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAGUUCUU
CAUGCCCGUGUUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCLCCCA



GCUACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCA
UCAGCAGCCCACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAA
GAUCCUCAACGUGCAAAAGAAGCUACCGAUCAUACAAAGAUCAUC
AUCAUGGAUAGCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACA
CCUUCGUGACUUCCCAUUUGCCACCCGGCUUCAACGAGUACGACUU
CGUGCCCGAGAGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGCCCUGAUCAUG
AACAGUAGUGGCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUACCGC
ACCGCACCGCUUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUU
CGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCA
UUUCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCU
GCGGCUUUCGGGUCGUCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUAUU
CUUGCGCAGCUUGCAAGACUAUAAGAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUG
CCCACACUAUUUAGCUUCUUCGCUAAGAGCACUCUCAUCGACAAGU
ACGACCUAAGCAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGGGLCGLCGCU
CAGCAAGGAGGUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACCGCUUCCACCUACCA
GGCAUCCGACAGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUC
UGAUCACCCCCGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGU
GGUGCCCUUCUUCGAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAG
ACACUGGGGUGUGAACCAGCGCGGCGAGCUGUGCGUCLCGUGGLCCCA
UGAUCAUGAGCGGCUACGUUAACAACCCCGAGGCUACAAACGCUCU
CAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCACAGCGGCGACAUCGCCUACUGG
GACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGUCCCUGA
UCAAUACAAGGGCUACCAGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAU
CCUGCUGCAACACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUG
CCCGACGACGAUGCCGGCGAGCUGGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGG
AACACGGUAAAACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGC
CAGCCAGGUUACAACCGCCAAGAAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUC
GUGGACGAGGUGCCUAAAGGACUGACCGGCAAGUUGGACGCCCGCA
AGAUCCGCGAGAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGC
CGUGUAAACGCGUGCUAGACCAUGGAUCCUAGACGCUACGCCCCAA
UGAUCCGACCAGCAAAACUCGAUGUACUUCCGAGGAACUGAUGUGC
AUAAUGCAUCAGGCUGGUACAUUAGAUCCCCGCUUACCGCGGGCAA
UAUAGCAACACUAAAAAACUCGAUGUACUUCCGAGGAAGCGCAGUGC
AUAAUGCUGCGCAGUGUUGCCACAUAACCACUAUAUUAACCAUUUA
UCUAGCGGACGCCAAAAACUCAAUGUAUUUCUGAGGAAGCGUGGUG
CAUAAUGCCACGCAGCGUCUGCAUAACUUUUAUUAUUUCUUUUAUU
AUCAACAAAAUUUUGUUUUUAACAUUUCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1782 mRNA 1782
AGGAAACUUAAGUCAACACAACAUAUACAAAACAAACGAAUCUCAA (SEGUENTE Fluttuare
GCAAUCAAGCAUUCUACUUCUAUUGCAGCAAUUUAAAUCAUUUCUU ID
UUAAAGCAAAAGCAAUUUUCUGAAAAUUUUCACCAUUUACGAACGA N.: 102)
UAGCCAUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGCAGGGCCCAGCGCCAUU



CUACCCACUCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCC
AUGAAGCGCUACGCCCUGGUGCCCGGCACCAUCGCCUUUACCGACG
CACAUAUCGAGGUGGACAUUACCUACGCCGAGUACUUCGAGAUGAG
CGUUCGGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUAUUGGGCUGAAUACAAAC
CAUCGGGAUCGUGGUGUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAGUUCUUCAUGC
CCGUGUUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUGUGGCUGUGGCCCCAGCUAA
CGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCAUCAGC
CAGCCCACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCC
UCAACGUGCAAAAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAU
GGAUAGCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUC
GUGACUUCCCAUUUGCCACCCGGCUUCAACGAGUACGACUUCGUGC
CCGAGAGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGCCCUGAUCAUGAACAG
UAGUGGCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUACCGCACCGC
ACCGCUUGUGUCCGAUUCAGUCAUGCCCGCGACCCCAUCUUCGGCA
ACCAGAUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGCGUGGUGCCAUUUCA
CCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUIGUAUCUGCGGC
UUUCGGGUCGUGCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUAUUCUUGC
GCAGCUUGCAAGACUAUAAGAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCAC
ACUAUUUAGCUUCUUCGCUAAGAGCACUCUCAUCGACAAGUACGAC
CUAAGCAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGGGCGCCGLUCAGCA
AGGAGGUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACCGCUUCCACCUACCAGGCAU
CCGACAGGGCUACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUC
ACCCCCGAAGGGGACGACAAGCCUGGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGC
CCUUCUUCGAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGGUAAGACACUCU
GGGUGUGAACCAGCGCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCAUGAUC
AUGAGCGGCUACGUUAACAACCCCGAGGCUACAAACGCUCUCAUCG
ACAAGGACGGCUGGCUGCACCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGA
GGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGUCCCUGAUCAAA
UACAAGGGCUACAGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUCCUGC
UGCAACACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGLCGGLCUGLCCGA
CGACGAUGCCGGCGAGCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACAC
GGUAAAACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUAUGUGGGCCAGCC
AGGUUACAACCGCCAAGAAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCGUGGA
CGAGGUGCCUAAAGGACUGACCGGCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUC
CGCGAGAUUCUCAUUAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUGU
AACUCGAGCUAGUGACUGACUAGGAUCUGGUUACCACUAAACCAGC
CUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUU
ACACUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGC
UCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUAGAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAA 2847
STELLARE™ 2847 AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGAACCAAUUACCUACCCAAAAU (SEGUENTE 11
KRAS GGAGAAAGUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGA ID peso
GCUUUGCAGCGGAGCUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGG N.: 103)



UCACUGAUAAUGACCAUGCUAAUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGC
UUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGACCCAUCCGACACGAUCCUU
GACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUUCUAAGCACAAGU
AUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCGGACAGAUU
GUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGA
GCGACCCUGACCUGGAAACUGAGACUAUUGGCCUCCACGACGACGA
GUCGUGUCGCUACGAAGGGCAAGUCGCUGUUUACCAGGAUGUAUAC
GCCGUCGACGGCCCCACCAGCCUGUACCACCAGGCCAACAAGGGCG
UGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCGACACCACACCCUUCAUGUU
CAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGCACCAACUGGGCC
GACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAGCAGCG
ACGUGAUGGAGAGGAGCCGGAGGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAA
AUACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACC
AUCUACCACGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACcCUGCccA
GCGUGUUCCACCCUGAGGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGA
GACCAUCGUGAGCUGCGACGGCUACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUC
AGCCCCGGCCUGUACGCAAGCCCAGCGGCUACGCCGCUACAAUGC
ACAGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACACCCUGAACGG
CGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGCCACCCUG
UGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACG
ACGCCCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAA
CGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUG
CCCGUGGUGGCCCAGGCUUUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGG
AGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCUGGGCCUGAGGGACAGGCAGCU
GGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGGCACAAGAUCACCAGC
AUCUACAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUGAACAGCG
ACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUCGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAG
GAGCCCAGCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGU
GCGCUGCCGACGAGGCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAG
GGCCGCCCUGCCACCCCUGGCUGCCGACGUGGAACCCACCCUG
GAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCG
UGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGCUACGACGGCGA
GGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGUGCUG
AAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGA
UCGUGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCC
CUACCACGGCAAGGUGGUCGUGCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUG
CAGGACUUCCAGGCCCUGAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACG
AGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACCUGCACCAUAUCGCCACCCACGG
CGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUACAAGACCGUGAAGCCC
AGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAGGAAGCAGU
GCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAGCU
GGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACC



AGACCCGCCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCG
UGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAA
GAAAGACCUGGUGGUCAGCGCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUC
AUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAGGCCUGGACGUGAACGCGCGCA
CCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAGCACCCCGUGGAGAC
CCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCACCCUGAGG
GCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCA
CUUCAACCACGAGAUCUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGC
AGGCGGUGCACCAAGAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACCcuGUUCU
ACGACAAGAAAAUGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGU
GAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCUGAUC
CUGACCUGCUUCAGGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCAGAUCGACUACA
AGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCCAGCCAGGGCCUGACCAG
GAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUG
UACGCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCG
AGGACAGGAUCGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAA
GACCCUGACCGCCAAGUACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAA
GAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCCAUCAUGGAGGCAAUCCUGGAGA
GGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAAGGCCAACGUGUGCUG
GGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCAUCGACAUG
ACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAGG
CCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUU
CGGCCUGGACCUGGACAGCGGCCUGUUCAGCGCCCCCACCGUGCCA
CUGAGCAUCAGGAACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACA
UGUACGGCCUGAACAAGGAGGUGGUCAGGCAGCUGAGCAGGCGGUA
CCCACAGCUGCCCAGGGCCGUGGCCACCGGCAGGGUGUACGACAUG
AACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGAUCAACCUGGUGC
CCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCACAACGA
GCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGC
AGGACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGA
UGGUGGACUGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAG
GCUGGACCUCGGCAUCCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUC
UUCGUGAACGUCAGGACCCCAUACAAGUACCACCCAUUACCAGCAGU
GCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUGCUGACCAAGAAGGCCUG
CCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAUCGGCUACGGC
UACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCAGGC
UGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGA
AACCGAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGG
ACCCACAACCCCUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACA
CCGGCAGGCUGCACGAGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGU
GGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCCACCGAGGGCGUGAUCAUCAAC
GCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGUGUGLCGGLGLCC
UGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCAUCGAGGU



GGGCAAGGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACA
AGCAGCUGGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGA
CAAUAACUACAAGAGCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUC
UUCAGCGGCAACAAGGACAGGCUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGC
UCACCGCCCUGGACACCACCGAUGCCGACGUGGCCAUCUACUGCAG
GGACAAGAAGUGGGAGAUGACCCUGAAGGAGGCCGUGGCCAGGCGG
GAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGUGACCG
AGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGC
CGGCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUAC
CUGGAGGGGCACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGA
UCAACGCUAUGUGGCCCGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGUG
CAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCAUGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGC
CCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCAcCccuGcecu
GCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGGGUGCAGCGGCUGAA
GGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCACUG
CCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGC
CCAUCCUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAA
GUACCUGGUGGAGACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGC
GCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACCccuGA
UCACCGAGGACGAGACAAGGAACCCGGACCCCAGAGCCCAUCAUUAU
CGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCUGACGACGGCCCC
ACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCCCACCCA
GCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGA
CGUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUG
ACCUCCGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGA
GCAUGGAGUUCCUGGCCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUU
CAGGAACCCACCCCACCCAGCUCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCUG
GCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGCCUGGUGAGCACCCCAC
CCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGAGGCCCUGAC
ACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGGUG
UCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCG
AGGCCUUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCuA
CAUCUUCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGC
GUGAGGCAGACCGUGCUGAGCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGC
UGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUGGACCAGGAGAAGGAGGAACU
GCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGC
AGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUCACCGCCA
GGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCC
AGCGUGAACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCU
GCAACGCUAUGCUGAAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUG
CAUCAUCCCCGAGUACGACGCCUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCC
AGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCUGCCCCGCCAAGCUGAGGA



GCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACCAUCAGGAGCGC
CGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGCCGCU
GCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUUGCCCG
UGCUGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAAUACGC
CUGCAACAACGAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGG
CUGACCGAAGAGAACGUGGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCC
CCAAGGCCGCUGCCCUGUUCGCUAAGACCCACAACCUGAACAUGCU
GCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUGGACCUGAAGAGGGAC
GUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGGCCCAAGG
UGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGUG
CGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUG
CCCAACAUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACG
CCAUCAUCGCCGAGCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGAC
CGACAUCGCCAGCUUCGACAAGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUG
ACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUGGGCGUGGACGCCGAGCUGC
UCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAGCUCCAUCCACCU
GCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAAGCGGA
AUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCG
CCAGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGCGCUGL
CUUCAUCGGCGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAG
CUGAUGGCCGACAGGUGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGA
UCAUCGACGCCGUGGUGGGCGAGAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGG
AUUCAUCCUGUGCGACAGCGUGACCGGCACCGCCUGCAGGGUGGCC
GACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCACUGGGCCGCUG
ACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGAAAG
CACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCC
GUGGAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGG
CUAUGACCACACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAG
GGGGGCCCCUAUAACUCUCUAACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACA
UAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCACCCAUGAAGUUGGUGGUUGUGG
GGGCCGGGGGUGUUGGCAAAAGCGCCCUUACAAUUUGACUCGAGUA
UGUUACGUGCAAAGGUGAUUGUCACCCCCCGAAAGACCAUAUUGUG
ACACACCCUCAGUAUCACGCCCAAACAUUUACAGCCGCGGUGUCAA
AAACCGCGUGGACGUGGUUAACAUCCCUGCUGGGAGGAUCAGCCGU
AAUUAUUAUAAUUGGCUUGGUGCUGGCUACUAUUGUGGGCCAUGUAC
GUGCUGACCAACCAGAAACAUAAUUGAAUACAGCAGCAAUUGGCAA
GCUGCUUACAUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAAUU
UUUAUUUUAUUUUUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUA
AUAUUUCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 2862 Sinv. 2862
AUUGACGGGCGUAGUACACACUAUUGAAUCAAACAGCCGACCAAUUG (SEGUENTE vuoto
CACUACCAUCACAAUGGAGAAGCCAGUAGUAAACGUAGACGUAGACID
CCCCAGAGUCCGUUUGUCGUGCAACUGCAAAAAAGCUUCCCGCAAU N.: 104)



UUGAGGUAGUAGCACAGCAGGUCACUCCAAAUGACCAUGCUAAUGC
CAGAGCAUUUUCGCAUCUGGCCAGUAAACUAAUCGAGCUGGAGGUU
CCUACCACAGCGACGAUCUUGGACAUAGGCAGCGCACCGGCUCGUA
GAAUGUUUUCCGAGCACCAGUAUCAUUGUGUCUGCCCCAUGCGUAG
UCCAGAAGACCCGGACCGCAUGAUGAAAUAUGCCAGUAAACUGGCG
GAAAAAGCGUGCAAGAUUACAAACAAGAACUUGCAUGAGAAGAUUA
AGGAUCUCCGGACCGUACUUGAUACGCCGGAUGCUGAAACACCAUC
GCUCUGCUUUCACAACGAUGUUACCUGCAACAUGCGUGCCGAAUAU
UCCGUCAUGCAGGACGUGUAUAUCAACGCUCCCCGGAACUAUCUAUC
AUCAGGCUAUGAAAGGCGUGCGGACCCUGUACUGGAUUGGCUUCGA
CACCACCCAGUUCAUGUUCUCGGCUAUGGCAGGUUCGUACCCUGCG
UACAACACCAACUGGGCCGACGAGAAAGUCCUUGAAGCGCGUAACA
UCGACUUUGCAGCACAAAGCUGAGUGAAGGUAGGACAGGAAAAUU
GUCGAUAAUGAGGAAGAAGGAGUUGAAGCCCGGGUCGCGGGUUUAU
UUCUCCGUAGGAUCGACACUUUAUCCAGAACACAGAGCCAGCUUGC
AGAGCUGGCAUCUUCCAUCGGUGUUCCACUUGAAUGGAAAGCAGUC
GUACACUUGCCGCUGUGAUACAGUGGUGAGUUGCGAAGGCUACGUA
GUGAAGAAAAUCACCAUCAGUCCCGGGAUCACGGGAGAAACCGUGG
GAUACGCGGUUACACACAAUAGCGAGGGCUUCUUGCUAUGCAAAGU
UACUGACACAGUAAAAGGAGAACGGGUAUCGUUCCCUGUGUGCACG
UACAUCCCGGCCACCAUAUGCGAUCAGAUGAUCUGGUAUAAUGGCCA
CGGAUAUAUCACCUGACGAUGCACAAAAACUUCUGGUUGGGCUCAA
CCAGCGAAUUGUCAUUAACGGUAGGACUAACAGGAACACCAACACC
AUGCAAAAUUACCUUCUGCCGAUCAUAGCACAAGGGUUCAGCAAAU
GGGCUAAGGAGCGCAAGGAUGAUCUUGAUAACGAGAAAAUGCUGGG
UACUAGAGACGCAAGCUUACGUAUGGCUGCUUGUGGGGCGUUUCGC
ACUAAGAAAGUACAUUCGUUUUAUCGCCCACCUGGAACGCAGACCU
GCGUAAAAGUCCCAGCCUCUUUUAGCGCUUUUCCCAUGUCGUCCGU
AUGGACGACCUCUUUGCCCAUGUCGCUGAGGCAGAAAUUGAAACUG
GCAUUGCAACCAAAGAAGGAGGAAAAACUGCUGCAGGUCUCGGAGG
AAUUAGUCAUGGAGGCCAAAGGCUGCUUUUGAGGAUGCUCAGGAGGA
AGCCAGAGCGGAGAAGCUCCGAGAAGCACUUCCACCAUUAGUGGCA
GACAAAGGCAUCGAGGCAGCCGCAGAAGUUGUCUGCGAAGUGGAGG
GGCUCCAGGCGGACAUCGGAGCAGCAUUAGUUGAAACCCCGCGCGG
UCACGUAAGGAUAAUACCUCAAGCAAAUGACCGUAUGAUCGGACAG
UAUAUCGUUGUCUCGCCAAACUCUGUGCUGAAGAAUGCCAAACUCG
CACCAGCGCACCCGCUAGCAGAUCAGGUUAAGAUCAUAACACACUC
CGGAAGAUCAGGAAGGUACGCGGUCGAACCAUACGACGCUAAAGUA
CUGAUGCCAGCAGGAGGUGCCGUACCAUGGCCAGAAUUCCUAGCAC
UGAGUGAGAGCGCCACGUUAGUGUACAACGAAAGAGAGUUUGUGAA
CCGCAAACUAUACCACAUUGCCAUGCAUGGCCCCGCCAAGAAUACA
GAAGAGGAGCAGUACAAGGUUACAAAGGCAGAGCUUGCAGAAACAG
AGUACGUGUUUGACGUGGACAAGAAGCGUUGCGUUAAGAAGGAAGA
AGCCUCAGGUCUGGUCCUCUCGGGAACUGACCAACCCUCCCCUAU



CAUGAGCUAGCUCUGGAGGGACUGAAGACCCGACCUGCGGUCCCGU
ACAAGGUCGAAACAAUAGGAGUGAUAGGCACACCGGGGUCGGGCAA
GUCAGCUAUUAUCAAGUCAACUGUCACGGCACGAGAUCUUGUUACC
AGCGGAAAGAAAGAAAAUUGUCGCGAAAUUGAGGCCGACGUGCUAA
GACUGAGGGGUAUGCAGAUUACGUCGAAGACAGUAGAUUCGGUUAU
GCUCAACGGAUGCCACAAAGCCGUAGAAGUGCUGUACGUUGACGAA
GCGUUCGCGUGCCACGCAGGAGCACUACUUGCCUUGAUUGCUAUCG
UCAGCCCCGCAAGAAGGUAGUACUAUGCGGAGACCCCAUGCAAUG
CGGAUUCUUCAACAUGAUGCAACUAAAGGUACAUUUCAAUCACCCU
GAAAAAGACAUAGCACCAAGACAUUCUACAAGUAUAUCUCCCGGC
GUUGCACACAGCCAGUUACAGCUAUUGUAUCGACACUGCAUUACGA
UGGAAAGAUGAAAACCACGAACCCGUGCAAGAAGAACAUUGAAAUC
GAUAUUACAGGGGCCACAAAGCCGAAGCCAGGGGAUAUCAUCCUGA
CAUGUUUCCGCGGGGUGGGUUAAGCAAUUGCAAAUCGACUAUCCCGG
ACAUGAAGUAAUGACAGCCGCGGCCUCACAAGGGCUAACCAGAAAA
GGAGUGUAUGCCGUCCGGCAAAAAGUCAAUGAAAACCCACUGUACG
CGAUCACAUCAGAGCAUGUGAACGUGUUGCUCACCCGCACUGAGGA
CAGGCUAGUGUGGAAAACCUUGCAGGGCGACCCAUGGAUUAAGCAG
CUCACUAACAUACCUAAAGGAAACUUUCAGGCUACUAUAGAGGACU
GGGAAGCUGAACACAAGGGAAUAAUUGCUGCAAUAAACAGCCCCAC
UCCCCGUGCCAAUCCGUUCAGCUGCAAGACCAACGUUUGCUGGGCG
AAAGCAUUGGAACCGAUACUAGCCACGGCCGGUAUCGUACUUACCG
GUUGCCAGUGGAGCGAACUGUUCCCACAGUUUGCGGAUGACAAACC
ACAUUCGGCCAUUUACGCCUUAGACGUAAUUUGCAUUAAGUUUUUC
GGCAUGGACUUGACAAGCGGACUGUUUUCUAAACAGAGCAUCCCAC
UAACGUACCAUCCCGCCGAUUCAGCGAGGCCGGUAGCUCAUUGGGA
CAACAGCCCAGGAACCCGCAAGUAUGGGUACGAUCACGCCAUUGCC
GCCGAACUCUCCCGUAGAUUUCCGGUGUUCCAGCUAGCUGGGAAGG
GCACACAACUUGAUUUGCAGACGGGGAGAACCAGAGUUAUCUCUGC
ACAGCAUAACCUGGUCCCGGGUGAACCGCAAUCUUCCUCACGCCUUA
GUCCCCGAGUACAAGGAGAAGCAACCCGGCCCGGUCGAAAAAUUCU
UGAACCAGUUCAAACACCACUCAGUACUUGUGGUAUCAGAGGAAAA
AAUUGAAGCUCCCCCGUAAGAGAAUCGAAUGGAUCGCCCCGAUUGGC
AUAGCCGGUGCAGAUAAGAACUACAACCUGGCUUUCGGGUUUCCGC
CGCAGGCACGGUACGACCUGGUGUUCAUCAACAUUGGAACUAAAUA
CAGAAACCACCACUUUCAGCAGUGCGAAGACCAUGCGGGCGACCUUA
AAAACCCUUUCGCGUUCGGCCCUGAAUUGCCUUAACCCAGGAGGCA
CCCUCGUGGUGAAGUCCUAUGGCUACGCCGACCGCAACAGUGAGGA
CGUAGUCACCGCUCUUGCCAGAAAGUUUGUCAGGGUGUCUGCAGCG
AGACCAGAUUGUGUCUCAAGCAAUACAGAAAUGUACCUGAUUUUCC
GACAACUAGACAACAGCCGUACACGGCAAUUCACCCCGCACCAUCU
GAAUUGCGUGAUUUCGUCCGUGUAUGAGGGUACAAGAGAUGGAGUU
GGAGCCGCGCCGUCAUACCGCACCAAAAGGGAGAAUAUUGCUGACU
GUCAAGAGGAAGCAGUUGUCAACGCAGCCAAUCCGCUGGGUAGACC



AGGCGAAGGAGUCUGCCGUGCCAUCUAUAAACGUUGGCCGACCAGU
UUUACCGAUUCAGCCACGGGAGACAGGCACCGCAAGAAUGACUGUGU
GCCUAGGAAAGAAAGUGAUCCACGCGGUCGGCCCUGAUUUCCGGAA
GCACCCAGAAGCAGAAGCCUUGAAAUUGCUACAAAACGCCUACCAU
GCAGUGGCAGACUUAGUAAAUGAACAUAACAUCAAGUCUGUCGCCA
UUCCACUGCUAUCUACAGGCAUUUACGCAGCCGGAAAAGACCGCCU
UGAAGUAUCACUUAACUGCUUGACAACCGCGCUAGACAGAACUGAC
GCGGACGUAACCAUCUAUUGCCUGGAUAAGAAGUGGAAGGAAAGAA
UCGAGCGGCACUCCAACUUAAGGAGUCUGUUAACAGAGCUGAAGGA
UGAAGAUAUGGAGAUCGACGAUGAGUUAGUAUGGAUCCAUCCAGAC
AGUUGCUUGAAGGGAAGAAAGGGAUUCAGUACUACAAAAAGGAAAAU
UGUAUUCGUACUUCGAAGGCACCAAAUUCCAUCAAGCAGCAAAAGA
CAUGGGCGGAGAUAAAGGUCCUGUUCCCUAAUGACCAGGAAAAGUAAU
GAACAACUGUGUGCCUACAUAUUGGGUGAGACCAUGGAAGCAAUCC
GCGAAAAGUGCCCGGUCGACCAUAACCCGUCGUCUAGCCCGCCCAA
AACGUUGCCGUGCCUUUGCAUGUAUGCCAUGACGCCAGAAAGGGUC
CACAGACUUAGAAGCAAUAACGUCAAAGAAGUUACAGUAUGCUCCU
CCACCCCCCUUCCUAAGCACAAAAUUAAGAAUGUUCAGAAGGUUCA
GUGCACGAAAGUAGUCCUGUUUAAUCCGCACACUCCCGCAUUCGUU
CCCGCCCGUAAGUACAUAGAAGUGCCAGAACAGCCUACCGCUccucC
CUGCACAGGCCGAGGAGGCCCCCGAAGUUGUAGCGACACCGUCACC
AUCUACAGCUGUAAACACCUCGCUUGAUGUCACAGACAUCUCACUG
GAUAGGAUGACAGAGCGAAGGCUCACUUUUUUCGAGCUUUAGCG
GAUCGGACAACUCUAUUACUAGUAUGGACAGUUGGUCGUCAGGACC
UAGUUCACUAGAGAUAGUAGACCGAAGGCAGGUGGUGGUGGCUGAC
GUUCAUGCCGUCCAAGAGCCUGCCCCCUAUUCCACCGCCAAGGCUAA
AGAAGAUGGCCCGCCUGGCAGCGGCAAGAAAAGAGCCCACUCCACC
GGCAAGCAAUAGCUCUGAGUCCCUCCACCUCUCUUUUGGUGGGGUA
UCCAUGUCCCUCGGAUCAAUUUUCGACGGAGAGACGGCCCGCCAGG
CAGCGGUACAACCCCUGGCAACAGGCCCCACGGAUGUGCCUAUGUC
UUUCGGAUCGUUUUCCGACGGAGAGAUUGAUGAGCUGAGCCGCAGA
GUAACUGAGUCCGAACCCGUCCUGUUGGAUCAUUUGAACCGGGCG
AAGUGAACUCAAUUAUAUCGUCCCGAUCAGCCGUAUCUUUUCCuUCU
ACGCAAGCAGAGACGUAGACGCAGGAGCAGGAGGACUGAAUACUGA
CUAACCGGGGUAGGUGGGUACAUAUUUUCGACGGACACAGGCCCUG
GGCACUUGCAAAAGAAGUCCGUUCUGCAGAACCAGCUUACAGAACC
GACCUUGGAGCCGCAAUGUCCUGGAAAGAAUUCAUGCCCCGGUGCUC
GACACGUCGAAAGAGGAACAACUCAAACUCAGGUACCAGAUGAUGC
CCACCGAAGCCAACAAAAGUAGGUACCAGUCUCGUAAAGUAGAAAA
UCAGAAAGCCAUAACCACUGAGCGACUACUGUCAGGACUACGACUG
UAUAACUCUGCCACAGAUCAGCCAGAAUGCUAUAAGAUCACCUAUC
CGAAACCAUUGUACUCCAGUAGCGUACCGGCGAACUACUCCGAUCC
ACAGUUCGCUGUAGCUGUCUGUAACAACUAUCUGCAUGAGAACUAU
CCGACAGUAGCAUCUUAUCAGAUUACUGACGAGUACGAUGCUUACU



UGGAUAUGGUAGACGGGACAGUCGCCUGCCUGGACACUGCAACCUU
CUGCCCCGCUAAGCUUAGAAGUUACCCGAAAAAACAUGAGUAUAGA
GCCCCGAAUAUCCGCAGUGCGGUUCCAUCAGCGAUGCAGAACACGC
UACAAAAUGUGCUCAUUGCCGCAACUAAAAGAAAUUGCAACGUCAC
GCAGAUGCGUGAACUGCCAACACUGGACUCAGCGACAUUCAAUGUC
GAAUGCUUUCGAAAAUAUGCAUGUAAUGACGAGUAUUGGGAGGAGU
UCGCUCGGAAGCCAAUUAGGAUUACCACUGAGUUUGUCACCGCAUA
UGUAGCUAGACCUGAAAGGCCCUAAGGCCGCCGCACUAUUUGCAAAG
ACGUAUAAUUUGGUCCCAUUGCAAGAAGUGCCUAUGGAUAGAUUCG
UCAUGGACAUGAAAAGAGACGUGAAAGUUACACCAGGCACGAAACA
CACAGAAGAAAGACCGAAAGUACAAGUGAUACAAGCCGCAGAACCC
CUGGCGACUGCUUACUUAUGCGGGAUUCACCGGGAAUUAGUGCGUA
GGCUUACGGCCGUCUUGCUUCCAAACAUUCACACGCUUUUUGACAU
GUCGGCGGAGGAUUUUGAUGCAAUCAUAGCAGAACACUUCAAGCAA
GGCGACCCGGUACUGGAGACGGAAUAUCGCAUCAUUCGACAAAAGCC
AAGACGACGCUAUGGCGUUAACCGGUCUGAUGAUCUUGGAGGACCU
GGGUGUGGAUCAACCACUACUCGACUUGAUCGAGUGCGCCUUUGGA
GAAAUAUCAUCCACCCAUCUACCUACGGGUACUCGUUUUAAAUUCG
GGGCGAUGAUGAAAUCCGGAAUGUUCCUCACACUUUUUGUCAACAC
AGUUUUGAAUGUCGUUAUCGCCAGCAGAGUACUAGAGGAGCGGCUU
AAAACGUCCAGAUGUGCAGCGUUCAUUGGCGACGACAACAUCAUAC
AUGGAGUAGUAUCUGACAAAGAAAUGGCUGAGAGGUGCGCCACCUG
GCUCAACAUGGAGGUUAAGAUCAUCGACGCAGUCAUCGGGUGAGAGA
CCACCUUACUUCUGCGGCGGAUUUAUCUUGCAAGAUUCGGUUACUU
CCACAGCGUGCCGCGUGGCGGAUCCCCUGAAAAGGCUGUUUAAGUU
GGGUAAACCGCUCCCAGCCGACGACGAGCAAGACGAAGACAGAAGA
CGCGCUCUGCUAGAUGAAACAAAGGCGUGGUUUAGAGUAGGUAUAA
CAGGCACUUUAGCAGUGGCCGUGACGACCCGGUAUGAGGUAGACAA
UAUUACACCUGUCCUACUGGCAUUGAGAACUUUUGCCCAGAGCAAA
AGAGCAUUCCAAGCCAUCAGAGGGGAAAUAAAGCAUCUCUACGGUG
GUCCUAAAAUAGUCAGCAUAGUACAUUUCAUCUGACUAAUACUACAA
CACCACCACCACGCGUGCUAGACCAUGGAUCCUAGACGCUACGCCC
CAAUGAUCCGACCAGCAAAACUCGAUGUACUUCCGAGGAACUGAUG
UGCAUAAUGCAUCAGGCUGGUACAUUAGAUCCCCGCUUACCGCGGG
CAAUAUAGCAACACUAAAAAACUCGAUGUACUUCCGAGGAAGCGCAG
UGCAUAAUGCUGCGCAGUGUUGCCACAUAACCACUAUAUUAACCAU
UUAUCUAGCGGACGCCAAAAACUCAAUGUAUUUCUGAGGAAGCGUG
GUGCAUAAUGCCACGCAGCGUCUGCAUAACUUUUAUUAUUUCUUUU
AUUAAUCAACAAAAUUUUGUUUUUAACAUUUCAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3060 STELLARE™ 3060
AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGAACCAAUUACCUACCCAAAAU (SEGUENTE gp70
GGAGAAAGUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGA ID



GCUUUGCAGCGGAGCUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGG N.: 105)
UCACUGAUAAUGACCAUGCUAAUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGC
UUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGACCCAUCCGACACGAUCCUU
GACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUUCUAAGCACAAGU
AUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCGGACAGAUU
GUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGA
GCGACCCUGACCUGGAAACUGAGACUAUUGGCCUCCACGACGACGA
GUCGUGUCGCUACGAAGGGCAAGUCGCUGUUUACCAGGAUGUAUAC
GCCGUCGACGGCCCCACCAGCCUGUACCACCAGGCCAACAAGGGCG
UGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCGACACCACACCCUUCAUGUU
CAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGCACCAACUGGGCC
GACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAGCAGCG
ACGUGAUGGAGAGGAGCCGGAGGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAA
AUACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACC
AUCUACCACGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACCUGCCCA
GCGUGUUCCACCCUGAGGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGA
GACCAUCGUGAGCUGCGACGGCUACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUC
AGCCCCGGCCUGUACGCAAGCCCAGCGGCUACGCCGCUACAAUGC
ACAGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACACCCUGAACGG
CGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGCCACCCUG
UGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACG
ACGCCCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAA
CGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUG
CCCGUGGUGGCCCAGGCUUUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGG
AGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCUGGGCCUGAGGGACAGGCAGCU
GGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGGCACAAGAUCACCAGC
AUCUACAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUGAACAGCG
ACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUCGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAG
GAGCCCAGCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGU
GCGCUGCCGACGAGGCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAG
GGCCGCCCUGCCACCCCUGGCUGCCGACGUGGAACCCACCCUG
GAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCG
UGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGCUACGACGGCGA
GGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGUGCUG
AAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGA
UCGUGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCC
CUACCACGGCAAGGUGGUCGUGCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUG
CAGGACUUCCAGGCCCUGAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACG
AGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACCUGCACCAUAUCGCCACCCACGG
CGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUACAAGACCGUGAAGCCC
AGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAGGAAGCAGU
GCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAGCU



GGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACC
AGACCCGCCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCG
UGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAA
GAAAGACCUGGUGGUCAGCGCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUC
AUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAGGCCUGGACGUGAACGCGCGCA
CCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAGCACCCCGUGGAGAC
CCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCACCCUGAGG
GCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCA
CUUCAACCACGAGAUCUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGC
AGGCGGUGCACCAAGAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACccuGUUcCu
ACGACAAGAAAAUGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGU
GAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCUGAUC
CUGACCUGCUUCAGGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCAGAUCGACUACA
AGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCCAGCCAGGGCCUGACCAG
GAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUG
UACGCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCG
AGGACAGGAUCGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAA
GACCCUGACCGCCAAGUACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAA
GAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCCAUCAUGGAGGCAAUCCUGGAGA
GGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAAGGCCAACGUGUGCUG
GGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCAUCGACAUG
ACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAGG
CCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUU
CGGCCUGGACCUGGACAGCGGCCUGUUCAGCGCCCCCACCGUGLcA
CUGAGCAUCAGGAACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACA
UGUACGGCCUGAACAAGGAGGUGGUCAGGCAGCUGAGCAGGCGGUA
CCCACAGCUGCCCAGGGCCGUGGCCACCGGCAGGGUGUACGACAUG
AACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGAUCAACCUGGUGC
CCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCACAACGA
GCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGC
AGGACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGA
UGGUGGACUGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAG
GCUGGACCUCGGCAUCCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUC
UUCGUGAACGUCAGGACCCCAUACAAGUACCACCCAUUACCAGCAGU
GCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUGCUGACCAAGAAGGCCUG
CCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAUCGGCUACGGC
UACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCAGGC
UGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGA
AACCGAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGG
ACCCACAACCCCUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACA
CCGGCAGGCUGCACGAGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGU
GGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCCACCGAGGGCGUGAUCAUCAAC
GCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGUGUGCGGLGLCLC



UGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCAUCGAGGU
GGGCAAGGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACA
AGCAGCUGGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGA
CAAUAACUACAAGAGCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUC
UUCAGCGGCAACAAGGACAGGCUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGC
UCACCGCCCUGGACACCACCGAUGCCGACGUGGCCAUCUACUGCAG
GGACAAGAAGUGGGAGAUGACCCUGAAGGAGGCCGUGGCCAGGCGG
GAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGUGACCG
AGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGC
CGGCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUAC
CUGGAGGGGCACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGA
UCAACGCUAUGUGGCCCGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGUG
CAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCAUGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGC
CCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCAcCccuGcecu
GCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGGGUGCAGCGGCUGAA
GGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCACUG
CCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGC
CCAUCCUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAA
GUACCUGGUGGAGACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGC
GCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACcCCCUGA
UCACCGAGGACGAGACAAGGAACCCGGACCCCAGAGCCCAUCAUUAU
CGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCUGACGACGGCCCC
ACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCCCACCCA
GCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGA
CGUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUG
ACCUCCGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGA
GCAUGGAGUUCCUGGCCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUU
CAGGAACCCACCCCACCCAGCUCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCUG
GCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGCCUGGUGAGCACCCCAC
CCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGAGGCCCUGAC
ACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGGUG
UCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCG
AGGCCUUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCuA
CAUCUUCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGC
GUGAGGCAGACCGUGCUGAGCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGC
UGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUGGACCAGGAGAAGGAGGAACU
GCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGC
AGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUCACCGCCA
GGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCC
AGCGUGAACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCU
GCAACGCUAUGCUGAAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUG
CAUCAUCCCCGAGUACGACGCCUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCC



AGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCUGCCCCGCCAAGCUGAGGA
GCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACCAUCAGGAGCGC
CGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGCCGCU
GCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUUGCCCG
UGCUGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAAUACGC
CUGCAACAACGAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGG
CUGACCGAAGAGAACGUGGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCC
CCAAGGCCGCUGCCCUGUUCGCUAAGACCCACAACCUGAACAUGCU
GCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUGGACCUGAAGAGGGAC
GUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGGCCCAAGG
UGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGUG
CGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUG
CCCAACAUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACG
CCAUCAUCGCCGAGCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGAC
CGACAUCGCCAGCUUCGACAAGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUG
ACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUGGGCGUGGACGCCGAGCUGC
UCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAGCUCCAUCCACCU
GCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAAGCGGA
AUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCG
CCAGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGCGCUGL
CUUCAUCGGCGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAG
CUGAUGGCCGACAGGUGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGA
UCAUCGACGCCGUGGUGGGCGAGAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGG
AUUCAUCCUGUGCGACAGCGUGACCGGCACCGCCUGCAGGGUGGCC
GACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCACUGGGCCGCUG
ACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGAAAG
CACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCC
GUGGAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGG
CUAUGACCACACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAG
GGGGGCCCCUAUAACUCUCUAACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACA
UAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCACCAUGAGAGUGACAGCCCCUAG
AACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAGCUGUUGCUCUGACAGAGACA
UGGGCUGGAUCUCUGAGCGAGGUGACCGGCCAGGGCCUGUGCAUCG
GCGCCGUGCCCAAGACCCACCAGGUGCUGUGCAACACCACCCAGAA
GACCAGCGACGGCAGCUACUACCUGGCCGCCUCCCACCGGCACCACC
UGGCCUGCAGCACCGGCCUGACCCCUUGCAUCAGCACCACCAUCC
UGAACCUGACCACCGACUACUGCGUGCUGGUGGAGCUGUGGCCCAG
GGUGACCUACCACAGCCCCAGCUACGCCUACCACCAGUUCGAGAGG
AGGGCCAAGUACAAGAGGGAGCCCGUGAGCCUGACCCUGGCCCUGC
UGCUGGGCGGCCUGACAAUGGGCGGCAUCGCCGCCGGCGUGGGCAC
CGGCACCACCGCCCUGGUGGCCACCCAGCAGUUCCAGCAGCUGCAG
GCCGCCAUGCACGACGACCUGAAGGAGGUGGAGAAGUCCAUCACCA
ACCUGGAGAAGUCCCUGACCAGCCUGAGCGAGGUGGUGCUGCAGAA
CAGGAGGGCCUGGACCUGCUGUUCCUGAAGGAGGGCGGCCUGUGC



GCCCGCCCUGAAGGAGGAGUGCUGCCUGUACGCCGACCACACCGGCC
UGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGGCCUGGCCGUCCUCGCCGUGGU
GGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCUGUUAUGUGCAGAAGAAAGUCA
UCCGGCGGAAAAGGGAGGCUCCUACUCUCAGGCUGCUUCUGCUACAG
UGCCUAGAGCUCUUAUGUGUUUAUCUCAGCUGUAAACUCGAGUAUG
UUACGUGCAAAGGUGAUUGUCACCCCCCGAAAGACCAUAUUGUGAC
ACACCCUCAGUAUCACGCCCAAACAUUUACAGCCGCGGUGUCAAAA
ACCGCGUGCUGGACGUGGUUAACAUCCCUGCUGGGAGGAUCAGCCGUAA
UUAUUAUAAUUGGCUUGGUGCUGGCUACUAUUGUGGGCCAUGUACGU
GCUGACCAACCAGAAACAUAAUUGAAUACAGCAGCAAUUGGCAAGC
UGCUUACAUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAAUUUU
UAUUUUAUUUUUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUAAU
AUUUCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3061 STELLARE™ 3061
AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGAACCAAUUACCUACCCAAA (SEGUENTE AH1A5
AUGGAGAAAGUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCU ID
CAGAGCUUUGCAGCGGAGCUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCA N.: 106)
AGCAGGUCACUGAUAAUGACCAUGCUAAUGCCAGACGUUUUCG
CAUCUGGCUUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGACCCAUCCGA
CACGAUCCUUGACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUU
CUAAGCACAAGUAUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAA
GAUCCGGACAGAUUGUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAA
CUGUAAGGAAAUAACUGAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGG
AGCUGGCCGCCGUCAUGAGCGACCCUGACCUGGAAACUGAGACU
AUGUGCCUCCACGACGACGAGUCGUGUCGCUACGAAGGGCAAGU
CGCUGUUUACCAGGAUGUAUACGCCGUCGACGGCCCCACCAGCC
UGUACCACCAGGGCAACAAGGGCGUGAGGGUGGCCUACUGGAUC
GGCUUCGACACCACACCCCUUCAUGUUCAAGAACCUGGCCGGCGC
CUACCCCAGCUACAGCACCAACUGGGCCGACGAGACCGUGCUGA
CCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAGCAGCGACGUGAUGGAGAGG
AGCCGGAGAGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAAAUACCUGAAGCC
CAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACCAUCUACCACG
AGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACCUGCCCAGCGUGUUC
CACCUGAGGGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGAGACCAU
CGUGAGCUGCGACGGCUACGUGGUGGAAGAGGAUCGCCAUCAGCC
CCGGCCUGUACGCAAGCCCAGCGGCUACGCCGCUACAAUGCAC
AGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACACCCUGAACGG
CGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGLCACCC
UGUGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCC
GACGACGCCCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGU
GGUCAACGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACU
ACCUGCUGCCCGUGGUGGCCCAGGCUUUCGCCAGGUGGGCCAAG
GAGUACAAGGAGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCUGGGCCUGAG



GGACAGGCAGCUGGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGGC
ACAAGAUCACCAGCAUCUACAAGAGCCCGACACCCAGACCAUC
AUCAAGGUGAACAGCGACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAU
CGGCAGCAACACCCUGGAGAUCGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGA
AGAUGCUGGAGGAACACAAGGAGCCCAGCCCACUGAUCACCGCC
GAGGACGUGCAGGAGGCCAAGUGCGCUGCCGACGAGGCCAAGGA
GGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAGGGCCGCCCUGCCACCCCUGG
CUGCCGACGUGGAGGAACCCACCCUGGAAGCCGACGUGGACCUG
AGOSTOCUGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCGUGGAGACACCCAGGGG
CCUGAUCAAGGUGACCAGCUACGACGGCGAGGACAAGAUCGGCA
GCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGUGCUGAAGUCCGAGAAG
CUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGAUCGUGAUCAC
CCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCCCUACCACG
GCAAGGUGGUCGUGCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUGCAGGAC
UUCCAGGCCCUGAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACGAGAG
GGAGUUCGUGAACAGGUACCUGCACCAUAUCGCCACCCACGGCG
GAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUACAAGACCGUGAAGCCC
AGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAGGAAGCA
GUGCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCG
AGCUGGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUG
AGGACCAGACCCGCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGU
GUACGGCGUGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCG
CCGUGACCAAGAAAGACCUGGUGGUCAGCGCCAAGAAAGAGAAC
UGCGCCGAGAUCAUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAGGCCUGGA
CGUGAACGCGCGCACCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCA
AGCACCCCGUGGAGACCCUGUACAUCGACGAGGCcUUCGCUUGC
CACGCCGGCACCCUGAGGGCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAA
GAAAGCCGUGCUGUGCGGCGACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCA
ACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCACUUCAACCACGAGAUCUGCACC
CAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGCAGGCGGUGCACCAAGAGCGU
GACCAGCGUCGUGAGCACCCUGUUCUACGACAAGAAAAUGAGGA
CCACCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGUGAUCGACACCACAGGC
AGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCUGAUCCUGACCUGCUUCAG
GGGCUGGGUGAAGCAGCUGCAGAUCGACUACAAGGGCAACGAGA
UCAUGACCCGCCGCUGCCAGCCAGGGCCUGACCAGGAAGGGCGUG
UACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUGUACGCUCC
CACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCGAGGACA
GGAUCGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAAGACC
CUGACCGCCAAGUACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAAGA
GUGGCAGGCCGAGCACGACGCCAUCAUGAGGCACAUCCUGGAGA
GGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAAGGCCAACGUGUGC
UGGGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCAUCGA
CAUGACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCG
ACAAGGCCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUG



AGGUUCUUCGGCCUGGACCUGGACAGCGGCCCUGUUCAGCGCLCCC
CACCGUGCCACUGAGCAUCAGGAACAACCACUGGGACAACAGCC
CCAGCCCAAACAUGUACGGCCUGAACAAGGAGGUGGUCAGGCAG
CUGAGCAGGCGGUACCCACAGCUGCCCCAGGGCCGUGGCCACCGG
CAGGGUGUACGACAUGAACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACC
CCAGGAUCAACCUGGUGCCCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCC
CUGGUGCUGCACCACAACGAGCACCCACAGAGCGACUUCAGCUC
CUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGCAGGACCGUGCUGGUCGUGGGCG
AGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGAUGGUGGACUGGCUGAGCGAC
AGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAGGCUGACCUCGGCAUCCC
CGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUCUUCGUGAACGUCAGGA
CCCCAUACAAGUACCACCAUUACCAGCAGUGCGAGGACCACGCC
AUCAAGCUGAGCAUGCUGACCAAGAAGGCCUGCCUGCACCUGAA
CCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAUCGGCUACGGCUACGCCGACA
GGGCCAGCGAGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCAGGCUGUUCAAG
UUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGAAACCGA
GGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGGACCC
ACAACCCCUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACACC
GGCAGCAGGCUGCACGAGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGU
GGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCCACCGAGGGCGUGAUCAUCA
ACGCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGUGUGGCGGC
GCCCUGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCAU
CGAGGUGGGCAAGGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACA
UCAUCCACGCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUG
GAAGGCGACAAGCAGCCUGGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAA
GAUCGUGAACGACAAUAACUACAAGAGCGUGGCCAUCCCACUGC
UCAGCACGGCAUCUUCAGCGGCAACAAGGACAGGCUGACCCAG
AGCCUGAACCACCUGCUCACCGCCCUGGACACCACCGAUGCCGA
CGUGGCCAUCUACUGCAGGGACAAGAAGUGGGGAAUGACCCUGA
AGGAGGCCGUGGCCAGGCGGGAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUC
AGCGACGACUCCAGCGUGACCGAGCCCGACGCCGACGCUGGUGAG
GGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGCCGGCAGGAAGGGCUACAGCA
CCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUACCUGGAGGGCACCAAGUUC
CACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGAUCAACGCUAUGUGGCC
CGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGUGCAUGUACAUCCUGG
GCGAGAGCAUGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGCCCCGUGGAGGAA
AGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCACCCUGCCCcUGCCUGUGCAU
CCACGCUAUGACACCCGAGAGGGUGCAGCGGCUGAAGGCCAGCA
GGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCACUCCUUCCCACUGCCCAAG
UACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGCCCAU
CCUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCCAGGAAGU
ACCUGGUGGAGACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGC
GCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCcAcCcccu
GAUCACCGAGGACGAGACAAGGACCACCGACCCCAGACCCAUCA



UUAUCGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCUGAGCGAC
GGCCCCACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGG
CCCACCCAGCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCA
GCGACUUCGACGUGGACACGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAG
GGCGCCAGCGUGACCUCCGGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAG
CUACUUCGCCAAGAGCAUGGAGUUCCUGGCCAGGCCCGUGCCAG
CUCCCAGGACCGUGUUCAGGAACCCACCCCACCCAGCUCCCAGG
ACCAGGACCCCAAAGCCUGGCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGAC
CAGCCUGGUGAGCACCCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCA
GGGAGGAACUGGAGGCCCUGACACCCAGCAGGACCCCCAGCAGG
UCCGUGAGCAGGACUAGUCUGGUGUCCAACCCACCCGGCGUGAA
CAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCGAGGCCUUCGUGGCCCAGC
AACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCUACAUCUUCAGCAGCGAC
ACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGCGUGAGGCAGACCGU
GCUGAGCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGCUGGAAAUCAGCU
ACGCCCCCAGGCUGGACCAGGAGAAGGAGGAACUGCUCAGGAAG
AAACUGCAGCUGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGCAGGUACCA
GAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUCACCGCCAGGCGGA
UCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAAGGUG
GAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCCAG
CGUGAACAGGGCCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCU
GCAACGCUAUGCUGAAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUAC
UGCAUCAUCCCCGAGUACGACGCCUACCUGGACAUGGUGGACGG
CGCCAGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCUGCCCCGCCAAGC
UGAGGAGCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACCAUC
AGGAGCGCCGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGU
GCUGGCCGCUGCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGA
GGGAGCUGCCCGUGCUGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGC
UUCAAGAAAUACGCCUGCAACAACGAGUACUGGGAGACCUUCAA
GGAGAACCCCAUCAGGCUGACCGAAGAGAACGUGGUGAACUACA
UCACCAAGCUGAAGGGCCCCAAGGCCGCUGCCCUGUUCGCUAAG
ACCCACAACCUGAACAUGCUGCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUU
CGUGAUGGACCCUGAAGAGGGACGUGAAGGUGACACCCGGCACCA
AGCACACCGAGGAGAGGCCCAAGGUGCAGGUGAUCCAGGCCGCU
GACCCACUGGCCACCGCCUACCUGUGCGGCAUCCACAGGGAGCU
GGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUGCCCAACAUCCACACCC
UGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACGCCAUCAUCGCCGAG
CACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGACCGACAUCGCCAG
CUUCGACAAGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUGACCGCUCUGA
UGAUCCUGGAGGACCUGGGCGUGGACGCCGAGCUGCUCACCCUG
AUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAGCUCCAUCCACCUGCCCAC
CAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAAGCGGAAUGU
UCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCGCC
AGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGLGLUGL



CUUCAUCGGCGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACA
AGCUGAUGGGCCGACAGGUGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUG
AAGAUCAUCGACGCCGUGGUGGGGCGAGAAGGCCCCCUACUUCUG
CGGCGGAUUCAUCCUGUGCGACAGCGUGACCGGCACCGCCUGCA
GGGUGGCCGACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCA
CUGGCCGCUGACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCU
GCACGAGGAAAGCACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCG
AGCUGUGCAAGGCCGUGGAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACC
AGCAUCAUCGUGAUGCUAUGACCACACUGGCCAGCUCCGUCAA
GAGCUUCUCCUACCUGAGGGGGGCCCCUAUAACUCUCUACGGCU
AACCUGAAUGGACUACGACAUAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCA
CCAUGAGAGUGACAGCCCCUAGAACCUUACUGCUUCUGCUUUGG
GGAGCUGUUGCUCUGACAGAGACAUGGGCUGGAUCUUACCACAG
CCCCAGCUACGCCUACCACCAGUUCGAGAGGGGGGGGAGGAGGCU
CCGGGGGAGGAGGCUCCCUGAAGAUCAGCCAGGCCGUGCACGCC
GCCCACGCCGAGAUCAACGAGGCCGGCCGGGAGGUGAUCGUGGG
CAUUGUCGCUGGCCUGGCCGUCCUCGCCGUGGUGGUGAUUGGAG
CUGUGGUCGCAGCUGUUAUGUGCAGAAGAAAGUCAUCCGGCGGA
AAGGGAGGCUCCUACUCUCAGGCUGCUUCUGCUACAGUGCCUAG
AGCUCUUAUGUGUUUAUCUCAGCUGUAAACUCGAGUAUGUUACG
UGCAAAGGUGAUUGUCACCCCCCGAAAGACCAUAUUGUGACACA
CCCUCAGUAUCACGCCCAAACAUUUACAGCCGGUGUCAAAAA
CCGCGUGGACGUGGUUAACAUCCCUGCUGGGAGGAUCAGCCGUA
AUUAUUAUAAUUGGCUUGGUGCUGGCUACUAUUGUGGCCAUGUA
CGUGCUGACCAACCAGAAACAUAAUUGAAUACAGCAGCAAUUGG
CAAGCUGCUUACAUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUA
AAAUUUUUAUUUUAUUUUUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUU
GUUUUUAAUAUUUCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAG
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAA 3067
STELLARE™ 3067 AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGAACCAAUUACCUACCCAAAAU (SEGUENTE
gp70- GGAGAAAGUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGA ID BANDIERA
GCUUUGCAGCGGAGCUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGG N.: 107)
UCACUGAUAAUGACCAUGCUAAUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGC
UUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGACCCAUCCGACACGAUCCUU
GACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUUCUAAGCACAAGU
AUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCGGACAGAUU
GUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGA
GCGACCCUGACCUGGAAACUGAGACUAUUGGCCUCCACGACGACGA
GUCGUGUCGCUACGAAGGGCAAGUCGCUGUUUACCAGGAUGUAUAC
GCCGUCGACGGCCCCACCAGCCUGUACCACCAGGCCAACAAGGGCG
UGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCGACACCACACCCUUCAUGUU
CAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGCACCAACUGGGCC



GACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAGCAGCG
ACGUGAUGGAGAGGAGCCGGAGGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAA
AUACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACC
AUCUACCACGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACcCUGCccA
GCGUGUUCCACCCUGAGGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGA
GACCAUCGUGAGCUGCGACGGCUACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUC
AGCCCCGGCCUGUACGCAAGCCCAGCGGCUACGCCGCUACAAUGC
ACAGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACACCCUGAACGG
CGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGCCACCCUG
UGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACG
ACGCCCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAA
CGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUG
CCCGUGGUGGCCCAGGCUUUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGG
AGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCUGGGCCUGAGGGACAGGCAGCU
GGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGGCACAAGAUCACCAGC
AUCUACAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUGAACAGCG
ACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUCGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAG
GAGCCCAGCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGU
GCGCUGCCGACGAGGCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAG
GGCCGCCCUGCCACCCCUGGCUGCCGACGUGGAACCCACCCUG
GAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCG
UGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGCUACGACGGCGA
GGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGUGCUG
AAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGA
UCGUGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCC
CUACCACGGCAAGGUGGUCGUGCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUG
CAGGACUUCCAGGCCCUGAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACG
AGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACCUGCACCAUAUCGCCACCCACGG
CGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUACAAGACCGUGAAGCCC
AGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAGGAAGCAGU
GCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAGCU
GGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACC
AGACCCGCCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCG
UGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAA
GAAAGACCUGGUGGUCAGCGCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUC
AUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAGGCCUGGACGUGAACGCGCGCA
CCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAGCACCCCGUGGAGAC
CCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCACCCUGAGG
GCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCA
CUUCAACCACGAGAUCUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGC
AGGCGGUGCACCAAGAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACCcCuGUUCU
ACGACAAGAAAAUGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGU



GAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCUGAUC
CUGACCUGCUUCAGGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCAGAUCGACUACA
AGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCCAGCCAGGGCCUGACCAG
GAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUG
UACGCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCG
AGGACAGGAUCGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAA
GACCCUGACCGCCAAGUACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAA
GAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCCAUCAUGGAGGCAAUCCUGGAGA
GGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAAGGCCAACGUGUGCUG
GGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCAUCGACAUG
ACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAGG
CCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUU
CGGCCUGGACCUGGACAGCGGCCUGUUCAGCGCCCCCACCGUGCCA
CUGAGCAUCAGGAACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACA
UGUACGGCCUGAACAAGGAGGUGGUCAGGCAGCUGAGCAGGCGGUA
CCCACAGCUGCCCAGGGCCGUGGCCACCGGCAGGGUGUACGACAUG
AACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGAUCAACCUGGUGC
CCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCACAACGA
GCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGC
AGGACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGA
UGGUGGACUGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAG
GCUGGACCUCGGCAUCCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUC
UUCGUGAACGUCAGGACCCCAUACAAGUACCACCCAUUACCAGCAGU
GCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUGCUGACCAAGAAGGCCUG
CCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAUCGGCUACGGC
UACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCAGGC
UGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGA
AACCGAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGG
ACCCACAACCCCUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACA
CCGGCAGGCUGCACGAGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGU
GGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCCACCGAGGGCGUGAUCAUCAAC
GCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGUGUGLGGLGLCC
UGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCAUCGAGGU
GGGCAAGGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACA
AGCAGCUGGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGA
CAAUAACUACAAGAGCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUC
UUCAGCGGCAACAAGGACAGGCUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGC
UCACCGCCCUGGACACCACCGAUGCCGACGUGGCCAUCUACUGCAG
GGACAAGAAGUGGGAGAUGACCCUGAAGGAGGCCGUGGCCAGGCGG
GAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGUGACCG
AGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGC
CGGCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUAC
CUGGAGGGGCACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGA



UCAACGCUAUGUGGCCCGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGUG
CAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCAUGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGC
CCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCACccuGcecu
GCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGGGUGCAGCGGCUGAA
GGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCACUG
CCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGC
CCAUCCUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAA
GUACCUGGUGGAGACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGC
GCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACCccuGA
UCACCGAGGACGAGACAAGGAACCCGGACCCCAGAGCCCAUCAUUAU
CGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCUGACGACGGCCCC
ACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCCCACCCA
GCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGA
CGUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUG
ACCUCCGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGA
GCAUGGAGUUCCUGGCCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUU
CAGGAACCCACCCCACCCAGCUCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCUG
GCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGCCUGGUGAGCACCCCAC
CCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGAGGCCCUGAC
ACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGGUG
UCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCG
AGGCCUUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCuA
CAUCUUCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGC
GUGAGGCAGACCGUGCUGAGCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGC
UGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUGGACCAGGAGAAGGAGGAACU
GCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGC
AGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUCACCGCCA
GGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCC
AGCGUGAACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCU
GCAACGCUAUGCUGAAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUG
CAUCAUCCCCGAGUACGACGCCUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCC
AGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCUGCCCCGCCAAGCUGAGGA
GCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACCAUCAGGAGCGC
CGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGCCGCU
GCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUUGCCCG
UGCUGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAAUACGC
CUGCAACAACGAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGG
CUGACCGAAGAGAACGUGGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCC
CCAAGGCCGCUGCCCUGUUCGCUAAGACCCACAACCUGAACAUGCU
GCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUGGACCUGAAGAGGGAC
GUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGGCCCAAGG
UGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGUG
CGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUG



CCCAACAUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACG
CCAUCAUCGCCGAGCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGAC
CGACAUCGCCAGCUUCGACAAGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUG
ACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUGGGCGUGGACGCCGAGCUGC
UCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAGCUCCAUCCACCU
GCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAAGCGGA
AUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCG
CCAGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGCGCUGL
CUUCAUCGGCGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAG
CUGAUGGCCGACAGGUGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGA
UCAUCGACGCCGUGGUGGGCGAGAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGG
AUUCAUCCUGUGCGACAGCGUGACCGGCACCGCCUGCAGGGUGGCC
GACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCACUGGGCCGCUG
ACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGAAAG
CACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCC
GUGGAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGG
CUAUGACCACACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAG
GGGGGCCCCUAUAACUCUCUAACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACA
UAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCACCAUGAGAGUGACAGCCCCUAG
AACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAGCUGUUGCUCUGACAGAGACA
UGGGCUGGAUCUCUGAGCGAGGUGACCGGCCAGGGCCUGUGCAUCG
GCGCCGUGCCCAAGACCCACCAGGUGCUGUGCAACACCACCCAGAA
GACCAGCGACGGCAGCUACUACCUGGCCGCCUCCCACCGGCACCACC
UGGCCUGCAGCACCGGCCUGACCCCUUGCAUCAGCACCACCAUCC
UGAACCUGACCACCGACUACUGCGUGCUGGUGGAGCUGUGGCCCAG
GGUGACCUACCACAGCCCCAGCUACGCCUACCACCAGUUCGAGAGG
AGGGCCAAGUACAAGAGGGAGCCCGUGAGCCUGACCCUGGC UG
UGCUGGGCGGCCUGACAAUGGGCGGCAUCGCCGCCGGCGUGGGCAC
CGGCACCACCGCCCUGGUGGCCACCCAGCAGUUCCAGCAGCUGCAG
GCCGCCAUGCACGACGACCUGAAGGAGGUGGAGAAGUCCAUCACCA
ACCUGGAGAAGUCCCUGACCAGCCUGAGCGAGGUGGUGCUGCAGAA
CAGGAGGGCCUGGACCUGCUGUUCCUGAAGGAGGGCGGCCUGUGC
GCCCGCCCUGAAGGAGGAGUGCUGCCUGUACGCCGACCACACCGGCC
UGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGGCCUGGCCGUCCUCGLCCGUGGU
GGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCUGUUAUGUGCAGAAGAAAGUCA
UCCGGCGGAAAAGGGAGGCUCCUACUCUCAGGCUGCUUCUGCUACAG
UGCCUAGAGCUCUUAUGUGUUUAUCUCAGCUGGGCGGCGGAGGCAG
CGACUACAAGGACGACGAUGACAAGUAAACUCGAGUAUGUUACGUG
CAAAGGUGAUUGUCACCCCCCGAAAGACCAUAUUGUGACACACCCU
CAGUAUCACGCCCAAACAUUUACAGCCGCGGUGUCAAAAACCGCGU
GGACGUGGUUAACAUCCCUGCUGGGAGGAUCAGCCGUAAUUAUUAU
AAUUGGCUUGGUGCUGGCUACUAUUGUGGCCAUGUACGUGCUGACC
AACCAGAAACAUAAUUGAAUACAGCAGCAAUUGGCAAGCUGCUUAC
AUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAAUUUUUAUUUUA



UUUUUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUAAUAUUUCAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3068 STELLARE™ 3068
AUGGGCGGCGCAUGAGAGAAGCCCAGAACCAAUUACCUACCCAAAAU (SEGUENTE AH1A
GGAGAAAGUUCACGUUGACAUCGAGGAAGACAGCCCAUUCCUCAGA ID 5-
GCUUUGCAGCGGAGCUUCCCGCAGUUUGAGGUAGAAGCCAAGCAGG N.: 108) BANDIERA
UCACUGAUAAUGACCAUGCUAAUGCCAGAGCGUUUUCGCAUCUGGC
UUCAAAACUGAUCGAAACGGAGGUGGACCCAUCCGACACGAUCCUU
GACAUUGGAAGUGCGCCCGCCCGCAGAAUGUAUUCUAAGCACAAGU
AUCAUUGUAUCUGUCCGAUGAGAUGUGCGGAAGAUCCGGACAGAUU
GUAUAAGUAUGCAACUAAGCUGAAGAAAAACUGUAAGGAAAUAACU
GAUAAGGAAUUGGACAAGAAAAUGAAGGAGCUGGCCGCCGUCAUGA
GCGACCCUGACCUGGAAACUGAGACUAUUGGCCUCCACGACGACGA
GUCGUGUCGCUACGAAGGGCAAGUCGCUGUUUACCAGGAUGUAUAC
GCCGUCGACGGCCCCACCAGCCUGUACCACCAGGCCAACAAGGGCG
UGAGGGUGGCCUACUGGAUCGGCUUCGACACCACACCCUUCAUGUU
CAAGAACCUGGCCGGCGCCUACCCCAGCUACAGCACCAACUGGGCC
GACGAGACCGUGCUGACCGCCAGGAACAUCGGCCUGUGCAGCAGCG
ACGUGAUGGAGAGGAGCCGGAGGGCAUGAGCAUCCUGAGGAAGAA
AUACCUGAAGCCCAGCAACAACGUGCUGUUCAGCGUGGGCAGCACC
AUCUACCACGAGAAGAGGGACCUGCUCAGGAGCUGGCACcCUGCccA
GCGUGUUCCACCCUGAGGGGCAAGCAGAACUACACCUGCAGGUGCGA
GACCAUCGUGAGCUGCGACGGCUACGUGGUGAAGAGGAUCGCCAUC
AGCCCCGGCCUGUACGCAAGCCCAGCGGCUACGCCGCUACAAUGC
ACAGGGAGGGCUUCCUGUGCUGCAAGGUGACCGACACCCUGAACGG
CGAGAGGGUGAGCUUCCCCGUGUGCACCUACGUGCCCGCCACCCUG
UGCGACCAGAUGACCGGCAUCCUGGCCACCGACGUGAGCGCCGACG
ACGCCCAGAAGCUGCUCGUGGGCCUGAACCAGAGGAUCGUGGUCAA
CGGCAGGACCCAGAGGAACACCAACACAAUGAAGAACUACCUGCUG
CCCGUGGUGGCCCAGGCUUUCGCCAGGUGGGCCAAGGAGUACAAGG
AGGACCAGGAAGACGAGAGGCCCCUGGGCCUGAGGGACAGGCAGCU
GGUGAUGGGCUGCUGCUGGGCCUUCAGGCGGCACAAGAUCACCAGC
AUCUACAAGAGGCCCGACACCCAGACCAUCAUCAAGGUGAACAGCG
ACUUCCACAGCUUCGUGCUGCCCAGGAUCGGCAGCAACACCCUGGA
GAUCGGCCUGAGGACCCGGAUCAGGAAGAUGCUGGAGGAACACAAG
GAGCCCAGCCCACUGAUCACCGCCGAGGACGUGCAGGAGGCCAAGU
GCGCUGCCGACGAGGCCAAGGAGGUGAGGGAGGCCGAGGAACUGAG
GGCCGCCCUGCCACCCCUGGCUGCCGACGUGGAACCCACCCUG
GAAGCCGACGUGGACCUGAUGCUGCAGGAGGCCGGCGCCGGAAGCG
UGGAGACACCCAGGGGCCUGAUCAAGGGUGACCAGCUACGACGGCGA
GGACAAGAUCGGCAGCUACGCCGUGCUGAGCCCACAGGCCGUGCUG
AAGUCCGAGAAGCUGAGCUGCAUCCACCCACUGGCCGAGCAGGUGA
UCGUGAUCACCCACAGCGGCAGGAAGGGCAGGUACGCCGUGGAGCC



CUACCACGGCAAGGUGGUCGUGCCGAGGGCCACGCCAUCCCCGUG
CAGGACUUCCAGGCCCUGAGCGAGAGCGCCACCAUCGUGUACAACG
AGAGGGAGUUCGUGAACAGGUACCUGCACCAUAUCGCCACCCACGG
CGGAGCCCUGAACACCGACGAGGAAUACUACAAGACCGUGAAGCCC
AGCGAGCACGACGGCGAGUACCUGUACGACAUCGACAGGAAGCAGU
GCGUGAAGAAAGAGCUGGUGACCGGCCUGGGACUGACCGGCGAGCU
GGUGGACCCACCCUUCCACGAGUUCGCCUACGAGAGCCUGAGGACC
AGACCCGCCCGCUCCCUACCAGGUGCCCACCAUCGGCGUGUACGGCG
UGCCCGGCAGCGGAAAGAGCGGCAUCAUCAAGAGCGCCGUGACCAA
GAAAGACCUGGUGGUCAGCGCCAAGAAAGAGAACUGCGCCGAGAUC
AUCAGGGACGUGAAGAAGAUGAAAGGCCUGGACGUGAACGCGCGCA
CCGUGGACAGCGUGCUGCUGAACGGCUGCAAGCACCCCGUGGAGAC
CCUGUACAUCGACGAGGCCUUCGCUUGCCACGCCGGCACCCUGAGG
GCCCUGAUCGCCAUCAUCAGGCCCAAGAAAGCCGUGCUGUGCGGCG
ACCCCAAGCAGUGCGGCUUCUUCAACAUGAUGUGCCUGAAGGUGCA
CUUCAACCACGAGAUCUGCACCCAGGUGUUCCACAAGAGCAUCAGC
AGGCGGUGCACCAAGAGCGUGACCAGCGUCGUGAGCACccuGUUcCU
ACGACAAGAAAAUGAGGACCACCAACCCCAAGGAGACCAAAAUCGU
GAUCGACACCACAGGCAGCACCAAGCCCAAGCAGGACGACCUGAUC
CUGACCUGCUUCAGGGGCUGGGUGAAGCAGCUGCAGAUCGACUACA
AGGGCAACGAGAUCAUGACCGCCGCUGCCAGCCAGGGCCUGACCAG
GAAGGGCGUGUACGCCGUGAGGUACAAGGUGAACGAGAACCCACUG
UACGCUCCCACCAGCGAGCACGUGAACGUGCUGCUGACCAGGACCG
AGGACAGGAUCGUGUGGAAGACCCUGGCCGGCGACCCCUGGAUCAA
GACCCUGACCGCCAAGUACCCCGGCAACUUCACCGCCACCAUCGAA
GAGUGGCAGGCCGAGCACGACGCCAUCAUGGAGGCAAUCCUGGAGA
GGCCCGACCCCACCGACGUGUUCCAGAACAAGGCCAACGUGUGCUG
GGCCAAGGCCCUGGUGCCCGUGCUGAAGACCGCCGGCAUCGACAUG
ACCACAGAGCAGUGGAACACCGUGGACUACUUCGAGACCGACAAGG
CCCACAGCGCCGAGAUCGUGCUGAACCAGCUGUGCGUGAGGUUCUU
CGGCCUGGACCUGGACAGCGGCCUGUUCAGCGCCCCCcACCGUGLcA
CUGAGCAUCAGGAACAACCACUGGGACAACAGCCCCAGCCCAAACA
UGUACGGCCUGAACAAGGAGGUGGUCAGGCAGCUGAGCAGGCGGUA
CCCACAGCUGCCCAGGGCCGUGGCCACCGGCAGGGUGUACGACAUG
AACACCGGCACCCUGAGGAACUACGACCCCAGGAUCAACCUGGUGC
CCGUGAACAGGCGGCUGCCCCACGCCCUGGUGCUGCACCACAACGA
GCACCCACAGAGCGACUUCAGCUCCUUCGUGAGCAAGCUGAAAGGC
AGGACCGUGCUGGUCGUGGGCGAGAAGCUGAGCGUGCCCGGCAAGA
UGGUGGACUGGCUGAGCGACAGGCCCGAGGCCACCUUCCGGGCCAG
GCUGGACCUCGGCAUCCCCGGCGACGUGCCCAAGUACGACAUCAUC
UUCGUGAACGUCAGGACCCCAUACAAGUACCACCCAUUACCAGCAGU
GCGAGGACCACGCCAUCAAGCUGAGCAUGCUGACCAAGAAGGCCUG
CCUGCACCUGAACCCCGGAGGCACCUGCGUGAGCAUCGGCUACGGC
UACGCCGACAGGGCCAGCGAGCAUCAUUGGCGCCAUCGCCAGGC



UGUUCAAGUUCAGCAGGGUGUGCAAACCCAAGAGCAGCCUGGAGGA
AACCGAGGUGCUGUUCGUGUUCAUCGGCUACGACCGGAAGGCCAGG
ACCCACAACCCCUACAAGCUGAGCAGCACCCUGACAAACAUCUACA
CCGGCAGGCUGCACGAGGCCGGCUGCGCCCCCAGCUACCACGU
GGUCAGGGGCGAUAUCGCCACCGCCACCGAGGGCGUGAUCAUCAAC
GCUGCCAACAGCAAGGGCCAGCCCGGAGGCGGAGUGUGLGGLGLCEC
UGUACAAGAAGUUCCCCGAGAGCUUCGACCUGCAGCCCAUCGAGGU
GGGCAAGGCCAGGCUGGUGAAGGGCGCCGCUAAGCACAUCAUCCAC
GCCGUGGGCCCCAACUUCAACAAGGUGAGCGAGGUGGAAGGCGACA
AGCAGCUGGCCGAAGCCUACGAGAGCAUCGCCAAGAUCGUGAACGA
CAAUAACUACAAGAGCGUGGCCAUCCCACUGCUCAGCACCGGCAUC
UUCAGCGGCAACAAGGACAGGCUGACCCAGAGCCUGAACCACCUGC
UCACCGCCCUGGACACCACCGAUGCCGACGUGGCCAUCUACUGCAG
GGACAAGAAGUGGGAGAUGACCCUGAAGGAGGCCGUGGCCAGGCGG
GAGGCCGUGGAAGAGAUCUGCAUCAGCGACGACUCCAGCGUGACCG
AGCCCGACGCCGAGCUGGUGAGGGUGCACCCCAAGAGCUCCCUGGC
CGGCAGGAAGGGCUACAGCACCAGCGACGGCAAGACCUUCAGCUAC
CUGGAGGGGCACCAAGUUCCACCAGGCCGCUAAGGACAUCGCCGAGA
UCAACGCUAUGUGGCCCGUGGCCACCGAGGCCAACGAGCAGGUGUG
CAUGUACAUCCUGGGCGAGAGCAUGUCCAGCAUCAGGAGCAAGUGC
CCCGUGGAGGAAAGCGAGGCCAGCACACCACCCAGCAcCccuGcecu
GCCUGUGCAUCCACGCUAUGACACCCGAGGGUGCAGCGGCUGAA
GGCCAGCAGGCCCGAGCAGAUCACCGUGUGCAGCUCCUUCCCACUG
CCCAAGUACAGGAUCACCGGCGUGCAGAAGAUCCAGUGCAGCCAGC
CCAUCCUGUUCAGCCCAAAGGUGCCCGCCUACAUCCACCCCAGGAA
GUACCUGGUGGAGACCCCACCCGUGGACGAGACACCCGAGCCAAGC
GCCGAGAACCAGAGCACCGAGGGCACACCCGAGCAGCCACCccuGA
UCACCGAGGACGAGACAAGGAACCCGGACCCCAGAGCCCAUCAUUAU
CGAGGAAGAGGAAGAGGACAGCAUCAGCCUGCUGACGACGGCCCC
ACCCACCAGGUGCUGCAGGUGGAGGCCGACAUCCACGGCCCACCCA
GCGUGUCCAGCUCCAGCUGGAGCAUCCCACACGCCAGCGACUUCGA
CGUGGACAGCCUGAGCAUCCUGGACACCCUGGAGGGCGCCAGCGUG
ACCUCCGCGCCACCAGCGCCGAGACCAACAGCUACUUCGCCAAGA
GCAUGGAGUUCCUGGCCAGGCCCGUGCCAGCUCCCAGGACCGUGUU
CAGGAACCCACCCCACCCAGCUCCCAGGACCAGGACCCCAAGCCUG
GCUCCCAGCAGGGCCUGCAGCAGGACCAGCCUGGUGAGCACCCCAC
CCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAACUGGAGGCCCUGAC
ACCCAGCAGGACCCCCAGCAGGUCCGUGAGCAGGACUAGUCUGGUG
UCCAACCCACCCGGCGUGAACAGGGUGAUCACCAGGGAGGAAUUCG
AGGCCUUCGUGGCCCAGCAACAGAGACGGUUCGACGCCGGCGCCUA
CAUCUUCAGCAGCGACACCGGCCAGGGACACCUGCAGCAAAAGAGC
GUGAGGCAGACCGUGCUGAGCGAGGUGGUGCUGGAGAGGACCGAGC
UGGAAAUCAGCUACGCCCCCAGGCUGGACCAGGAGAAGGAGGAACU
GCUCAGGAAGAAACUGCAGCUGAACCCCACCCCAGCCAACAGGAGC



AGGUACCAGAGCAGGAAGGUGGAGAACAUGAAGGCCAUCACCGCCA
GGCGGAUCCUGCAGGGCCUGGGACACUACCUGAAGGCCGAGGGCAA
GGUGGAGUGCUACAGGACCCUGCACCCCGUGCCACUGUACAGCUCC
AGCGUGAACAGGGCCUUCUCCAGCCCCAAGGUGGCCGUGGAGGCCU
GCAACGCUAUGCUGAAGGAGAACUUCCCCACCGUGGCCAGCUACUG
CAUCAUCCCCGAGUACGACGCCUACCUGGACAUGGUGGACGGCGCC
AGCUGCUGCCUGGACACCGCCAGCUUCUGCCCCGCCAAGCUGAGGA
GCUUCCCCAAGAAACACAGCUACCUGGAGCCCACCAUCAGGAGCGC
CGUGCCCAGCGCCAUCCAGAACACCCUGCAGAACGUGCUGGCCGCU
GCCACCAAGAGGAACUGCAACGUGACCCAGAUGAGGGAGCUUGCCCG
UGCUGGACAGCGCUGCCUUCAACGUGGAGUGCUUCAAGAAAAUACGC
CUGCAACAACGAGUACUGGGAGACCUUCAAGGAGAACCCCAUCAGG
CUGACCGAAGAGAACGUGGUGAACUACAUCACCAAGCUGAAGGGCC
CCAAGGCCGCUGCCCUGUUCGCUAAGACCCACAACCUGAACAUGCU
GCAGGACAUCCCAAUGGACAGGUUCGUGAUGGACCUGAAGAGGGAC
GUGAAGGUGACACCCGGCACCAAGCACACCGAGGAGGCCCAAGG
UGCAGGUGAUCCAGGCCGCUGACCCACUGGCCACCGCCUACCUGUG
CGGCAUCCACAGGGAGCUGGUGAGGCGGCUGAACGCCGUGCUGCUG
CCCAACAUCCACACCCUGUUCGACAUGAGCGCCGAGGACUUCGACG
CCAUCAUCGCCGAGCACUUCCAGCCCGGCGACUGCGUGCUGGAGAC
CGACAUCGCCAGCUUCGACAAGAGCGAGGAUGACGCUAUGGCCCUG
ACCGCUCUGAUGAUCCUGGAGGACCUGGGCGUGGACGCCGAGCUGC
UCACCCUGAUCGAGGCUGCCUUCGGCGAGAUCAGCUCCAUCCACCU
GCCCACCAAGACCAAGUUCAAGUUCGGCGCUAUGAUGAAAAGCGGA
AUGUUCCUGACCCUGUUCGUGAACACCGUGAUCAACAUUGUGAUCG
CCAGCAGGGUGCUGCGGGAGAGGCUGACCGGCAGCCCCUGCGCUGL
CUUCAUCGGCGACGACAACAUCGUGAAGGGCGUGAAAAGCGACAAG
CUGAUGGCCGACAGGUGCGCCACCUGGCUGAACAUGGAGGUGAAGA
UCAUCGACGCCGUGGUGGGCGAGAAGGCCCCCUACUUCUGCGGCGG
AUUCAUCCUGUGCGACAGCGUGACCGGCACCGCCUGCAGGGUGGCC
GACCCCCUGAAGAGGCUGUUCAAGCUGGGCAAGCCACUGGGCCGCUG
ACGAUGAGCACGACGAUGACAGGCGGAGGGCCCUGCACGAGGAAAG
CACCAGGUGGAACAGGGUGGGCAUCCUGAGCGAGCUGUGCAAGGCC
GUGGAGAGCAGGUACGAGACCGUGGGCACCAGCAUCAUCGUGAUGG
CUAUGACCACACUGGCCAGCUCCGUCAAGAGCUUCUCCUACCUGAG
GGGGGCCCCUAUAACUCUCUAACGGCUAACCUGAAUGGACUACGACA
UAGUCUAGUCCGCCAAGGCCGCCACCAUGAGAGUGACAGCCCCUAG
AACCUUACUGCUUCUGCUUUGGGGAGCUGUUGCUCUGACAGAGACA
UGGGCUGGAUCUUACCACAGCCCCAGCUACGCCUACCACCAGUUCG
AGAGGGGGGGAGGAGGCUCCGGGGGAGGAGGCUCCCUGAAGAUCAG
CCAGGCCGUGCACGCCGCCCACGCCGAGAUCAACGAGGCCGGCLCGG
GAGGUGAUCGUGGGCAUUGUCGCUGGCCUGGCCGUCCUCGCCGUGG
UGGUGAUUGGAGCUGUGGUCGCAGCUGUUAUGUGCAGAAGAAAGUC
AUCCGGCGGAAAGGGAGGCUCCUACUCUCAGGCUGCUUCUGCUACA



GUGCCUAGAGCUCUUAUGUGUUUAUCUCAGCUGGGCGGCGGAGGCA
GCGACUACAAGGACGACGAUGACAAGUAAACUCGAGUAUGUUACGU
GCAAAGGUGAUUGUCACCCCCCGAAAGACCAUAUUGUGACACACCC
UCAGUAUCACGCCCAAACAUUUACAGCCGCGGUGUCAAAAACCGCG
UGGACGUGGUUAACAUCCCUGCUGGGAGGAUCAGCCGUAAUUAUUA
UAAUUGGCUUGGUGCUGGCUACUAUUGUGGGCCAUGUACGUGCUGAC
CAACCAGAAACAUAAUUGAAUACAGCAGCAAUUGGCAAGCUGCUUA
CAUAGAACUCGCGGCGAUUGGCAUGCCGCCUUAAAAUUUUUAUUUU
AUUUUUUCUUUUCUUUUCCGAAUCGGAUUUUGUUUUUAAUAUUUCA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA proteina non strutturale di SINV Marcia #
2842 Sinv. MEKPVVNVDVDPQSPFVVQLQKSFPQFEVVAQQVTPNDHANARAFS E nsP1-
HLASKLIELEVPTTATILDIGSAPARRMFSEHQYHCVCPMRSPEDP 2862 4 anni fa
DRMMKYASKLAEKACKITNKNLHEKIKDLRTVLDTPDAETPSLCFH (SEGUENTE
NDVTCNMRAEYSVMQDVYINAPGTIYHQAMKGVRTLYWIGFDTTQF ID
MFSAMAGSYPAYNTNWADEKVLEARNIGLCSTKLSEGRTGKLSIMR N.: 109)
KKELKPGSRVYFSVGSTLYPEHRASLQSWHLPSVFHLNGKQSYTCR
CDTVVSCEGYVVKKITISPGITGETVGYAVTHNSEGFLLCKVTDTV
KGERVSFPVCTYIPATICDQMTGIMATDISPDDAQKLLVGLNQRIV
INGRTNNTNTMQNYLLPITAQGFSKWAKERKDDLDNEKMLGTRER
KLTYGCLWAFRTKKVHSFYRPPGTQTCVKVPASFSAFPMSSVWTTS
LPMSLRQKLKLALQPKKEEKLLQVSEELVMEAKAAFEDAQEEARAE
KLREALPPLVADKGIEAAAAEVVCEVEGLQADIGAALVETPRGHVRI
IPQANDRMIGQYIVVSPNSVLKNAKLAPAHPLADQVKIITHSGRSG
RYAVEPYDAKVLMPAGAVPWPEFLALSESATLVYNEREFVNRKLY
HIAMHGPAKNTEEEQYKVTKAELAETEYVFDVDKKRCVKKEEASGL
VLSGELTNPPYHELALEGLKTRPAVPYKVETIGVIGTPGSGKSAII
KSTVTARDLVTSGKKENCREIEADVLRLRGMQITSKTVDSVMLNGC
HKAVEVLYVDEAFACHAGALLALIAIVRPRKKVVLCGDPMQCGFFN
MMQLKVHFNHPEKDICTKTFYKYISRRCTQPVTAIVSTLHYDGKMK
TTNPCKKNIEIDITGATKPKPGDIILTCFRGWVKQLQIDYPGHEVM
TAAASQGLTRKGVYAVRQKVNENPLYAITSEHVNVLLTRTEDRLVW
KTLQGDPWIKQLTNIPKGNFQATIEDWEAEHKGIIAAINSPTPRAN
PFSCKTNVCWAKALEPILATAGIVLTGCQWSELFPQFADDKPHSAI
YALDVICIKFFGMDLTSGLFSKQSIPLTYHPADSARPVAHWDNSPG
TRKYGYDHAIAAELSRRFPVFQLAGKGTQLDLQTGRTRVISAQHNL
VPVNRNLPHALVPEYKEKQPGPVEKFLNQFKHHSVLVVSEEKIEAP
RKRIEWIAPIGIAGADKNYNLAFGFPPQARYDLVFINIGTKYRNHH
FQQCEDHAATLKTLSRSALNCLNPGGTLVVKSYGYADRNSEDVVTA
LARKFVRVSAARPDCVSSNTEMYLIFRQLDNSRTRQFTPHHLNCVI
SSVYEGTRDGVGAAPSYRTKRENIADCQEEAVVNAANPLGRPGEGV
CRAIYKRWPTSFTDSATETGTARMTVCLGKKVIHAVGPDFRKHPEA
EALKLLQNAYHAVADLVNEHNIKSVAIPLLSTGIYAAGKDRLEVSL



NCLTTALDRTDADVTIYCLDKKKKERIDAALQLKESVTELKDEDME
IDDELVWIHPDSCLKGRKGFSTTKGKLYSYFEGTKFHQAAKDMAEI
KVLFPNDQESNEQLCAYILGETMEAIREKCPVDHNPSSSPPKTLPC
LCMYAMTPERVHRLRSNNVKEVTVCSSTPLPKHKIKNVQKVQCTKV
VLENPHTPAFVPARKYIEVPEQPTAPPAQAEEAPEVVATPSPSTAD
NTSLDVTDISLDMDDSSEGSLFSSFSGSDNSITSMDSWSSGPSSLE
IVDRRQVVVADVHAVQEPAPIPPPRLKKMARLAAARKEPTPPASNS
SESLHLSFGGVSMSLGSIFDGETARQAAVQPLATGPTDVPMSFGSF
SDGEIDELSRRVTESEPVLFGSFEPGEVNSIISSRSAVSFPLRKQR
RRRRSRRTEY*LTGVGGYIFSTDTTGPGHLQKKSVLQNQLTEPTLER
NVLERIHAPVLDTSKEEQLKLRYQMMPTEANKSRYQSRKVENQKAI
TTERLLSGLRLYNSATDQPECYKITYPKPLYSSSVPANYSDPQFAV
AVCNNYLHENYPTVASYQITDEYDAYLDMVDGTVACLDTATFCPAK
LRSYPKKHEYRAPNIRSAVPSAMQNTLQNVLIAATKRNCNVTQMRE
LPTLDSATFNVECFRKYACNDEYWEEFARKPIRITTEFVTAYVARL
KGPKAAALFAKTYNLVPLQEVPMDRFVMDMKRDVKVTPGTKHTEER
PKVQVIQAAEPLATAYICGIHRELVRRLTAVLLPNIHTLFDMSAED
FDAITAEHFKQGDPVLETDIASFDKSQDDAMALTGLMILEDLGVDQ
PLLDLIECAFGEISSTHLPTGTRFKFGAMMKSGMFLTLFVNTVLNV
VIASRVLEERLKTSRCAAFIGDDNIIHGVVSDKEMAERCATWLNME
VKIIDAVIGERPPYFCGGFILQDSVTSTACRVADPLKRLFKLGKPL
PADDEQDEDRRRALLDETKAWFRVGITGTLAVAVTRYEVDNITPV Domande frequenti sulla
LLALRTSKRAFQAIRGEIKHLYGGPK

Esempio 11

Questo esempio descrive l'analisi dell'immunogenicita dell'emoagglutinina (HA) influenzale
espressa da RNA autoreplicante o mRNA.

I costrutti di vaccino a RNA e mRNA autoreplicanti sono stati progettati per codificare la proteina
emoagglutinina (HA) a lunghezza intera del virus dell'influenza A/California/07/2009 (H1N1) (SEQ
ID NO:113 e 114). Come descritto sopra per I'esempio 1, il costrutto di vaccino a mRNA che codifica
per HA includeva un virus dell'incisione del tabacco (TEV) 5' UTR e una beta-globina di Xenopus
(Xbg) 3' UTR. Sia I'RNA autoreplicante (SEQ ID NO:56; intero RNA mARM3039) sia i costrutti del
vaccino mRNA (SEQ ID NO:116; intera sequenza RNA mARM3038) sono stati incapsulati nella stessa
composizione di nanoparticelle lipidiche (LNP) che includeva quattro eccipienti lipidici (un lipide
cationico ionizzabile, 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), colesterolo e PEG2000-DMG)
dispersi in tampone HEPES (pH 8,0) contenente cloruro di sodio e i crioprotettori saccarosio e
glicerolo. Il rapporto N:P del lipide complessante e dell'RNA era di circa 9:1. Il lipide cationico
ionizzabile aveva la seguente struttura:

Cinque topi Balb/c femmine di 8-10 settimane sono stati iniettati per via intramuscolare con 2 mg di
mRNA o RNA autoreplicante che codifica HA. I topi sono stati dissanguati nei giorni 14, 28, 42 e 56,
seguiti da un test di inibizione dell'emoagglutinazione (HAI) utilizzando sieri diluiti in serie. I



reciproco della piu alta diluizione del siero che ha causato l'inibizione dell'emoagglutinazione é
stato considerato il titolo HAL con un titolo di 1/40 protettivo contro l'infezione da virus influenzale
e titoli quattro volte superiori al basale che indicano sieroconversione.

Risultati inFIGURA 23mostrano che titoli HAI maggiori sono stati ottenuti con RNA autoreplicante
che codifica HA rispetto a mRNA che codifica HA. I titoli HAI per il costrutto di RNA autoreplicante
che codifica HA erano maggiori dei titoli HAI per mRNA che codifica HA in tutti i punti temporali a
partire dal giorno 28. Inoltre, titoli HAI protettivi sono stati osservati per il costrutto di RNA
autoreplicante che codifica HA a partire dal giorno 28 che sono stati mantenuti per almeno 56
giorni. Al contrario, mRNA che codifica HA ha mostrato titoli HAI protettivi solo al giorno 56 che
erano inferiori ai titoli HAI osservati per il costrutto di RNA autoreplicante HA. In tutti gli altri
punti temporali, i titoli HAI per il costrutto di mRNA che codifica HA erano al di sotto della soglia
del titolo protettivo, con un titolo HAI che era paragonabile all'iniezione con controllo PBS al giorno
28.

Questi risultati mostrano che il costrutto di RNA autoreplicante che codifica HA ha suscitato titoli di
anticorpi protettivi contro HA, con titoli HAI maggiori rispetto al costrutto di mRNA che codifica
HA.

Esempio 12

Questo esempio descrive la produzione di dsRNA e l'espressione della luciferasi per 'RNA
autoreplicante.

Diversi sistemi di RNA autoreplicanti da diversi alfavirus sono stati testati per l'espressione in vitro
utilizzando la proteina fluorescente verde (GFP) o la luciferasi di lucciola (Luc) come geni reporter.
La trasfezione iniziale di cellule con quantita crescenti di RNA autoreplicante ha determinato
I'espressione di geni reporter a una dose inferiore rispetto all'mRNA. Tuttavia, all'aumentare della
quantita di RNA autoreplicante in ingresso, 'espressione rilevabile del gene reporter € diminuita.

L'RNA autoreplicante produce RNA a doppio filamento (dsRNA) come intermedio nel processo di
amplificazione. La sovrapproduzione di dsRNA puo sopprimere la traduzione. Per valutare 1'effetto
della produzione di dsRNA sull'espressione del transgene, sono stati misurati simultaneamente il
dsRNA e l'espressione del gene reporter luciferasi. Le cellule HEK293 sono state transfettate con 2
ug di replicone A (SEQ ID NO:115; intera sequenza RNA mARM2826) o replicone B (SEQ ID NO:100,
intera sequenza RNA mARM2809) RNA autoreplicante, o mRNA che esprime Luc (SEQ ID NO:102,
intera sequenza mRNA mARM1782) utilizzando un reagente di transfettazione dell'RNA
commerciale. Le cellule non transfettate (UTC) sono servite come controllo. Produzione di dsRNA
(FIGURA 24 UN) é stata quantificata utilizzando la colorazione immunoistochimica per dsRNA,
seguita dalla quantificazione della fluorescenza utilizzando uno scanner a fluorescenza 24 ore
dopo la trasfezione. L'espressione della luciferasi (FIGURA 24B) é stato analizzato misurando
parallelamente la bioluminescenza.

Il replicone A ha prodotto un livello di dsRNA 3 volte superiore rispetto al replicone B 24 ore dopo
la trasfezione (FIGURA 24 UN). Tuttavia, il replicone B ha prodotto un livello di espressione della



luciferasi 2,4 volte superiore rispetto al replicone A. Inoltre, il livello di espressione della luciferasi
dal replicone A era equivalente a quello osservato per I'mRNA. Pertanto, anche se il replicone A
aveva la capacita di amplificare la quantita di RNA del replicone e di mRNA trascritto che
codificava la luciferasi, la traduzione dell'mRNA amplificato € stata inibita, in linea con la
sovrapproduzione di dsRNA che inibisce la traduzione. Inoltre, sono stati osservati livelli piu
elevati di espressione genica della luciferasi per I'RNA del replicone rispetto all'mRNA a 24, 48 e 72
ore dopo la trasfezione delle cellule HEK293 (FIGURA 15 UN). L'RNA autoreplicante con una
cassetta di espressione che includeva un gene reporter della luciferasi seguito da un IRES e E3L ha
anche mostrato una robusta espressione della luciferasi (FIGURE 15 B, 15 C; SEQ ID NO: 128 e 129).
L'espressione della luciferasi é stata osservata anche per un RNA autoreplicante che esprimeva E3L
da un primo promotore subgenomico e un gene reporter della luciferasi da un secondo promotore
subgenomico situato a 3' del frame di lettura aperto E3L (non mostrato). Pertanto, non solo 'RNA
del replicone ha prodotto livelli piu elevati di espressione del gene della luciferasi rispetto
all'mRNA, ma I'RNA del replicone ha anche mostrato una maggiore durata dell'espressione in un
periodo di 72 ore.

Esempio 13

Questo esempio descrive I'immunogenicita di formulazioni di RNA autoreplicante liquido e
liofilizzato. L'immunogenicita dell'RNA autoreplicante (SEQ ID NO: 125) formulato come
nanoparticella lipidica liofilizzata (LYO-LNP) e stata testata su topi BALB/c in due studi preclinici
separati e confrontata con la formulazione LNP liquida (congelata) (Liquid-LNP). Ogni studio ha
incluso l'uso di un gruppo di dosaggio PBS come controllo negativo e di un gruppo di dosaggio
Liquid (Liquid-LNP) come controllo positivo. Entrambe le formulazioni LYO-LNP e Liquid-LNP sono
state dosate a 0,2 e 2 pg. C'erano n=5 animali per gruppo di dosaggio in ogni studio. Le formulazioni
di prova sono state somministrate per via intramuscolare (IM) e il siero & stato raccolto in vari
momenti (giorni 10, 19, 31 per il primo studio e giorni 10, 20, 30 per il secondo studio) dopo
I'immunizzazione per misurare la produzione di IgG della proteina spike anti-SARS-CoV-2
utilizzando un test fluorescente a sfere Luminex.

In entrambi gli studi, le IgG della proteina spike anti-SARS-CoV-2 sono state rilevate nel siero in
modo dipendente dal tempo e dalla dose per entrambe le formulazioni Liquid-LNP e LYO-LNP,
mentre l'iniezione di PBS non ha provocato una risposta immunogenica (FIGURA 16A - 16D). Non &
stata osservata alcuna differenza statistica nell'immunogenicita tra i gruppi di dosaggio Liquid-LNP
e LYO-LNP nel primo studio, mentre LYO-LNP ha prodotto IgG statisticamente diverse e maggiori
rispetto a Liquid-LNP nel secondo studio. Senza essere limitati dalla teoria, la sotto-potenza
(n=5/gruppo) di questi due studi separati puo aver contribuito alle differenze statistiche nei
risultati di immunogenicita osservati nei due studi. Combinando i risultati di entrambi gli studi,
non sono state osservate differenze statisticamente significative tra le formulazioni Liquid-LNP e
LYO-LNP ai livelli di dose di 0,2 e 2 ug (FIGURA 17A, 17B). Nel complesso, i risultati di questi studi
dimostrano che l'immunogenicita delle formulazioni liquide e liofilizzate era comparabile.

In sintesi, le formulazioni liquide e liofilizzate del vaccino a RNA autoreplicante (SEQ ID NO:125)
hanno mostrato immunogenicita comparabile. Il vaccino puo indurre risposte immunitarie efficaci



e adattative umorali (anticorpi neutralizzanti) e cellulari (CD8+) che prendono di mira la
glicoproteina S del SARS-CoV-2. Il vaccino provoca anche l'induzione di livelli di anticorpi anti-
glicoproteina spike (IgG) piu elevati di un vaccino a mRNA convenzionale e induce anche la
produzione di anticorpi IgG a una velocita maggiore rispetto a un vaccino a mRNA convenzionale.
Continua a produrre livelli crescenti di IgG fino a 50 giorni dopo la vaccinazione, mentre il vaccino
a mRNA convenzionale raggiunge un plateau entro il 10° giorno dopo la vaccinazione. Produce un
aumento dose-dipendente dell'RNA nei linfociti T CD8+ e una risposta immunitaria bilanciata delle
cellule T helper CD4+ a predominanza Th1 senza alcuna deviazione verso una risposta Th2.

Tutti i riferimenti e le citazioni ad altri documenti, quali brevetti, domande di brevetto,
pubblicazioni di brevetti, riviste, libri, documenti, contenuti web, presenti nella presente
informativa sono qui incorporati nella loro interezza a tutti gli effetti.

Sebbene l'invenzione sia stata descritta con riferimento agli esempi di cui sopra, si comprendera
che modifiche e varianti sono comprese nello spirito e nell'ambito dell'invenzione. Di conseguenza,
I'invenzione e limitata solo dalle seguenti rivendicazioni.

Esempio 14

Liofilizzazione di materiali e metodi di formulazione di nanoparticelle di RNA-lipidi autoreplicanti
in generale

I processi condotti in questo esempio sono stati condotti utilizzando composizioni di nanoparticelle
lipidiche che sono state prodotte secondo processi ben noti, ad esempio quelli descritti nella
domanda statunitense Ser. No. 16/823,212, il cui contenuto € incorporato per riferimento allo scopo
specifico di insegnare i processi di produzione di nanoparticelle lipidiche. Le composizioni di
nanoparticelle lipidiche e i prodotti liofilizzati sono stati caratterizzati per diverse proprieta. I
materiali e i metodi per questi processi di caratterizzazione, nonché un metodo generale di
produzione delle composizioni di nanoparticelle lipidiche che sono state utilizzate per gli
esperimenti di liofilizzazione sono forniti in questo esempio.

Produzione di nanoparticelle lipidiche

Le formulazioni di nanoparticelle lipidiche utilizzate in questo esempio sono state prodotte
mescolando lipidi (lipide cationico ionizzabile (ATX-126):lipide helper:colesterolo:PEG-lipide) in
etanolo con RNA disciolto in tampone citrato. Il materiale miscelato é stato diluito istantaneamente
con tampone fosfato. L'etanolo e stato rimosso tramite dialisi contro tampone fosfato utilizzando
membrana di cellulosa rigenerata (100 kD MWCO) o tramite filtrazione a flusso tangenziale (TFF)
utilizzando membrane a fibre cave di polietersulfone modificato (mPES) (100 kD MWCO). Una volta
rimosso completamente 1'etanolo, il tampone ¢ stato scambiato con tampone HEPES (acido 4-(2-
idrossietil)-1-piperazineetansolfonico) contenente 10-300 (ad esempio, 40-60) mM di NaCl e 5-15%
di saccarosio, pH 7,3. La formulazione ¢ stata concentrata, seguita da filtrazione a 0,2 pm
utilizzando filtri PES. La concentrazione di RNA nella formulazione € stata quindi misurata
mediante saggio fluorimetrico RiboGreen e la concentrazione € stata regolata a una concentrazione
finale desiderata diluendo con tampone HEPES contenente 10-100 (ad esempio 40-60) mM di Nacl,



0-15% di saccarosio, pH 7,2-8,5 contenente glicerolo. Se non utilizzata immediatamente per
ulteriori studi, la formulazione finale & stata quindi filtrata attraverso un filtro da 0,2 pum e riempita
in fiale di vetro, tappate, tappate e poste a -70+5° C. Le formulazioni di nanoparticelle lipidiche
sono state caratterizzate per il loro pH e osmolalita. Il contenuto di lipidi e il contenuto di RNA sono
stati misurati mediante cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) e l'integrita dell'mRNA é
stata misurata mediante analizzatore di frammenti.

Diffusione dinamica della luce (DLS)

La dimensione media delle particelle (z) e l'indice di polidispersita (PDI) delle formulazioni di
nanoparticelle lipidiche utilizzate negli esempi sono stati misurati mediante diffusione dinamica
della luce su un Malvern Zetasizer Nano ZS (Regno Unito).

Saggio RiboGreen

L'efficienza di incapsulamento delle formulazioni di nanoparticelle lipidiche & stata caratterizzata
utilizzando il test fluorometrico RiboGreen. RiboGreen € un colorante fluorescente proprietario
(Molecular Probes/Invitrogen, una divisione di Life Technologies, ora parte di Thermo Fisher
Scientific di Eugene, Oregon, Stati Uniti) che viene utilizzato nel rilevamento e nella
quantificazione degli acidi nucleici, inclusi sia RNA che DNA. Nella sua forma libera, RiboGreen
mostra poca fluorescenza e possiede una firma di assorbanza trascurabile. Quando legato agli acidi
nucleici, il colorante emette fluorescenza con un'intensita che ¢ di diversi ordini di grandezza
maggiore rispetto alla forma non legata. La fluorescenza puo quindi essere rilevata da un sensore
(fluorimetro) e 1'acido nucleico puo essere quantificato.

Processo di liofilizzazione

Gli RNA autoreplicanti (noti anche come RNA replicone) sono in genere piu grandi dell'mRNA
medio e sono stati progettati dei test per determinare se le formulazioni di nanoparticelle lipidiche
di RNA autoreplicante potessero essere liofilizzate con successo. La qualita delle formulazioni di
nanoparticelle lipidiche liofilizzate e stata valutata analizzando le formulazioni dopo la
liofilizzazione e confrontandole con la formulazione di nanoparticelle lipidiche prima della
liofilizzazione e dopo un ciclo di congelamento/scongelamento convenzionale (ovvero, congelate a
~-70° C e poi lasciate scongelare a temperatura ambiente).

L'analisi delle formulazioni di nanoparticelle lipidiche ha incluso 1'analisi della dimensione delle
particelle e della polidispersita (PDI) e dell'efficienza di incapsulamento (% Encap). La dimensione
delle particelle post-liofilizzazione e stata confrontata con la dimensione delle particelle pre-
liofilizzazione e la differenza puo essere riportata come un delta (6). Le varie composizioni testate
sono state sottoposte a screening per verificare se fosse stata raggiunta una soglia di proprieta, tra
cui un aumento minimo della dimensione delle particelle (6<10 nm), il mantenimento del PDI (<0,2)
e il mantenimento di un'elevata efficienza di incapsulamento (>85%).

Le formulazioni di nanoparticelle lipidiche sono state preparate come descritto sopra, con RNA
autoreplicante (SEQ ID NO: 125). La formulazione di nanoparticelle lipidiche risultante € stata
quindi elaborata con uno scambio di tampone per formare una sospensione di preliofilizzazione



avente una concentrazione di RNA autoreplicante da 0,05 a 2,0 mg/mL, sorbato di potassio da 0,01 a
0,05 M, Poloxamer 188 (Kolliphor®) da 0,01 a 0,10% p/v, saccarosio da 14 a 18% p/v, NaCl da 25 a 75
mM e tampone Tris a pH 8,0 da 15 a 25 mM. La formulazione di preliofilizzazione & stata quindi
liofilizzata in un Millrock Revo Freeze Dryer (Modello n. RV85S4), utilizzando aliquote di 2,0 mL di
sospensione e il ciclo di liofilizzazione fornito nella Tabella 10 di seguito. Le formulazioni
liofilizzate di questo esempio sono state quindi applicate agli studi dell'esempio 13 sopra come
"LYO-LNP".

TABELLA 10 Ciclo di liofilizzazione per nanoparticelle di RNA-lipidi autoreplicanti Formulazione
Ciclo di liofilizzazione mensola fare un passo camera temperatura durata vuoto Fare un passo
Temperatura ambiente (° C) - + 2° C. (ore:min) (barra) Congelamento iniziale -50 4:00 atmosfera
Evacuazione -50 dalle 00:30 alle 01:45 dall'atmosfera pressione a 0,05 Essiccazione primaria -50 -
0 63:00 0,05 (rampa di discesa) Essiccazione secondaria 0 - +25 39:30 0,05 (rampa) Riempimento
con N, e 25 00:10-00:20 700 + 50 tappatura Aerazione con aria 5 00:10-00:20 atmosfera

Le particelle liofilizzate preparate seguendo i metodi descritti sopra sono state ricostituite in 2 mL
di acqua e caratterizzate utilizzando DLS e RiboGreen. I risultati forniti nella Tabella 11 sottostante
mostrano che le composizioni liofilizzate hanno prodotto formulazioni di nanoparticelle lipidiche
liofilizzate con dimensioni, polidispersita e valori delta adeguati (*5,3 nm) dopo la ricostituzione.

TABELLA 11 Caratteristiche delle nanoparticelle di RNA-lipidi autoreplicanti Pre e post LYO
Dimensione media delle particelle (nm) PDI incapsulamento (%) Pre-LYO 76.3 0,129 97 Post-LYO
81.6 0,152 93

Affermazioni
1. Una molecola di acido nucleico comprendente:

(1) un primo polinucleotide che codifica una o piu proteine di replicazione virale, in cui il
primo polinucleotide é ottimizzato per codoni rispetto a un polinucleotide di tipo selvaggio
che codifica una o piu proteine di replicazione virale, e in cui il primo polinucleotide
comprende una sequenza avente almeno 1'80% di identita con la sequenza di SEQ ID NO:72; e

(ii) un secondo polinucleotide comprendente un transgene che codifica una proteina
antigenica o un frammento della stessa, in cui la proteina antigenica € una proteina del
coronavirus codificata da una sequenza avente almeno il 90% di identita con la sequenza di
SEQ ID NO: 122.

2. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 1, comprendente inoltre una regione non
tradotta 5’ (UTR), in cui la 5" UTR comprende una sequenza 5 UTR dell'alfavirus.

3. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 2, in cui la 5 UTR comprende una sequenza
di SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74 o SEQ ID NO:75.



4. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 1, comprendente inoltre una regione non
tradotta 3' (UTR), in cui la UTR 3' comprende una sequenza UTR 3’ dell'alfavirus.

5. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 4, in cui la 3' UTR comprende una sequenza
poli-A.

6. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 1, in cui il primo polinucleotide
localizzato 5' del secondo polinucleotide.

7. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 6, comprendente inoltre una regione
intergenica situata tra il primo polinucleotide e il secondo polinucleotide.

8. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 7, in cui la regione intergenica comprende
una sequenza avente almeno 1'85% di identitd con una sequenza di SEQ ID NO:77.

9. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 1, in cui la molecola di acido nucleico &
(a) una molecola di DNA; o
(b) una molecola di RNA, in cui T é sostituita con U.

10. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 9, in cui la molecola di DNA comprende
inoltre un promotore situato 5' della 5' UTR, in cui il promotore € un promotore T7, un promotore
T3 o0 un promotore SP6.

11. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 9, in cui la molecola di RNA € una
molecola di RNA autoreplicante.

12. Molecola di acido nucleico secondo la rivendicazione 9, in cui la molecola di RNA comprende
inoltre un cappuccio 5' avente una struttura Cap 1, una struttura Cap 1 (m6A), una struttura Cap 2 o
una struttura Cap 0.

13. Una composizione comprendente la molecola di acido nucleico della rivendicazione 1 e una
formulazione lipidica selezionata tra un lipoplex, un liposoma, una nanoparticella lipidica, un
vettore a base di polimero, un esosoma, un corpo lamellare, una micella e un'emulsione.

14. Composizione secondo la rivendicazione 13, in cui la formulazione lipidica € una nanoparticella
lipidica.

15. Composizione secondo la rivendicazione 13, in cui la formulazione lipidica comprende un
lipide cationico ionizzabile.

16. Composizione della rivendicazione 15, in cui il lipide cationico ionizzabile ha una struttura di
Formula I:

o un sale o solvato farmaceuticamente accettabile dello stesso, in cui R5 e R6 sono ciascuno
indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C1-C31 lineare o ramificato,
un alchenile C2-C31 o un alchinile C2-C31 e colesterile; L5 e 1.6 sono ciascuno
indipendentemente selezionati dal gruppo costituito da un alchile C1-C20 lineare e un



alchenile C2-C20; X5 e —C(0)O—, per cui si forma —C(0)O—R6 0 —OC(O)— per cui si forma —
0OC(0)—R6; X6 € —C(0)O— per cui si forma —C(0)O—R5 0 —OC(O)— per cui si forma —OC(0)
—R5; X7 & S0 0; L7 ¢ alchile assente o inferiore; R4 € un alchile C1-C6 lineare o ramificato; e
R7 e R8 sono ciascuno selezionati indipendentemente dal gruppo costituito da un idrogeno e
un alchile C1-C6 lineare o ramificato.

17. Composizione della rivendicazione 15, in cui il lipide cationico ionizzabile ha una struttura di:
o0 un sale farmaceuticamente accettabile dello stesso.

18. Composizione secondo la rivendicazione 13, in cui la formulazione lipidica incapsula la
molecola di acido nucleico o & complessata alla molecola di acido nucleico.

19. Composizione della rivendicazione 13, in cui la formulazione lipidica comprende
(a) un lipide ausiliario;
(b) un fosfolipide;
(c) un coniugato di polietilenglicole (PEG) e lipidi; o
(d) qualsiasi combinazione di questi.

20. Composizione secondo la rivendicazione 19, in cui il fosfolipide é selezionato tra
dioleoilfosfatidil etanolammina (DOPE), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), distearoilfosfatidilcolina
(DSPO), dimiristoilfosfatidilglicerolo (DMPG), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e fosfatidilcolina
(PC).

21. Composizione della rivendicazione 13, in cui la porzione lipidica della formulazione lipidica
comprende circa il 40% molare a circa il 60% molare del lipide cationico ionizzabile, circa il 4%
molare a circa il 16% molare di DSPC, circa il 30% molare a circa il 47% molare di colesterolo e
circa lo 0,5% molare a circa il 3% molare di PEG2000-DMG.

22. Composizione secondo la rivendicazione 13, in cui la composizione ha un rapporto di peso
totale delle molecole di lipidi:acido nucleico di circa 50:1 a circa 10:1.

23. Composizione secondo la rivendicazione 13, in cui la composizione comprende
(a) un tampone HEPES o TRIS a un pH compreso tra circa 7,0 e circa 8,5;
(b) un tampone HEPES o TRIS ad una concentrazione da circa 7 mg/mL a circa 15 mg/ml;
(c) circa 2,0 mg/mL a circa 4,0 mg/mL di NaCl;
(d) uno o piu crioprotettori;

(e) uno o piu crioprotettori selezionati tra saccarosio, glicerolo o una combinazione di
saccarosio e glicerolo; o

(f) qualsiasi combinazione di questi.



24. Composizione secondo la rivendicazione 13, in cui la composizione &€ una composizione
liofilizzata.

25. Composizione secondo la rivendicazione 24, in cui la composizione liofilizzata comprende uno
o piu lioprotettori.

26. Composizione secondo la rivendicazione 24, in cui la composizione liofilizzata comprende un
poloxamer, sorbato di potassio, saccarosio o una qualsiasi combinazione di questi.

27. Composizione della rivendicazione 24, in cui la composizione liofilizzata comprende
(a) circa 0,01 a circa 1,0% p/p della molecola di acido nucleico;
(b) circa 1,0 a circa 5,0% p/p di lipidi;
(c) circa 0,5 a circa 2,5% p/p di tampone TRIS;
(d) circa 0,75 a circa 2,75% p/p di NaCl;
(e) circa 1I'85-95% p/p di uno zucchero;
(f) circa 0,01 a circa 1,0% p/p di un poloxamer;
(g) circa 1,0 a circa 5,0% p/p di sorbato di potassio; o
(h) qualsiasi combinazione di questi.

28. Metodo per somministrare la composizione della rivendicazione 13 a un soggetto che ne ha
bisogno, in cui la composizione ¢ liofilizzata e ricostituita prima della somministrazione.

29. Metodo per prevenire o migliorare il COVID-19, comprendente la somministrazione della
composizione della rivendicazione 13 a un soggetto che ne ha hisogno.

30. Metodo per somministrare una dose di richiamo a un soggetto vaccinato, comprendente la
somministrazione della composizione della rivendicazione 13 a un soggetto precedentemente
vaccinato contro il coronavirus.

31. Metodo secondo la rivendicazione 29, in cui la composizione viene somministrata a un dosaggio
di circa 0,01 ug a circa 1.000 ug di acido nucleico.

32. Un metodo per indurre una risposta immunitaria contro un coronavirus in un soggetto
comprendente:

somministrando al soggetto una quantita efficace di una molecola di acido nucleico secondo
la rivendicazione 1.

33. Un metodo per indurre una risposta immunitaria contro un coronavirus in un soggetto
comprendente:



somministrando al soggetto una quantita efficace di una composizione della rivendicazione

13.
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