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Description

[0001] Laprésente invention est relative & une nouvelle souche de coronavirus associe au syndrome respiratoire aigu
sévere (SAAS), issue d'un prélévement répertorié sous le n° 031589 et prélevé a Hanoi (Vietnam), a des molécules
d'acide nucleigue issues de son génome, aux protéines et peptides codés par lesdites molécules d'acide nucléigue ainsi
qu'a leurs applications, notamment en tant que réactifs de diagnostic et/ou comme vaccin,

[0002] Le coronavirus est un virus & ARN monecaténaire, de polarité positive, d'approximativement 30 kilobhases qui
se réplique dans le cytoplasme des cellules hétes ; lextremité &' du génome a une structure en coiffe et extrémité 3°
comporte une queue pelyA. Ce virus est enveloppé et comprend, 4 sa surface, des structures péplomérigues dénommées
spicules.

[0003] Le génome comprend les cadres ouverts de lecture ou ORF suivants, de son extrémité 5' vers son extrémité
%' : ORF1a et ORF1b correspondant aux protéines du complexe de transcription-réplication, et ORF-8, ORF-E, ORF-
M et ORF-N correspondant aux protéines structurales 8, E, M et N, Il comprend également des ORFs corespendant
a des protéines de fonction inconnue codées par: la région stuge entre 'ORF-S et 'ORF-E et chevauchant cette
derniére, la région située entre 'ORF-M et FORF-N, et la région incluse dans 'ORF-N.

[0004] Laprotéine S est une glycoprotéine membranaire (200-220 kDa) qui se présente sous la forme de spicules ou
"Spike" émergeant de la surface de I'enveloppe virale. Elle est responsable de l'attachement du virus aux récepteurs
de la cellule hbte et de 'induction de |a fusion de 'enveloppe virale avec la membrane cellulaire.

[0005] La petite protéine d’enveloppe (E) également dénommée sM (small membrane) qui est une protéing trans-
membranaire non glycosylée d'environ 10 kDa, est la protéine présente an plus faible quantité dans le vition. Elle jous
un réle moteur dans le processus de bourgeonnement das corohavirus qui se produit au hiveau du compariment
intermédiaire dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi

[0006] Laprotéine M ou protéine de matrice (25-30 kDa) est une glycoprotéine membranaire plus abondante qui est
intégrée dans la patticule virale par une interaction M/E, tandis que l'incotporation de S dans les particules est ditigée
par une interaction S/M. Elle semble &tre importante pour ka maturation virale des coronavirus et paur 1a détermination
du site au niveau duquel les particules virales sont assemblées.

[0007] Laprotéine N ou protéing de nucléocapside (45-50 kDa) qui est [a plus conservée parmi les protéines struc-
turales des coronavirus, est nécessaire pour encapsider 'ARN génemigue puis pour diriger son incorporatien dans le
virion, Cette protéine est vraisemblablement également impliquée dans la réplication de 'ARN.

[0008] Lorsqu'une cellule hdte est infectée, le cadre de lecture (ORF) situé en 5' du génome viral est traduit en une
polyprotéine qui est clivée par les protéases virales et [ibere alors plusieurs protéines non-structurales telles gue FARN-
polymérase ARN dépendante (Rep) et TATPase hélicase (Hel). Ces deux protéines sont impliquées dans |a réplication
du genome viral ainsi que dans la génération de transcrits qui sont utilisés dans la synthése des protéines virales. Les
mécanismes par lesquels ces ARNms sub-génomiques sont produits, ne sont pas complétement compris ; cependant
des faits récentsindiquent que les séquences de régulation de latranscription & 'extrémité 5' de chaque g&ne représentent
des signaux qui régulent la transcription discontinue des ARNms sub-génamiques.

[0009] Les protéines de la membrane virale (protéines S, E et M) sont insérées dans le compartiment intermédiaire,
alors que 'ARN répliqué (brin +) s’assemble avec la protéine N {nucléocapside). Ce complexe protéine-ARN s’associe
ensuite avec la protéine M incluse dans les membranes du réticulum endeplasmique et les particules virales se forment
lorsque le complexe de la nucléocapside bourgeonne dans le réticulum endoplasmigue. Le vitus migre ensuite & travers
le complexe du Golgi et déventuellement sort de la cellule, par exemple par exocytose, Le site de I'attachement du virus
a la cellule héte se trouve au niveau de la protéine .

[0010] Les coronavirus sont responsables de 15 & 30 % des rhumes chez 'Homme et d'infections respiratoires ou
digestives chez les animaux, notamment le chat (FIPY : Feline infectious peritonitis virus), la volaille {IBV : Avian Infec-
tious bronchitis virus), |la souris (MHY : Mouse Hepatitis virus), le pore (TGEV : Transmissible gastroenterititis virus,
PELV : Porcine Epidemic Diarrhea virus, PRCoV : Porcine Respiratory Coronavirus, HEV : Hemaggifutinating ence-
phalomyelitis Virus) et les bovins {BeoV : Bovine coronavirus).

[0011] En genéral, chaque coronavirus maffecte gu'une seule espéce ; chez les individus immunocompétents, lin-
fection induit des anticerps éventuellement neutralisants et une immunité cellulaire, capables de détruire les cellules
infectées.

[0012] Une épidémie de pneumonie atypique, dénommée syndrome respiratoire aigu sévére (SARS ou Severe aciile
respiratory syndrome, SRAS enfrangais) s'est propagée dans différents pays (Vietnam, Hong-Kong, Singapout, Thallan-
de et Canada) au cours du premier trimestre 2003, & panir d'un foyer initial apparu en Chine dans le dernier trimastre
de 2002, La séverite de cette maladie est telle que son taux de mortalité est d’'environ 3 a 6 %. La détemnination de
I'agent causatif de cette maladie a eté entreprise par de nombreux laboratoires, a travers le monde.

[0013] En mars 2003, un nouveau coronavirus (SARS-CoV, SARS virus ou virus SRAS, en francais) a eté isale, en
association avec des cas de syndrome respiratoire aigu severe (T.G.KSIAZEK et al., The New England Journal of
Medicine, 2003, 348, 1319-1330 ; C. DROSTEN et al, The New England Journal of Medicine, 2003, 348, 1957-1976 ;
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Peiris et al., Lancet, 2003, 361, 1319-).

[0014] Des séquences génomiques de ce nouveau coronavirus ont ainsi été obtenues, notamment celles de lisolat
Urbani {Genbank n® d'accés AY274119.3 et A. MARRA et al., Science, May 1, 2003, 300, 1399-1404) et de l'isclat de
Toronto (Tor2, Genbank n® d'accés AY 278741 et A, ROTA et al.,, Science, 2003, 300, 1394-1399).

[0015] L'organisation du genome est comparable a celle des autres coronavirus connus permettant ainsi de confirmer
F'appartenance du SARS-CoV a la famille des Coronaviridae ; les cadres ouverts de lecture ORF1a et 1b et les cadres
ouverts de lecture carrespondant aux protéines S, E, M, et N, ainsi qu'a des protéines codées par : larégion située entre
I'ORF-5 et TORF-E {ORF3), la région située entre FORF-S et FTORF-E et chevauchant I'CRF-E (ORF4), la région située
entre 'ORF-M et FORF-N (ORF7 & ORF11) et la région cerrespondant a 'ORF-N {ORF13 et ORF14), ont notamment
été identifiées.

[0016] Sept différences ont &té mises en évidence entre les séquences des isolats Tor2 et Urbani ; 3 comespondent
a des mutations silencieuses (c/t en position 16622 et a/g en position 19064 de 'ORF1b, t/c en position 24872 de 'ORF-
£) et 4 modifient la séquence en acides aminés de respectivement ; les protéines codées par 'ORF1a (oA en position
7919 correspondant & la mutation AV), la protéine S {g/t en pesition 23220 correspondant a la mutation A/8), la pretéine
codée par 'ORF3 (a/g en position 25298 correspondant & la mutation R/G) et de la protéine M (t/c en position 28857
correspondant a la mutation 8/P).

[0017] En outre, lanalyse phylogénétique mantre que le SARS-CoV est éloigné des autres corohavirus et qu'il est
apparu, ni par mutation de coronavirus respiratoires humains, ni par recombinaison entre des coronavirus connus {pour
une revue, voir Holmes, J.C.1,, 2003, 111, 1605-1609).

[0018] La mise en évidence &t la prise en compte de nouveaux vatiants sont importantes pour la mise au point de
réactifs de detection et de diagnostic du SRAS suffisamment sensibles et spécifiques ainsi qu'a des compositions
immunogénas aptes a protéger des populations contre des épidémies de SRAS.

[0019] Les Inventeurs ont maintenant mis en évidence une autre souche de corohavirus associé au SRAS, qui se
distingue des isolats Tor2 et Urbani.

[0020] La presente invention a donc pour objet, une souche igolée ou purifiée de coronavirug humain associé au
syndrome respiratoire aigu sévére, caracterisee en ce gue soh génome presente sous la forme d'’ADN complémentaire
un ¢codon sérine en pesition 23220-23222 du ¢géne de la protéing S ou un codon glycine en position 25298-25300 du
géne de I'ORF3, et un codon alanine en position 7918-7920 de 'ORF1a ou un codon sérine en position 26857-26859
du géne de |a proteine M, lesdites positions étant indiquées en référence 4 lg séquence Genbank AY274119.3.
[0021] Selon un mode de realisation avantageux de ladite souche, l'équivalent ADN de son génome présente une
séquence correspondant & la sequence SEQ ID NO : 1; cette souche de coronavirus est issue du prélévement de
lavage bronchoalvéolaire d'un patient atieint de SRAS, répertcrié sous le n® 031583 et effectué & Fhopital frangais de
Hanoi (Vietnam).

[0022] Conformément a linvention, ladite séquence SEQ ID NO :1 est celle de 'acide désoxyribonucléique corres-
pondant & la molécule d'acide ribonucléique du génome de la souche isclée de coronavirus telle que définie ci-dessus.
[0023] La séquence SEQ ID NO : 1 se distingue de la séquence Genbank AY274119.3 (isclat Tor2) en ce guelle
posséde les mutations suivantes

- gft en position 23220 ; le cedon alanine {get) en position 577 de la séquence en acides aminés de la protéing S de
Tor2 est remplaceé par un coden sérine (tot),

- a/gen position 25298 ; le codon arginine (aga) en position 11 de la séguence en acide aminés de la pretéine codée
par 'ORF3 de Tor 2 est remplacé par un codon glycine {gga).

[0024] En cutre, la séguence SEQ ID NO ; 1 se distingue de la séquence Genbank AY278741 (isolat Urbani) en ce
qu’elle posséde les mutations suivantes :

- t/c en position 7919 ; le codon valine {gtt) en position 2552 de la séquence en acides aminés de la protéine codée
par I'ORF1a est remplacé par un codon alanine {get),

- Vo en position 16622 : cette mutation ne modifie pas la séquence en acides amineés des protéines codées par
FORF1b {mutation silencieuse),

- gfa en position 19064 : cette mutation ne modifie pas la séquence en acides aminés des protéines codées par
FORF1b {mutation gilencieuse),

- oft en position 24872 : cette mutation ne modifie pas la séquence en acides aminés de la protéine 8, et

- cft en position 26857 ; le codon proline (cec) en position 154 de la séguence en acides aminés de la protéine M est
remplace par un codon serine (tcg).

[0025] Enl'absence de mention particuliere, les positions des séquences nucléotidiques et peptidiques sontindiquées
en reférence a la sequence Genbank AY274119.3.
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[0026] La présente invention a également pour objet un polynucléctide isolé ou purifié, caractérisé en ce que sa
séquence est celle du génocme de |a souche isolée de coronavirus telle que définie ci-dessus.

[0027] Selon un mode de réalisation avantageux dudit polynucléotide il présente la séquence SEQ IDNO : 1.
[0028] Les Inventeurs décrivent également un polynucléotide isolé cu purifié, caractérisé en ce que sa séguence
hybride dans des conditions de forte stringence avec la séquence du polynucleotide tel que aéfini ci-dessus.

[0029] Lestermes « isolé qu purifié » signifient modifié « par la main de I'homme » & partir de I'état naturel ; autrement
dit si un objet existe dans la nature, il est dit isalé ou purifié 8%l a été medifie ou extrait de son environnement naturel
ol les deux. Par exemple, un polynucléotide ou une protéine/un peptide naturellement présent dans un organisme vivant
n'est ni isolé, ni purifié ; en revanche le méme peolynuciéotide ou pretéine /peptide séparé des molécules coexistantes
dans son environnement naturel, cbtenu par clonage, amplification et/ou synthése chimigue est isolé au sens de la
présente invention, De plus, un pelynucléotide ou une protéine/peptide qui est introduit dans un organisme par trans-
formation, manipulation génétique ou par toute autre méthode, est « isolé » méme ¢'il est présent dans ledit organisme.
Le terme purifié tel gu'utilisé dans la présente invention, signifie que les protéines /peptides selon llinvention sont
essentiellement libres d'association avee les autres protéines ou polypeptides, comme ('est par exemple le produit purifié
de la culture de cellules hétes recombinantes ou le produit purifié & partir d’une source non-recombinante.

[0030] On entend par conditions d'hybridation de forte stringence, des conditions de température et de force ionique
choisies de telle maniére qu'elles permettent le maintien de I'hybridation spécifique et sélective entre polynucléotides
complémentaires.

[0031] A titre dillustration, des conditions de forte stringence aux fing de définir les polynucléotides ¢i-dessus, sont
avantageusement les suivantes : 'hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est réalisée en deux étapes : (1) préhybridation
4 42°C pendant 3 heures en tampon phosphate (20 mM pH 7.6} contenant & x 8SC (1 x S8C correspond & une selution
0,15 M NaCl + 0, 015 M citrate de sodium), 50 % da formamide, 7 % de sodium dodéey| sulfate (SDS), 10 x Denhardt’s,
& % de dextran sulfate et 1 % d'ADN de sperme de saumon ; (2) hybrigation pendant 20 heures & 42°C suivie de 2
lavages de 20 minutes 4 20°C en 2 % S5C + 2% SDS, 1 lavage de 20 minutes 2 20°C en 0,1 x 58C + 0,1 % SDS. Le
derniat lavage ast pratiqué en 0,1 ¥ SSC + 0,1 % SDS pendant 30 minutes a 60°C.

[0032] Les Inventeurs décrivent egalement un fragment representatif du polynucléctide tel que defini ci-dessus, ca-
ractérisé en ce qu'il est susceptible d'étre obtenu, soit par ['utilisation d'enzymes de restriction dont les sites de recon-
naissance et de coupure sont présents dans ledit polynucléotide tel que défini ci-dessus, soit par amplification & I'aide
d'amorces oligonucléotidiques spécifiques dudit polynucléctide tel que défini ci-dessus, soit par transcription {n vitro,
soit par synthese chimique.

[0033] Selon un mode de réalisation avantageux dudit fragment, il est sélectionné dans le groupe constitue par :
FADNC correspeondant a au moins un cadre ouvert de lecture (ORF) choisi pammi ; ORF1a, ORF1b, ORF-S, ORF-E,
ORF-M, ORF-N, ORF3, ORF4, ORF7 & ORF11, ORF 13 et ORF 14, et 'ADNc correspondant aux extrémitées 5’ ou 3
non-cedantes dudit polynucléotide,

[0034] Selon une disposition avantageuse de ce mode de réalisation, ledit fragment présente une séquence sélec-
tionnée dans le groupe constitug par ;

- lesséquences SEQ ID NO : 2 et 4 représentant 'ADNe correspondant & 'ORF-S qui code pour la protéine S,

- lesséquences SEQ ID NO : 13 et 15 représentant 'ADNe correspendant a I'ORF-E qui cede pour la protéine E,

- les séquences séquence SEQ ID NO: 16 et 18 représentant FADNe correspondant & 'ORF-M qui code pout la
protéine M,

- les séquences SEQ ID NO : 36 et 38 représentant 'ADNc correspondant &4 PORF-N qui code pour la protéine N,

- les séquences représentant les ADNc correspondant respectivement : aux ORF1a et ORF1b {ORF1ab, SEQ ID
NQ : 31), aux ORF3 et ORF4 (SEQ IDNOQ : 7, 8), aux ORF 7 2 11 (SEQ ID NO : 19, 20), a I'ORF13 {SEQ ID NO ;
32) et a'ORF 14 (SEQ ID NO : 34), et

- les séquences représentant les ADNc correspondant respectivement aux extrémités 5(SEQ 1D NO : 39 et 72) et
3" non-codantes {SEQ ID NO : 40, 73) dudit polynucléotide.

[0035] Les Inventeurs décrivent également un fragment de 'ADNc codant pour la protéine 8, tel que défini ci-dessus,
caractétisé en ce qu'il présente une séquence sélectionnée dans le groupe constitué par les séquences SEQ 1D NO :
6 et 6 {fragments Sa et Sb).

[0036] Les Inventeurs décrivent également un fragment de 'ADNc correspondant aux ORF1a et ORF1b tel que défini
cl-dessus, caractérisé en ce qu'il présente une séquence sélectionnée dans le groupe constitué par les séquences SEQ
ID NO : 41 454 (fragments LO aL12).

[0037] Les Inventeurs décrivent également un fragment du polynucléotide tel que défini ci dessus, caraciérisg en ce
qu’il présente au moins 15 bases ou paires de bases consecutives de la séguence du génome de ladite souche incluant
au moins une de celles situées en position 7979, 16622, 19064, 23220, 24872, 25298 et 26857, De préférence, il s'agit
d'un fragment de 20 & 2500 bases ou paires de bases, de maniére preférée de 20 & 400.
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[0038] Lanprésenteinventiona également pour objet un fragment du plynucléotide tel que défini ci-dessus, caracterisg
en ce gu'il comprend les ou est constitué des bases ou de paires de bases consécutives des positions 7919 4 23220,
7919 4 25298, 16622 4 23220, 19064 & 23220, 16622 4 25298, 19064 & 25298, 23220 4 24872, 23220 & 26857, 24872
a 25298, ou 25298 a 26857,

[0039] LesInventeurs décrivent également des amorces daumoins 18 bases aptes a amplifier un fragment du génome
d'un coronavirus associé au SRAS ou de l'éguivalent ADN de celui-ci.

[0040] Selon un mode de réalisation desdites amoarces, elles sont sélectionnées dans le groupe constitué par:

- la paire d'amarces n” 1 correspondant respectivement aux positions 28507 a 28522 (amorce sens, SEQ 1D NO ;
60) et 28774 428759 (amorce anti-sens, SEQ ID NO : 61) de la séquence du polynucléotide tel que défini ci-dessus,

- la paire d'amarces n® 2 correspondant respectivement aux positions 28375 a 28390 (amorce sens, SEQ 1D NO ;
62) et 28702 4 28687 (amorce anti-sens, SEQ ID NO : 83) de laséquence du polynucléotide tel que défini ci-dessus.,
et

- la paire d’'amorces constituée des amorces SEQ ID Nos 65 et 56,

[0041] Les Inventeurs décrivent également une sonde apte a détecterlaprésence du génome d'un coronavirus associé
au SHAS ou d’'un fragment de celui-ci, caractérisée en ce qu’elle est sélectionnée dans le groupe constitué par: les
fragments tels que définis ci-dessus et les fragments correspondant aux positions suivantes de la séquence du polynu-
cléotide tel que défini ci-dessus : 28561 4 28586, 28588 4 28608, 28541 4 28563 et 28565 4 28589 (SEQ [DNO : 64 467).
[0042] Les sondes et amorces telles que définias ci-dessus peuvent &tre marquées directement ou indirectement par
un composeé radicactif ou non radioactif par des méthodes bien connues de FHomme du Métier, afin d'obtenir un signal
détectahle et/ou quantifiable. Parmi les isotopes radioactifs utilisés, on peut citer le 32P, [& 33P, la 35S, le 3H ou 123,
Les entités non radicactives sont sélectionnées pami les ligands tels que la biotine, I'avidine, 1a streptavidine, la digoxy-
gening, leshapténes, les colorants, las agents luminescents tels que les agents radiolumingscents, chémoluminescents,
bioluminescents, fluorescents, phosphorescents.

[0043] Les Inventeurs décrivent des sondes et des amorces marquées derivees des séquences precédentes.
[0044] De telles sondes et amorces sont utiles pour le diagnostic de Finfection par un coronavirug associé au SRAS.
[0048] Les Inventeurs décrivent également une méthode de detecticn d’'un coronavirus associé au SRAS, a partir
d'un échantillon hiclogique, laquelle méthode est caractérisée en ce qu'elle comprend au moins ;

{a) 'extraction d'acides nucléiques présents dans ledit échantillon biolegigue,
{b) lamplification d'un fragment de 'ORF-N par RT-PCR & l'aide d'une paire d'amorces telle que définie ci-dessus, et
{c) la détection par tout moyen approprie des produits d'amplifications obtenus en (b).

[00468] Les produits d'amplifications {amplicons) en (b) sont de 268 pb pour la paire d'amorces n® 1 et de 328 pb pour
la paire d’'amorces n°2.

[0047] Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procédé, I'étape (c) de détection est réalisée a I'aide d'au
moins une sonde correspondant aux positions 28561 4 28586, 28588 4 28608, 28541 4 28563 ot 28565 4 28589 de a
séquence du pelynucléctide tel gue défini ci-dessus,

[0048] De préférence, le génome du coronavirus associé au SRAS est détecté et éventuellement quantifié par PCR
en temps réel, a l'aide de la paire d'amorces n°2 et des sondes correspendant aux positions 28541 & 28563 et 28565
4 28589 marquées avec des composés différents, notamment des agents fluerescents différents.

[0049] LaRT-PCR entemps réel qui met en oeuvre cette paire d'amaorces et cette sonde est trds sensible puisgu’elle
pemmet de détecter 102 copies d’'ARN et jusqu'a 10 copies d'ARN, elle est en outre fiable et reproductible.

[0050] Les Inventeurs décrivent des polydésexytibonucléotides et des poly-ribonucléotides simple-btin, double-brin
et tripe-brin correspondant & la séquence du génome de la souche isclée de coronavirus et de ses fragments tels que
definis ci-dessus, ainsi qu'a leurs séquences complémentaires, sens ou anti-sens, notamment les ARN et les ADNe
correspondant a la sequence du génome et de ses fragments tels que définis ci-dessus.

[0051] Les Inventeurs décrivent également des fragments d'amplification obtenus a l'aide d'amorces spécifigues du
genome de la souche purifiée ou isolée el que défini ci-dessus, notamment & Faide d'amorces et de paires d'amorces
telles que définies ci-dessus, des fragments de restriction constitués par ou comprenant la séquence des fragments
1els que définis ci-dessus, des fragments obtenus par transcrption in vitro & partir d’'un vecteur contenant la séquence
SEQ ID NC: 1 ou un fragment tel que défini ci-dessus, ainsi que des fragments obtenus par synthése chimigue. Des
exemples de fragments de restriction sont déduits de |a carte de restriction de |a séquence SEQ 1D NO : 1 illustrée par
la figure 13. Lesdits fragments sont, soit sous forme de fragments isolés, scit sous forme de mélanges de fragments.
Les Inventeurs décrivent également des fragments modifies, par rappon aux précedents, par enlévement, ou addition
de nucléotides dans une propartion d'environ 15 %, par rappor a la longueur des fragments ci-dessus etfou modifiés
au niveau de la nature des nucléctides, dés lors que les fragments nucleotidiques modifiés conservent une capacité
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d'hybridation avec les séquences d'ARN génomiques ou antigénomiques de Fisolat tel que défini ci-dessus.

[0052] Les molécules d'acide nucléique telles que définies ci-dessus sont obienues par les méthodes classiques,
connues en elles-mémes, en suivant les protocoles standards tels que ceux decrits dans Current Profocols in Molecular
Biology (Frederick M. AUSUBEL 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). Par exemple, elles peuvent étre
obtenues par amplification d’'une séquence nucléique par PCR ou RT-PCR ou bien par synthése chimique totale ou
partielle.

[0053] Les Inventeurs décrivent également une puce ou filttre & ADN ou & ARN, caractérisé en ce qu'll comprend au
moins un polynucléctide ou I'un de ses fragments tels que définis ci-dessus.

[0054] Les puces ou filtres a ADN ou & ARN tels que définis ci-dessus sont préparés par les méthodes classigues,
connues en elles-mémes, comme par exemple greffage chimique ou électrechimique d'eligonucléctides sur support de
verre ou de nylon,

[0055] Les Inventeurs décrivent également un vecteur de clonage et/ou d'expression recombinant, notamment un
plasmide, un virus, un vecteur viral ou un phage comprenant un fragment d'acide nucléique tel que défini ci-dessus, De
préférence, ledit vecteur recombinant est un vecteur d'expression dans lequel ledit fragment d'acide nucléique estplacé
sous le contréle d'éléments régulateurs de la transcription et de la traduction appropriés. En outre, ledit vecteur peut
comprendre des séquences (etiquettes ou tag) fusionnées en phase avec I'extrémité 5' et/ou 3’ dudit insert, utiles pour
Fimmobilisation, et/ou la détection etfou la purification de |a protéine exprimée a partir dudit vecteur.

[0058] Ces vecteurs sont construits et introduits dans des cellules hétes par les méthodes classiques d’ADN recom-
binant et de génie génétique, dui sont connues en elles-mémes. De nombreux vecteurs dans lesquels on peut ingérer
une molécule d'acide nucléique o’intérét afin de lintroduire et de la maintenir dans une cellule hdte, sont connus en
eux-mémes ; le choix d'un vaecteur approprié dépend de I'utilisation envisagée pour ¢ce vecteur (par exemple réplication
de la séquence d'intérét, expression de catte séquence, maintien de la séquence sous forme extrachromosomique ou
bien intégration dans le matérel chromosomique de 'hdte), ainsi que de la nature de |a cellule hbte.

[0057] Ledit plasmide est notamment sélectionné parmi les plasmides suivants !

- le plasmide, dénomme SARS-S, compris dans la souche bactérienne déposée sous le n° 1-3059, le 20 juin 2003,
auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microcrganismes, 25 ruie du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15 ; il contient la séquence d’ADNc cadant pour la protéine S de la souche de SARS-CoV issue du prélévement
répertorié sous le n® 031589, laquelle séquence comrespondant aux nucléotides des positions 21406 2 25348 (SEQ
ID NO : 4), en réference & la séquence Genbank AY274119.3,

- le plasmide, dénomme SARS-51, compris dans la souche bactérienne déposée sous le n® [-3020, le 12 mai 2003,
auprés de |la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15; 1l contient un fragment 5' de la séquence d’ADNc codant pour la protéine S de la souche de SARS-CoV issue
du prélévement répertorié sous le n° 031589, telle que définie ci-dessus, lequel fragment correspondant aux nu-
cléotides des positions 21406 & 23454 (SEQ ID NO :5), en r&férence & la séquence Genbank AY274119.3 Tor2,

- le plasmide, dénommé SARS-32, cempris dans la souche bactérienne déposée sous le n® -3019, le 12 mai 2003,
aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15; il contient un fragment 3'de la séquence d'ADNe codant pour la protéine S de la souche de SARS-CoV issuse
du prélévement réperterié sous le n° 031589, telle que définie ci-dessus, lequel fragment correspondant aux nu-
cléotides des positions 23322 3 26348 (SEQ ID NO :8), enréférence & la séquence Genbank n® d'acces AY274119.3,

- le plasmide, dénormmé SARS-SE, compris dans la scuche bactérienne déposée sous le n® 1-3128, le, 13 novembre
2003, auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15; il contient I'ADNc correspondant & la région située entre FORF-S et 'ORF-E et chevauchant FORF-E de
la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorie sous le n® 031589, telle que définie ci-dessus, laquelle
régicn correspondant aux nucléctides des positions 25110 4 26244 {SEQ ID NO :8), en référence a la séquence
Genbank n° d'accés AY274119.3,

- le plasmide, dénommé SARS-E, comprig dans la souche bactérienne déposée sous le n® |-3048, le 28 mai 2003,
auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 26 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15 ; il contient la séquence d’ADNc codant pour la protéine E de la souche de SARS-CoV issue du prélévement
répettorié sous le n° 031589, telle que définie ci-dessus, laquelle séquence correspondant aux nucléotides des
positions 26082 & 26413 (SEQ ID NO :18), en référence & la séquence Genbank n® d'accés AY274119.3,

- le plasmide, d&nommeé SARS-M ; compris dans la scuche bactérienne déposée sous le n® 1-3047, le 28 mai 2003,
auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15 ; il contient la sequence d'ADNc codant pour la protéine M de |a souche de SARS-CoV issue du prélévement
répertorié sous le n® 031589, telle que définie ci-dessus ; laquelle séquence correspondant aux nucléctides des
positions 26330 a4 27098 (SEQ |ID NO :18), en référence & la séquence Genbank n® d’'accés AY274119.3,

- le plasmide dénomme SARS-MN, comprig dans |a souche bactérienne déposée scus le n® [-3125, le 13 novembre
2003, aupres de la Collection Nationale de Cultures de Micreorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
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Cedex 15 ; il contient |2 séquence d'ADNc correspondant & la région située entre 'ORF-M et FORF-N de la souche
de SARS-CoV issue du prélevement répertorié sous le n° 031589 et prelevée a Hanoi, telle que definie ci-dessus,
laquelle sequence correspondant aux nucléotides des positions 26977 & 28218 (SEQ ID NO :20), en référence &
la séquence Genbank n° d'accés AY274119.3,

- le plasmide dénommeé SARS-N, compris dans la souche bactérienne déposee sous le n° |-3048, le 5 juin 2003,
auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15 ; 1l contient 'ADNG codant pour la protéine N de la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous
le n® 03156889, telle que définie ci-dessus, laquelle séquence correspondant aux nucléotides des positions 28054 2
29430 (SEQID NG :38), en référence & la séquence Genbank n° d'accés AY274112.3 ; ainsi ¢e plasmide comprend
un insett de séquence SEQ ID NO :38 et est compris dans une souche bactérienne qui et qu'll a é1é déposée sous
le n® 1-3048, le 5 juin 2003, auprés de la Collection Nationale de Cultures de Micrcorganismes, 25 rue du Docteur
Roux, 75724 Paris Cedex 15,

- leplasmide dénemme SARS-5’'NC, compris dans la souche bactérienne dépesée sous len® 1- 3124, le 7 novembre
2003, auprés de la Collection Nationale de Culfures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15 ; il contient FADNc correspondant & Fextrémité 5'non codante du génome de la souche de SARS-CoV
issue du prélévement répertorié sous le n°® 031589, telle que définie ci-dessus, laquelle séquence comespondant
aux nucléotides des positions 1 4204 (SEQ ID NO :39), enréférence & laséquence Genbankn® d'accés AY274119.3,

- le plasmide dénommeé SARS-3'NC, compris dans la souche bactérienne déposée sous le n° 1-3123 le 7 novembre
2003, auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15. ; il contient la séquence d' ADNc corraspondant & lextrémité 3'non codante du géhome de la souche de
SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n® 031589, telle que définie ci-dessus, laquelle séguence
cotraspondant 4 celle située entre le nucléotide en position 28933 & 29727 (SEQ ID NO :40), en référence 4 la
séguence Genbank n® d'accés AY274119.3, se tenmine par une série de nucléatides a.,

- le plasmide d'expression dénommé plV2.3N, contenant un fragment d'’ADNc codant pour une fugion C-terminale
de |z protéine N (SEQ ID NO : 37) avec une étiquatte polyhistidine,

- le plasmide d'expression dénommeé plV2.38,, contenant un fragment I'ADN¢ codant pour une fusion C-terminale
du fragment correspondant aux positions 475 4 1193 de la géguence en acides aminés de la protéine S (SEQ 1D
NO : 3) avec une étiquette polyhistidine,

- le plasmide d'expression plV2.3S,, contenant un fragment o’ ADNG codant pour une fusion G-terminale du fragment
correspondant aux positions 14 & 1193 de la séquence en acides amines de la protéine S (SEQ ID NO : 3) avec
une étiquette polyhistidine,

- le plasmide d’expression dénommé pIV2.4N, contenant un fragment d'ADNc codant pour une fusion N-terminale
de la protéine N (SEQ ID NO : 3) avec une étiguette polyhistidine,

= leplasmide d'expression dénommé pIV2.4S¢c ou pIV2.4S,, contenant un insert codant pour une fusion N-terminale
du fragment correspondant aux positions 475 & 1193 de la séguence en acides aminés de la protéine 8 (SEQ ID
NO : 3) avec une étiquette polyhistidine, et

- le plasmide d'expression dénemmé plvV2.45 contenant un fragment d’ADNc codant pour une fusion N-terminale
du fragment correspondant aux positions 14 & 1193 de la séquence en acides aminés de la protéine S (SEQ D
NO : 3) avec une étiguette polyhistidine,

[0058] Selon une disposition avantageuse du plasmide d'expression tel que défini ci-dessus, il est compris dans une
souche bactérienne qui a été déposée sous le n® |- 3117, le 23 octobre 2003, auprés de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganisimes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15.

[0059] Selon une autre dispesition avantageuse du plasmide d'expression tel gue défini ci-dessus, il est compris dans
une souche bactérienne qui a été déposée sous le n® |- 3118, le 23 octobre 2003, auprés de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes, 25 rue du Decteur Roux, 75724 Paris Cedex 15.

[0080] Selon une autre disposition du plasmide d'expression tel que défini ci-dessus, il est compris dans une souche
bactérienne quia eté déposée & la CNCM, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 sous les numéros suivants :

a) souche n® |- 3118, déposée le 23 octobre 2003,
b} souche n® |- 3019, déposée le 12 mai 2003,

¢) souche n° |- 3020, déposée le 12 mal 2003,

d) souche n®l-30589, déposée le 20 juin 2003,

€) souche n° -3323, dépcsée le 22 novembre 2004,
) souche n® |-3324, déposée le 22 novembre 2004,
g) souche n® |-3328, déposee le 1" décembre 2004,
h) scuche n° -3327, déposée le 187 décembre 2004,
i) souche n® [-3332, deposée le 1" décembre 2004,
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j) souche n® |-3333, déposée le 1" décembre 2004,
k) souche n°l-3334, déposge le 1" décembre 2004,
1) souche n°® [-3335, deposée le 1¢' décembre 2004,
m} souche n® |-3336, deposee le 12 décembre 2004,
n) souche n® -3337, déposée le 1" décembre 2004,
0) souche n° -3338, déposée le 2 décembre 2004,
p) souche n° -3339, déposée le 2 décembre 2004,
q) souche n° -3340, déposée le 2 décembre 2004,

ry souche n° -3341, déposée le 2 décembre 2004,

[0061] Les Inventeurs décrivent également un insérat d'acide nucléique d'origine virale, caractérisé en ce qu'il est
contenu dans 'une quelconque des souches telles que définies ci-dessus en a)-r).

[0062] Les Inventeurs décrivent également un acide nucléique comportant un géne synthétique permettant une ex-
pression optimisée de la protéine $ dans des cellules sucaryotes, caractérisé en ce qu'il posséde la séquence SEQ ID
NO: 140.

[0083] Les Inventeurs décrivent également un vecteur d'expression compertant un acide nucléique compoertant un
géne synthétique permettant une expression optimisée de la protéine S, lequel vecteur est contenu dans la souche
bactérienne déposée & la CNCM, le 18" décembre 2004, sous le n®l-3333.

[0084] Selon un mode de réalisation dudit vecteur d'expression, 1l s'agit d'un vecteur viral, sous forme de particuls
virale ou sous forme de génome recombinant.

[0068] Selon une disposition avantageuse de ce mode de réalisation, il g'agit d'une patticule virale recombinante ou
d'un génomae viral recombinant susceptible d'atre obtenu par transfection d'un plasmide selon les alinéas g), h) et k) &
r) tels que définis ci-dessus, dans un systéme cellulaire approprié, c’est-a-dire, par exemple, des cellules transfectées
avec un ol plusieurs autres plasmide(s), destinés 4 trancomplémenter certaines fonctions du virug délétées dans le
vecteur et nécessairas 4 la formation des patticules virales.

[0066] On entend ici par « famille de la protéine S » la protéine S compléte, son ectodomaine et des fragments de
cet ectodomaine qui sont de préférence produits dans un systéme eucaryote.

[0067] Les Inventeurs décrivent également un vecteur lentiviral codant pour un polypeptide de la famille de la protéine
S, telle que définie ci-dessus.

[0068] Les Inventeurs décrivent egalement un virus rougeole recombinant codant pour un polypeptide de la famille
de la protéine 3, telle que definie ci-dessus.

[0069] Les Inventeurs décrivent également un virus vaccine recombinant codant pour un polypeptide de la famille de
la protéine &, telle que définie ci-dessus.

[0070] Les Inventzurs décrivent également lutilisation d'un vecteur selon les alinéas e) a r) tels que définis ci-dessus,
ol d'un vecteur comportant un g&ne synthétique de la protéine S, tel que défini ci-dessus, pour la production, en systeéme
eucaryote, de la protéine S du corenavirus associé au SRAS, ou d’un fragment de cette protéine.

[0071] Les Inventeurs décrivent également une méthede de production de la protéine S en systame eucaryote, com-
portant une étape de transfection de cellules sucaryotes en culture par un vecteur choisi parmi les vecteurs contenus
dans les souches bactériennes mentionnées aux alinéas ) a r) ci-dessus ou un veeteur cempertant un géne synthétique
permettant une expression optimisée de la protéine 5.

[0072] Les Inventeurs décrivent également une banque d'ADNe caractérisée en ce qu'elle comprend des fragments
tels que définis ci-dessus, en particulier des fragments d'amplification ou des fragments de restriction, clonés dans un
vecteur recombinant, notamment un vecteur dexpression {(banque d'expression).

[0073] LesInventeurs décrivent également des cellules, notamment des cellules procaryotes, modifiées par un vecteur
recombinant tel que défini ci-dessus.

[0074] Les Inventeurs décrivent également une cellule eucaryote génetiquement modifiée exprimant une protéine ou
un polypeptide tels que définis ci-aprés. Bien évidemment, les termes "cellule eucaryote génétiquement modifiée”™ ne
designent pas une cellule modifiée par un virus sauvage.

[0075] Selon un mode de réalisation avantageux de ladite cellule, elle est susceptible d'étre obtenue par transfection
par 'un quelcohque des vecteurs mentionnés aux alinéas k) & n) ci-dessus.

[0076] Selon une disposition avantageuse de ce mode de réalisation, il s'agit de la cellule FRhK4-5s0l-30, déposée
a la CNCM le 22 novembre 2004, sous le n°-3325.

[0077] Les vecteurs recombinants tels que définis ci-dessus et les cellules transformées par lesdits vecteurs d'ex-
pression sont avantageusement utilisés pour l2 production des protéines et des peptides corespondants. Les banques
d'expression dérivées desdits vecteurs, ainsi que les cellules transformées par lesdites banques d’expression sont
avantageusement utilisées pour identifier les épitopes immunogénes (épitopes B et T) des proteines du coronavirus
associé au SRAS.

[0078] Les Inventeurs décrivent egalement des protéines et des peptides purifiées ou isolées, caracterisés en ce qu'ils
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sont codes par le polynucléotide ou I'un de ses fragments tels que definis ci-dessus.
[0079] Selon un mode de réalisation avantageux, ladite protéine est sélectionnée dans le groupe constitué par ;

= la protéine S de séquence SEQ |D NO ;3 ou son ectodomaine

- la protéine E de séquence SEQ ID NO :14

- la protéineg M de séquence SEQ ID NO 17

- la protéineg N de séquence SEQ ID NO: 37

- les protéines codées par les ORFs : ORF1a, ORF1b, ORF3, ORF4 et ORF7 & ORF11, ORF 13 et ORF 14 de
séquence respectivement, SEQ ID NQ :74, 75, 10, 12, 22, 24, 26, 28, 30, 33 et 35.

[0080] On utilisera ci-aprés indifféremment les termes « ectodomaine de la protéine S » et « forme soluble de la
protéine S »,

[0081] Selon un mode de réalisation avantageux, ledit polypeptide est constitué des acides aminés comespondant
aux positions 1 & 1193 de la séquence en acides aminés de la protéine 8

[0082] Selon un autre mode de réalisation avantageux, ledit peptide est sélectionné dans le groupe constitué par :

a) les peptides correspondant aux positions 1421193 et 476 41193 de la séquence en acides aminés de laprotéine S,
b} les peptides correspondant aux positions 2a 14 (SEQ ID NO : 89) et 100 & 221 de |la séquence en acides aminés
delaprotéine M ; ces peptides correspondent respectivement alectodomaine eta Fendodomaine de |a protéine M, et
¢) les peptides cortespondant aux positions 14 12 (SEQ ID NO : 70) et 53 4 76 (SEQ ID NO : 71) de la séquence
en acides aminés de |a protéine E ; ces peptides correspondent respectivement & I'ectodomaine et a 'extrémite C-
terminale de la protéine E, et

d) les peptides de b &4 50 acides aminés consécutifs, de préférence de 10 & 30 acides aminés, inclus ou chevauchant
partiellement ou totalement |a séquence des peptides tels que définis en a), b) ou ¢).

[0083] Les Inventeurs decrivent également un peptide caractérisé en ce qu’'ll présente une séquence de 7 4 50 acides
aminés incluant un résidu d'acide aminé sélectionné dans le groupe constitué par

- l'alanine située en position 25652 de |la séquence en acides aminés de la protéine codée par TORF1a.

- la sérine situee en position 877 de la séquence en acides amines de la protéine S de la souche de SARS-CoV telle
que definie ci-dessus,

- la glycine en position 11 de la séquence en acides aminés de la protéine codée par 'ORF3 de la souche de SARS-
CoV telle que définie ci-dessus,

- la sérine en position 154 de la séquence en acides aminés de la protéine M de la souche de SARS-CoV telle que
définie ci-dessus.

[0084] Les Inventeurs décrivent également un anticorps ou un fragment d'anticomps peolyclenal ou menoclonal, sus-
ceptible d’étre obtenu par immunisation d'un animal avec un vecteur recombinant tel gue défini ci-dessus, une banque
Jd'ADNg telle gue définie ci-dessus ou bien une protéine cu un peptide tels que définis ci-dessus, caractérisé en ¢e quiil
se lie avec 'une au moins des protéines codées par le SARS-CoV telles que définies ci-dessus.

[0088] Les Inventeurs décrivent des anticorps pelyclonaux, des anticorps meneclonaux, les anticorps chimérques
tels que les anticorps humanisés, ainsi que leurs fragments (Fab, Fv, scFv).

[0086] Les Inventeurs décrivent également un hybridome produisant un anticorps monoclonal contre la protéine N,
caractérisé en ¢e qu'il est cheisi parmi les hybridomes suivants ;

- Ihybridome produisant 'anticorps monoclonal 87, déposé a la CNCM le 18r décembre 2004 sous le numéro -3328,
- Ihybrideme produisant I'anticorps monoclonal 88, déposé a la CNCM le 187 décembre 2004 sous le numére 1-3329,
- Ihybridome produisant I'anticorps monoclonal 57, deposé &la CNCM le 18f décembre 2004 sous le numéro 1-3330, et
- I'hybrideme produisant I'anticorps monoclonal 186, déposé & la CNCM le 197 décembre 2004 sous le numéro |-3331,

[0087] Les Inventeurs déctivent également un anticomps ou fragment d'anticarps polyclonal ou monoclonal dirigé
contre la protéine N, caractérisé en ce qu'il st produit par un hybridome tel que défini ci-dessus.

[0088] On entend par anticorps chimérigque, relativement & un anticorps d'une espéce animale particuliere ou d’'une
classe particuliere d'anticorps, un anticerps comprenant tout ou partie d’'une chaine lourde et/ou d’'une chaine legére
d'un anticorps d'une autre espéce animale ou d’'une autre classe d'anticorps.

[0089] On entend paranticorps humanisé une immmunoglobuline humaine dans laquelle les residus des CDRs (Com-
plementary-Determining Regions) qui forment le site de ligison a I'antigéne sont remplacés par ceux d’un anticomps
monoclonal non-humain posséedant la spécificite, I'affinité cu I'activité recherchées. Par comparaison avec les anticorps
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non-humains, les anticorps humanisés sont moins immunogénes et possedent une demi-vie prolongée chez 'Homme
car ils ne possedent gu'une faible proportion de séquences non-humaines étant donné que la quasi-totalité des résidus
des régions FR {Framework) et de la région constante (Fc) de ces anticorps sont ceux d'une ségquence consensus
d'immuncglobulines humaines.

[0090] Les Inventeurs décrivent également une puce ou filtre & protéine, caractérisé en ce gu'il comprend une protéine,
un peptide ou bien un anticorps tels que définis ci-dessus.

[0091] Les puces & protéine sontpréparées par les méthodes classiques, connues en elles-mémes. Parmi les supports
appropriés sur lesquels peuvent étre immebilisés des protéines, on peut citer ceux en matiére plastigue ou en verre,
notamment scus la forme de microplagues.

[0092] La présente invention a également pour objet des réactifs dérivés de la souche isolée de coronavirus assccié
au SRAS, issue du prélévement répertorié sous le n® 031589, utiles pour I'étude et le diagnostic de lnfection provequée
par un coronavirus associé au SRAS, lesquels réactifs sont sélectionnés dans le groupe constitué par une souche isolée
de corenavirus et un polynucléctide tels que définis ci-dessus,

[0093] Les Inventeurs décrivent également des réactifs dérivés de la souche isolée de coronavirus associé au SRAS,
issue du préldvement répertotié sous le n® 031589, utiles pour I'étude et le diagnostic de l'infection provoquée par un
coronavirus associé au SRAS, lesquels réactifs sont sélectionnés dans le greupe constitué par:

{a) une paire d'amorces, une sonde ou une puce & ADN telles que définies ci-dessus,
{p) un vecteur recombinant ou une cellule madifiée tels que définis ci-dessus,

{¢) une protéing ou un peptide tel que défini ci-dessus,

{d) un anticorps ou fragment d'anticoms tels que définis ci-dessus, at

{e) une puce & protéine telle que définie ¢ci-dessus.

[0094] Ces différents réactifs sant préparés et utilisés selen les techniques classiques de biologie moléculaire et
d'immunclogie, en suivant les protocoles standards tels que ceux décrits dang Current Protocols in Malecular Biology
(Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and Son Inc., Library of Congress, USA), dans Current Protecols in Immunology
(John E. Cologan, 2000, Wiley and Son Ing, Library of Congress, USA) et dans Antibhodies : A Laboratory Manual (E.
Howell and D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

[0095] Les fragments d'acide nucléique selon linvention sont préparés et ulilisés selon les techniques classiques
telles que définies ci-dessus. Les peptides et les protéines sont prépares par les techniques d'ADN recombinant, connues
de I'Homme du metier, notamment & l'aide des vecteurs recombinants tels que definis ci-dessus. Altemativement, les
peptides peuvent &tre préparés par les techniques classiques de synthése en phase solide ou liquide, connues de
FHomme du métier.

[0096] Les anticorps polyclonaux sont préparés par immunisation d'un animal approprié avec une protéing ou un
peptide tels que définis ci-dessus, éventuellement couplé & la KLH ou & I'albumine et/ou associé a un adjuvant approptié
tel que l'adjuvant de Freund {complet ou incomplet) ou 'hydroxyde d'alumine ; aprés obtention d'un titre en anticorps
satisfaisant, les anticorps sont récoltés par prélevement du sérum des animaux immunisés et enrichis en IgG par
précipitation, selon les techniques classiques, puis les 1gG spécifiques des protéines du SARS-CoV sent éventuellemeant
purifiées par chrematographie d'affinité sur une colonne appropriée sur laguelle sont fixés ledit peptide ou ladite pretéine,
1els que définis ci-dessus, de fagon & obtenir une préparation &'lgG monospécifiques.

[0097] Les anticerps moneclonaux sont preduits & partir d'hybridemes obtenus par fusion de lymphoeytes B d'un
animal immunisé par une protéine ou un peptide tels que définis ci-dessus avec des myélomes, selon la technique de
Kdhler et Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497) ; les hybridomes sont cultivés in viiro, notamment dans des fermenteurs
ou produits in vivo, sous forme d'ascite ; alternativement lesdits anticorps meneclonaux sont produits par génie génétique
comme déctit dans le brevet américain US 4,818,567.

[0098] Les anticorps humanisés sont produits par des méthodes générales comme celles décrites dans la Demande
Internationale WO 98/45332.

[0099] Lesfragments d'anticorps sont produits a partir des régions V|, et V| clonées, a partir des ARNm d’hybridomes
ou de lymphocytes spléniques d'une souris immunisée ; par exemple, les fragments Fv, scFv ou Fab sont exprimés &
la surface de phages fllamanteux selon la technique de Winter et Milstein (Nature, 1991, 349, 293-299) ; aprés plusisurs
étapes de sélection, les fragments d'anticorps spécifiques de I'antigéne sont isolés et exprimés dans un systéme d'ex-
pression approprié, par les technigues classiques de clonage et dexprassion d’ADN recombinant.

[0100] Les anticomps ou leur fragments tels que définis cl-dessus, sont purifiés par les techniques classiques connues
de 'Homme du métier, telles que la chromatographie d'affinité.

[0101] Laprésente invention a en outre pour cbjet I'utilisation d'un produit sélectionné dans le groupe constitué par ;
une souche isclée de coronavirus et un polynucléctide tels que définis ci-dessus, pour la préparation d'un réactif de
detection et eventuellement de génotypage/sérotypage, d'un coronavirug associe au SRAS,

[0102] Les Inventeurs décrivent en outre ['utilisation d’un produit sélectionné dans le groupe constitue par : une paire
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d'amorces, une sonde, une puce a ADN, un vecteur recombinant, une cellule modiifiée, une protéine ou un peptide, un
anticorps ou un fragment d'anticorps et une puce a protéine tels que définis ci-dessus, pour |a préparation o'un réactif
de detection et eventuellement de génotypage/sérotypage, d'un coronavirus associe au SAAS.

[0103] Les prot€ines etles peptides, qui sont aptes a étre reconnus et/ou a induire la preduction d'anticorps spécifiques
du coronavirus associé au SRAS, sont utiles pour le diagnostic de l'infection par un tel ceronavirus ; linfection est
détectée, par une technique appropriée- notamment EIA, ELISA, RIA, immunoflucrescence-, & partir d'un échantillon
biologique préleve chez un individu susceptible d'étre infecté.

[0104] Selon une disposition avantageuse de ladite utilisation, lesdites protéines sont sélectionnées dans le groupe
constitué par les protéines S, E, M et/ou N et les peptides tels que définis ci-dessus.

[0105] Les protéines S, E, M et/ou N et les peptides dérivés de ces protéines tels que définis ci-dessus, par exemple
la protéine N, sont utilisées pour le diagnostic indirect d'une infection & corenavirus associé au SRAS (diagnostic
sérologique ; détection d’anticorps spécifiques du SARS-CoV), notamment par une méthode immunoeenzymatique {ELI-
SA).

[0106] Les anticorps et les fragments d'anticomps tels que définis ci-dessus, notamment ceux dirigés contre les pro-
téines S, E, M et/ou N etles peptides dérivéstels que définis ci-dessus, sont utiles pour le diagnostic direct d'une infection
a coronavirus associé au SRAS ; |a détection de protéine(s) du SARS-CoV est réalisée par une technique appropriée,
notamment EIA, ELISA, RIA, immunofluorescence & partir d’'un échantillon biologique préleveé chez un individu suscep-
tible d'étre infecté.

[0107] Les Inventeurs décrivent également une méthode de détection d'un coronavirus associé au SRAS, & partir
d'un &chantillon bislogique, laquelle méthode ast caractérisée en ce qu’elle comprend au moins :

{a) la mise en contact dudit échantillon biolegique avec au moing un anticorps ou un fragment d’anticorps, une
protéine, un peptide ou bien une puce ou un filtra 4 protéine ou a peptide tels que d&finis ci-dessus, et

{b) 1a révélation par tout moyen approprié des complexes antigéne-anticorps formeés en (a), par exemple par ElA,
ELISA, RIA, ou par immunofluorascence.

[0108] Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procédéa I'étape (a) comprend :

{a,) la mise en contact dudit échantillon biologique avec au moins un premier anticerps ou un fragment a’anticorps
qui est fixé sur un suppont approprié, notamment une microplague,

(as) le lavage de la phase solide, et

{a) I'addition d'au moins un second anticorps ou un fragment d'anticorps, différent du premier, ledit anticomps ou
fragment d'anticorps étant éventuellement marquée de fagon approprige.

[0109] Ce procédé qui permet de capturer les particules virales présentes dans I'échantillon biologigue est également
dénommé procéde d'immunocapture.,
[0110] Parexemple :

- [létape (a,) est réalisée avec au moins un premier anticorps menaclenal ou polyclonal ou un fragment de ceux-ci,
dirigé contre la protéine S, M, et/ou E, et/ou un peplide correspondant & l'ectodomaine de I'une de ces protéines
{peptides M2-14 ou E1-12)

- Iétape (ay) est réalisée avec au moins un anticorps ou un fragment d'anticorps dirigé contre un autre épitope de la
méme protéine ou de préférence contre une autre protéine, de maniére préférée contre une protéine interne telle
que la nucléopretéine N ou l'endodomaine de la protéine E ou M, de maniére encore plus préférée il s'agit d'anticorps
ou de fragments d'anticorps dirigés contre la protéine N qui est trés abondante dans la particule virale ; lorsqu'un
anticorps ou un fragment d'anticorps dirigé contre une protéine interne (N) ou contre 'endodomaine des protéines
E ou M est utilisé, le dit anticorps est incubé en présence de détergent, comme le Tween 20 par exemple, & des
concentrations de l'ordre de 0,1 %.

- l'étape {b) de révélation des complexes antigéne-anticorps formés est réalisée, soit directement & |'aide d’un second
anticotps marqué par exemple avee de la biotine ou une enzyme approptiée telle que la peroxydase ou la phos-
phatase alcaline, soit indirectement & l'aide d'un sérum anti-immunoglobulines marqué comme ci-dessus. Les com-
plexes ainsi formés sont révélés & l'aide d'un substrat approptié.

[0111] Selonune mise enoeuvre préférée de cetaspect de l'invention, I'échantillon biologique estmélangé & l'anticomps
monoclonal de révélation préalablement 4 sa mise en contact avec les anticorps monoclonaux de capture. Le cas
écheant, le mélange sérum-anticorps de révélation est incubé pendant au moins 10 minutes & température ambiante
avant d'étre appliqué sur la plague.

[0112] La présente invention a également pour objet un test d'immunocapture destiné a détecter une infection par le

12



iG

15

25

35

46

45

50

55

EP 1 694 828 B1

ceronavirus associé au SRAS par détection de la nucléoprotéine native (protéine N), en particulier caractérisé en ce
que |'anticorps utilisé pour |a capture de la nucléoproteine virale native est un anticorps monoclonal spécifique de a
region centrale etfou d’un épitope conformationnel.

[0113] Selon un mode de réalisation dudit test, 'anticorps utilisé pour la capture de |a protéine N est l'anticomps
monoclonal Acm87, produit par hybridome déposé & la CNCM le 18" décembre 2004 sous le numéro [-3328.

[0114] Selonunautre mode de réalisation dudit test dimmunocapture, 'anticomes utilisé pour la capture de la protéine
N est 'anticorps monoclenal AcmB6, preduit par I'hybridome déposé & la CNCM le 12 décembre 2004 sous le numéro
1-3329.

[0115] Selon un autre mode de réalisation dudit test d'immunocapture, les anticorps menoeclonaux Acmaeé et Acm87
sont utilisés pour la capture de |a protéine N.

[0116]) Dans les tests dimmunccapture selon 'invention, on peut utiliser pour la révélation de la protéing N, l'anticorps
monoclonal Acmb57, prodult par Phybridome déposé & la CNCM le 187 décembre 2004 sous le numére 1-3330, ledit
anticorps étant conjugué a une molécule ou une paricule révélatrice,

[0117] Conformément audit test dimmunocapture, une combinaison des anticerps Aem57 et Aem87, conjugués &
une molécule ou une particule révélatrice, est utilisée pour la révélation de la protéine N.

[0118] Une molécule révélatrice peut étre un atome radioactif, un colorant, une molécule fluorescente, un fluorophore,
une enzyme ; une particule révélattice peut étre, par exemple : de For colloidal, une particule magnétique ou une bille
de latex.

[0119] La présente invention a également pour objet un réactif de détection d'un coronavirus associé au SRAS,
caractétisé en ce qu'l est sélectionné dans le groupe constitué par une souche isolée de coronavirus telle que définie
ci-dessus et un polynucléctide tel que défini ¢i-dessus.

[0120] Les Inventsurs décrivent égalemeant un réactif de détection d'un coronavirus associé au SRAS, caractérisé en
ce qu'll est sélectionné dans le groupe canstitué par

{a) une paire d'amorces ou une sonde telles que définies ci-dessus,

{b) un vecteur recombinant tel que défini ci-dessus ou une cellule modifiée telle que définie ci-dessus,

{¢) un anticomps ou un fragment d'anticorps tel que défini ¢i-dessus,

{d) une combinaison d’anticorps comprenant les anticorps monoclonatlx AcmB6 et/ou Acm87, et 'anticonss mono-
clonal Acm57, telle que définie ci-dessus,

{e) une puce ou un filtre tels gue définis ci-dessus.

[0121] Les Inventeurs décrivent également une méthode de détection d'une infection par un coronayirus associé au
SRAS, a partird’un échantillon biclogique, par ELISA IgG indirect utilisant la protéine N, laquelle méthode estcaractérisée
en ce que les plaques scnt sensibilisées par une solution de protéine N 4 une concentration comprise entre 0,5 et
4).0/mL, de préférence 2pg/mL, dans un tampon PBES 10mM pH 7.2, rouge de phénol & 0,25mL /L.

[0122] Les Inventeurs décrivent, en outre, une méthode de détection d’'une infection par un coronavirus associé au
SRAS, a partir d'un échantillon hiclogique, par ELISA double épitope, caractérisée en ce que le sérum a tester est
mélangé & Fantigéne de révélation, ledit mélange étant ensuite mis au contact de lantigéne fixé sur un support solide.
[0123] Selon une variante des tests de détection des corenavirus associé au SRAS, ¢es tests combinent un ELSA
utilisant la protéine N, et un autre ELSA utilisant la protéine S, tel que décrit plus bas.

[0124]) Les Inventeurs décrivent aussiun complexe immuntformé d'un anticomps ou d'un fragment d'anticorps pelyclonal
ou monoclonal tel que défini ci-dessus, et d’'une protéine ou d’un peptide du coronavirus associé au SRAS.

[0125] Laprésentinvention a en outre pour objet un kit de détection d'un coronavirus associé au SRAS, caractérisé
en ¢e qu'll comprend au meins un réactif sélectionné dans le groupe constitué par une souche isclée de coronavirus et
un polynucléotide.

[0128] Les Inventeurs décriventa en outre un kit de détection d'un coronavirus associé au SRAS, caractérisé en ce
qu'il comprend au moing un réactif sélectionné dans le groupe constitué par : une paire d’amorces, une sonde, une puce
a ADN cu a ARN, un vecteur recombinant, une cellule modifieée, une protéine ou un peptide, un anticomps, et une puce
a protéine tels que definis ci-dessus.

[0127] Les Inventeurs décrivent an outre, une composition immunogéne, caractérisée en ce qu'elle comprend au
moins un produit sélectionné dans le groupe constitué par:

a) une pratéine ou un peptide tels que définis ci-dessus,
b) un polynucleéotide de type ADN ou ARN ou I'un de ses fragments représentatifs tels que définis ci-dessus, de

séquence choisie parmi :

(i) la séguence SEQ ID NO ; 1 ou son équivalent ARN
{ii) la séquence hybridant dans des conditions de forte stringence avec la séequence SEQ ID NG : 1,
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{iii) la séguence complémentzaire de laséquence SEQ 1D NO ; 1 ou de la séquence hybridant dans des conditions
de forte stringence avec la séquence SEQ ID NG 1,

(v} la sequence nucleéotidique d'un fragment représentatif du pelynucléotide tel que defini en (1), (il ou (i},
(v} l]a sequence telle que definie en (i), (i), (iii) ou (iv), modifiée, et

¢} un vecteur d'expression recombinant comprenant un polynucléotide tel que défini en b), et
d) une banque d’ADNG telle que définie ci-dessus,

ladite composition immunogeéne étant capable d'induire une immunité humerale ou cellulaire protectrice spécifique du
coronavirus associé au SRAS, notamment la production d'un anticorps ditigé contre un épitope spécifique du coronavirus
associe au SRAS.

[0128] Les protéines et les peptides tels que définis ci-dessus, notamment les protéines S, M, E et/ou N etles peptides
derivés, ainsi que les melécules d'acide nucléique (ADN ou ARN) codant lesdites protéines ou lesdits peptides, sontde
bons candidats vacein et peuvent étre utilisées dans des compesitions immunegénes pour la production d'un vaecin
contre le coronavirus associé au SRAS.

[0129] Selon un meode de réalisation avantageux des compositions définies ci-dessus, elles contiennent en outre, au
moins un véhicule pharmaceutiquement acceptable et éventuellement des substances porteuses et/ou des adjuvants.
[0130] Les véhicules phammaceutiguement acceptables, les substances porteuses et les adjuvants sont ceux classi-
quement utilisés.

[0131] Les adjuvants sont avantageusement choisis dans le groupe constitué par des émulsions huileuses, de la
saponine, des substances minéralas, des extraits bactariens, de l'hydroxyde d'alumine et le squaléne.

[0132] Les substances porteuses sont avantageusemesnt sélectionnées dans le groupe constitué par des liposomes
unilamellaires, des liposomes multilamellaires, des micelles de saponine ou des microsphéres solides de nature sac-
chatidique oU aurifére.

[0133] Lescompositionstelles que définies ci-dessus, sontadministrées parvoie générale, notamment intramusculaire
ol sous-cutanée ou bien par voie locale notamment nasale (agrosol).

[0134] Les Inventeurs décrivent également Futilisation d'une protéine ou d’un peptide isolé ou purifié présentant une
séquence sélectionnée dans le groupe constitué par les sequences SEQ ID NO: 3, 10, 12, 14, 17, 22, 24, 26, 28, 30,
33, 35, 37, 69, 70, 71, 74 et 75 pour former un complexe immun avec un anticorps dirigé spécifiquement contre un
épitope du coronavinus associé au SRAS.

[0135] Les Inventeurs décrivent également un complexe immun formé d'une protéine ou d'un peptide isolé ou purifié
présentant une séguence sélectionnée dans le groupe constitué par les séquences SEQ ID NO ; 3, 10, 12, 14, 17, 22,
24, 26, 28, 30, 33, 35,37, 69, 70, 71, 74 et 75, et d'un anticorps dirigé specifiquement contre un épitope du coronavirus
associé au SRAS.

[0136] Les Inventeurs décrivent également Futilisation d'une protéine ou d’un peptide isolé ou purifié présentant une
séquence sélectionnée dans le groupe constitué par les séquences SEQ ID NO : 3, 10, 12, 14, 17, 22, 24, 26, 28, 30,
33, 35, 37, 69, 70, 71, 74 et 75 pour induire la production d’'un anticomps capable de reconnaitre spécifiguement un
épitope du coronavirus associé au SRAS.

[0137] Les Inventeurs décrivent également l'utilisation d'un peolynucléctide isolé ou purifié présentant une séguence
sélectionnée dans le groupe constitué par les séquences SEQIDNO : 1, 2,4, 7, 8, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 31, 36 et 38
pour induirg la production d'un anticorps dirigé contre la protéine codée par ledit pelynucléotide et capable de reconnaitre
spécifiguement un épitope du coronavirus associé au SRAS

[0138] Les Inventeurs décrivent également des anticorps menoclonaux reconnaissant la protéine S native d'un coro-
navirus assccié au SRAS,

[0139] Les Inventeurs décrivent également I'utilisation d'une protéine ou d'un polypeptide de la famille de la protéine
S, telle que définie ci-dessus, ou d'un anticorps reconnaissant la protéine 8 native, tel que défini ci-dessus, pour détecter
une infection par un coronavirus associé au SRAS, a partir o’'un échantilion biologique.

[0140] Les Inventeurs décrivent également une méthode de détection d’'une infection par un coronavirus associé au
SRAS, apartir d'un échantillon biclogique, caractérisée en ce que la détection est effectuée par ELISA wtilisant la protéine
S recombinante, exprimée dans un systéme eucaryote.

[0141] Selon un mode de mise en celvre avantageux de ladite méthode, il s'agit d'une méthode par ELISA double
épitope, et le sérum A tester est mélangé & l'antigéne de révélation, ledit mélange &tant ensuite mis au contact de
Fantigéene fixé sur un support solide.

[0142] Les Inventeurs décrivent aussi un complexe immun formé d’'un anticorps ou d'un fragment d'anticorps mono-
clonal reconnaissant la protéine S native, et d’'une proteine cu d'un peptide du coronavirus associé au SRAS.

[0143] Les Inventeurs decrivent également un complexe immun forme d'une protéine ou d'un polypeptide de la famille
de la protéine S, telle que définie ci-dessug, et d'un anticomps dirigé spécifiqguement contre un epitope du coronavinus
associe au SRAS.
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[0144] Les Inventeurs décrivent en outre un kit ou coffret de détection d'un coronavirus associé au SRAS, caracterisg
en ce gqu'il comprend au moins un réactif seélectionné dans le groupe constitué par ; une protéine cu polypeptide de la
famille de la protéine S, telle que définie ci-dessus, un acide nucléique codant pour une protéine ou polypeptide de la
famille de la protéine 8, telle que définie ci-dessus, une cellule exprimant une pretéine ou polypeptide de la famille de
la protéine S, telle que dé&finie ci-dessus, ou un anticornps reconnaissant la protéine S native d’'un coronavirus associé
au SRAS.

[0145] Les Inventeurs décrivent une composition immunogéne et/ou vaccinale, caractérisée en ce qu'slle comprend
un pelypeptide ou une protéine recombinante de la famille de la pretéine S, telle que définie ci-dessus, cbtenu dans un
systéme d’'expression eucaryote.

[0148] Les Inventeurs décrivent &galement une composition immunogéns et/ou vaccinale, caractérisée en ce gu'elle
comprend un vecteur ou virus recombinant, exprimant une protéine cu un polypeptide de la famille de la protéine S,
telle gque définie ci-dessus.

[0147] OQuire les dispositions qui précédent, linvention comprend encore d'autres dispositions, qui resseortiront de la
description qui va suivre, qui se référe a des exemples de mise en oeuvre du pelynucléotide représentant le génome
de la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le numéro 031589, et des fragments d’ADNe dérivés
objets de la présente invention, ainsi qu'au Tableau | présentant la liste des séquences :

Tahleau | : Liste des séquences

numeéro d'identification Séquence Position de I"TADNc en Numéro de dépdt a la
référence & Genbank CNCM du plasmide
AY274119.3 correspoendant
SEQIDNO .1 génome de la souche - -
issue du prélevement
031589
SEQIDNO:2 ORF-§* 214068-25348 -
SEQIDNO:3 Protéine S - -
SEQIDNO : 4 CRF-8™ 21408-25348 [-3059
SEQIDNO:5 fragment Sa 21408-23454 [-3020
SEQIDNO .6 fragment Sb 23322-25348 -3019
SEQIDNO:7 CRF-3+0ORF-4* 25110-26244 -
SEQIDNO:8 ORF-3+ORF-4** 25110-26244 [-3126
SEQIDNO:9 ORF3 - -
SEQIDNC: 10 Protéine ORF-3 - -
SEQ ID NG : 11 ORF4 - -
SEQIDNG: 12 Protéine ORF-4 - -
SEQIDNC: 13 ORF-E* 26082-26413 -
SEQIDNGC: 14 Protéine E - -
SEQIDNGC: 15 ORF-E* 26082-26413 [-3046
SEQ IDNGC: 18 CRF-M* 26330-27098 -
SEQIDNC: 17 Protéine M - -
SEQIDNC: 18 QORF-M** 26330-27098 (-3047
SEQIDNC: 19 ORF7a11* 26977-28218 -
SEQIDNO: 20 ORF7a1i™ 26977-28218 1-3125
SEQ ID NG : 21 ORF7 - -
SEQ IDNG: 22 Protéine ORF7 - -
SEQ IDNGC: 23 ORF8 - -
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{suite)
numeéro d'identification Séquence Position de I"TADNc en Numéro de dépdt a la
référence a4 Genbank CNCM du plasmide
AY274119.3 correspondant

SEQ IDNGC: 24 Protéine ORF8 - -
SEQIDNG: 25 ORFg - -
SEQIDNO: 26 Protéine ORF9 - -
SEQ IDNO: 27 ORF10 - -
SEQ IDNC: 28 Protéine ORF10 - -
SEQ ID NG : 29 CRF11 - -
SEQ ID NG : 30 Protéine ORF11 - -
SEQ ID NO: 31 OrF1ab 265-21485 -
SEQIDNO: 32 ORF13 28130-28426 -
SEQ IDNQC: 33 Pratéine ORF13 - -
SEQ IDNC: 34 CRF14 - -
SEQ IDNG : 35 Protéine ORF14 28583-28795 -
SEQ ID NG : 36 ORF-N* 28054-29430
SEQ ID NG : 37 Protéine N - -
SEQIDNO: 38 ORF-N** 28054-29430 (-3048
SEQ IDNC: 39 8’non-codante™ 1-204 1-3124
SEQ ID NG : 40 3’non-codante** 28933-20727 [-3123

ORF1ab -
SEQ IDNQ: #1 Fragment LO 30-500
SEQ IDNG: 42 Fragment L1 211-2260 -
SEQ IDNGC: 43 Fragment L2 2136-4187 -
SEQ IDNG: 44 Fragment L3 3802-5344 -
SEQIDNO: 45 Fragment L4b 4932-6043 -
SEQ IDNC: 46 Fragment L4 §305-7318 -
SEQ ID NG : 47 Fragment LS 7275-9176 -
SEQ ID NG : 48 Fragment L6 9032-11086 -
SEQ ID NG : 49 Fragment L7 10298-12982 -
SEQ ID NG : 50 Fragment L8 12815-14854 -
SEQ ID NO : 51 Fragment L9 14745-16646 -
SEQ ID NC : 52 Fragment L10 16514-18590 -
SEQ ID NG : b3 Fragment L11 18500-20802 -
SEQ ID NG : b4 Fragment L12 20319-22224 -
SEQ ID NG : 65 Amorce N sens - -
SEQ ID NG : 58 Amorce N antisens - -
SEQ ID NG : 657 Amorce S sens - -
SEQIDNOC: 58 Amorce 5, sens - -
SEQ ID NG : 69 Amorce S et 3 antisens - -
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{suite)
numeéro d'identification Séquence Position de I"TADNc en Numéro de dépdt a la
référence a4 Genbank CNCM du plasmide
AY274119.3 correspondant
SEQ ID NQ : 60 Amorce sens sétie 1 28507-285622 -
SEQID NG : 61 Ameorce antisens série 1 28774-28759
SEQ ID NO: 62 Amorce sens série 2 28375-28390 -
SEQ ID NO : 63 Amorce antisens sétie 2 28702-28687 -
S8EQ ID NG : 64 Sonde 1/série 1 28561-28586 -
SEQ ID NG : 65 Sonde 2/série 1 28583-28608 -
SEQ ID NG : 66 Sonde 1/série 2 28541-28563 -
SEQ ID NO : 67 Sonde 2/série 2 28565-28689 -
SEQ ID NC: 68 Amarce ancre 14T
SEQ IDNC : 69 Peptide M2-14 - -
SEQ IDNGC: 70 Peptide E1-12 - -
SEQ IDNGC: 71 Peptide E53-76 - -
SEQIDNQG: 72 &'non-codante” 1-204 -
SEQID NO: 73 3'non-codante* 28933-29727 -
SEQIDNO: 74 Protéine ORFl1a - -
SEQIDNQC: 75 Pratéine ORF1b - -
SEQ ID NO:76-139 Amerces
SEQ ID NC:140 Pseudogene de S
SEQIDNO:141-148 amorces
SEQ ID NC:149 Aal-13de S
SEQ ID NC:150 polypeptide
SEQIDNO:1561-188 amorces
* produit damplification PCR (amplicon)
" insen cloné dans le plasmide déposé & la CNCM
ainsi qu'aux dessing annaxés dans lesquels :

la figure 1 illustre I'analyse par Western-blot de lexpression i vilro des protéines recombinantes N, S et §; a partir
des vecteurs d’expression pIVEX. Piste 1 : p[V2.3N. Piste 2 : pI¥2.35... Piste 3 : pIV2.35. Piste 4 : pIV2.4N. Piste
5 plv2.4S, ou plV2.4S. Piste 6 ; plV2.45; . L'expression de la protéine GFP exprimée a partir du méme vecteur
est utilisée comme contréle.

la figure 2 illustre 'analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)
et coloration au bleu de Coomaassie, de I'expression in vive de la protéine N & partir des vecteurs d’expression
pIVEX. La souche d'E.coli BL21{DE3)pDIA17 transformée par les vecteurs plVEX recombinants est cultivée 8 30°C
dans du milieu LB, en présence ou en l'absence dinducteur (PTG 1mM). Piste 1 : pIV2.3N Piste 2 : pIV2.4N,

la figure 3 illustre I'analyse par &lectrophorése en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)
et coloration au bleu de Coomassie, de 'expression in vivo des polypeptides S et S¢ & partir des vecteurs d'ex-
pression pIVEX. Lasouche d'E.coliBL21{DE3)pDIA17 transformée parles vecteurs plVEX recombinants estcultivée
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a 30°C dans du milieu LB, en présence ou en 'absence dinducteur {IPTG 1ImM). Piste 1 : pIV2.33 Piste 2 :
piV2.35,. Piste 3 plV2.45, Piste 4 : pIV2.45,.

la figure 4 illustre l'activité antigénigue des protéines N, S et S~ recombinantes produites dans la souche E. colf
BL21{DE3)pDIA17 transformée par les vecteurs pIVEX recombinants, A ; électrophorése (SDS-PAGE) des lysats
bactériens. B et G : Westem-blot aves les serums, provenant d'un méme patient infecté par le SARS-CoV, préleves
respectivement 8 jours (B ; sérum M12) et 29 jours-(C ; sérum M13) aprés le début des symptémes du SRAS. Piste
1: plV2.3N. Piste 2 : plV2. 4N. Piste 3 : pIV2.3S. Piste 4 : plV2.4 5,. Piste 5: p[V2.35, . Piste 6 : plvV2.45

la figure 5 illustre la purification sur colonne Ni-NTA agarose de |a protéine N recombinante produite dans la souche
E. coli BL21{DE3)pDIA17 a partir du vecteur pIV2.3N. Piste 1 ; Extrait bactérien total. Piste 2 ; Extrait soluble. Piste
3 : Extralt insoluble. Piste 4 : Extrait deposé sur la colonne Ni-NTA. Piste &: protéines non-retenues. Piste 6:
Fractions du pic 1. Piste 7 : Fractions du pic 2,

la figure & illustre la purification de la protéine S recombinante & parlir des corps d'inclusions produits dans la
souche £, coli BL21(DE3)pDIA17 transformée par le plV2.45 A, Traitement au Triton X-100 (2%) : Piste 1 ; Extrait
bactérien total, Piste 2 ; Extrait seluble. Piste 3 : Extrait inscluble, Piste 4 ; Surnageant aprés traitement au Triton
X-100 (2 %). Pistes 5 et 6 : Culot aprés traitement au Triton X-100 (2 %).B : Traltement & Furée 4M, 5M, 6M et 7M
des extraits solubles et insolubles,

la figure 7 représente limmunoempreinte réalisée & l'aide d'un lysat de cellules infectées par le SARS-CoV et d'un
sérum de patient atteint de pneumopathie atypique.

la figure 8 représente des immunoempreintes réalisées a laide d'un lysat de cellules infectées par le SARS-CoV
et d'immunsérums de laping spécifiques de la nucléoprotéine N (A) et de la protéine de spicule S (B). 1.S. : sérum
immun. p.i. : sérum pré-immun. L'immunsérum anti-N a été utilisé au 1/50000 et 'immunsérum anti-S au 1/10000.
la figure 9 illustre la réactivité en ELISA des sé&rums polyclonaux monospécifiques de lapin dirigés contre la protéine
N ou le fragment court de la protéine S (S.). vis-a-vis des protéines recombinantes correspondantes utilisées pour
Fimmunisation. A : laping P13097, P13081, et P13031 immunisés avec la protéine N recombinante purifié. B : laping
P11135, P13042, et P14001 immunisés avec une préparation de cotps dinclusions correspondants au fragment
court de la protéine 8 (8¢). 1.S. 1 sérum immun. p.i. : serum pre-immun.

la figure 10 illustre la réactivité en ELISA de Ia protéing N recombinante purifige, vis-a-vig de sérum de patients
atteints de pneumonie atypique causée par le SARS-CoV. Figure 10a : plagues ELISA préparés avec la protéine
N & la concentration de 4 wg/ml et 2 wg/ml. Figure 10b ; plaque ELISA préparée avec la proteine N a laconcentration
de 1 po/ml. Les sérums deésignes A, B, D, E, F, G, H correspondent & ceux du Tableau V.

la figure 11 illustre Famplification par RT-PCR de quantités decroissantes d'ARN synthétique du géne N du SARS-
CoV (107 a 1 copie), & I'aide des couples d'amorces n® 1 (N/+/28507,N/-/28774) (A) et n® 2 (N/+/28375,N/-/28702)
{B). T: amplification réalisée en labsence dARN. MW : marqueur d’'ADN.

la figure 12 illustre 'amplification par RT-PCR en temps réel dARN synthétique du géne N du SARS-CoV : des
quantités décroissantes d’ARN synthétique en répliquat (repli. ; pistes 16 & 29) ainsi que de 'ARN viral dilué au
1/20x10-4 (piste 32) ont été amplifiés par RT-PCR en temps réel a l'aide du kit *Light Cycler RNA Amplification Kit
Hybridization Probes" et des couples d'amorces et de sondes de la série n° 2, dans les conditions décrites al'exemple
B.

la figure 13.1 2 13.70 (figure 13.1 & 13.70} représente la carte de restriction de la séquence SEQ ID NO : 1 corres-
pondant & I'équivalent ADN du génome de la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertotié sous le numéro
031589,

la figure 14 montre le résultat du test de sérologie SRAS par ELISA N indirect {1&re série de sérums testés)

la figure 15 montre le résultat du test de sérologie SRAS par ELISA N indirect {2&me série de sérums testés)

la figure 16 présente le résultat du test de sérologie SRAS par ELISA N double épitope (1 &re série de sérums testés)
la figure 17 montre le résultat du test de sérologie SRAS par ELISA N double épitope (2&me série de sérums testés)
Iz figure 18 illustre le test de reactivité des anticorps monoclonaux anti-N par ELISA sur la nucléoprotéine N native
du SRAS-CoV. Les anticorps ont été testés sous la forme de surnageants de culture d’hybridomes par un ELISA
indirect utilisant un lysat irradié de cellules VeroE8 infectées par le SRAS-CoV comme antigéne (courbes lysat
SRAES). Un contrdle negatif de réactivite est réaliseé pour chaque anticorps sur un lysat de cellules VeroEB non
infectées (courbes lysat négatif). Plusisurs anticorps monoclonaux de spécificité connue ont été utilisés comme
anticoms témoins négatifs : paral-3 dirige contre les antigénes des virus parainfluenza de type 1-3 (Bio-Rad) et
grippe B dirigé contre les antigénes du virus de |a grippe de type B (Bio-Rad).

la figure 19illustre le test de réactivité des anticorps monoclonaux anti-N du SRAS-CoV par ELISA sur les antigénes
natifs du corenavirus humain 229E (HCoV-229E). Les anticorps ont eté testés sous |a forme de surnageants de
culture d'hybridomes par un test ELISA indirect utilisant un lysat de cellules MRC-5 infectées par le coronavirus
humain 229E comme antigéne (courbes lysat 229E). Un contrdle négatif d'immunoréactivité est réalisé pour chaque
anticorps sur un lysat de cellules MRC-5 non infectées {courbes lysat négatif). L'anticorps monoclonal 5-11H.6
dirige contre la protéine S du coronavirus humain 229E (Sizun et al. 1998, J. Virol. Met. 72 : 145-152) est utilisé
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comme anticorps témein positif. Les anticorps paral-3 dirigé contre les antigénes des virus parainfluenza de type
1-3 {Bio-Rad) et grippe B dirigé contre les antigénes du virus de la grippe de type B (Bio-Rad) ont été ajoutés au
panel des anticorps monoclonaux testés.

la figure 20 montre un test de réactivité des anticorps monoclonaux anti-N du SRAS-CoV par western blot sur [a
nucléoprotéine N native du SRAS-CoV dénaturée. Un lysat de cellules VeroEG infecteées par le SRAS-CoV a été
préparé dans le tampon de dépdt selon Laemmli et mis & migrer dans un gel SDS a 12% de polyacrylamide puis
les protéines ont été transférées sur membrane de PVDF. Les anticorps monoclonaux anti-N testés ont été utilisés
pour Immunoessai & la concentration de 0.05 pg/ml. La révélation est faite avec des anticorps anti-lgG{H+L) de
souris couplés & la peroxydase (NAS3IV, Amersham) et le systéme ECL+. Deux anticorps moncclonaux ont été
utilisés comme témoins négatifs de réactivité : grippe B dirigé contre les antig&nes du virus de la grippe de type B
{Bie-Rad) et para1-3 dirigé contre les antigénes des virus parainfluenza de type 1-3 (Bio-Rad).

la figure 21 présente les plasmides d'expression en cellules de mammiféres de la protéine 8 du SRAS-CoV. Le
c¢DNA de la 8 du SRAS-CoV a été inséré entre les sites BamH1 et Xhol du plasmide d'expression pcDNA3.1(+)
{Clontech) pour obtenir le plasmide pcDNA-S et entre les sites Nhe et Xho du plasmide d'expression pCl (Promega)
pour obtenir le plasmide pCl-S. Les séquences WPRE et CTE ont été insérées dans chacun des deux plasmides
pcONA-S et pCl-S entre les sites Xho1 ot Xbal pour obtenir respectivement les plasmides pcDNA-S-CTE, pcDNA-
S-WPRE, pCI-S-CTE et pCI-S-WPRE.

SP : peptide sighal prédit {aa 1-13) avecle logiciel sighalP v2.0 (Niglsen et al., 1997, Protein Engineering, 10 : 1-6)
TM : région transmembranaire prédite (aa 1196-1218) avec le logiciel TMHMM v2.Q (Sonhnhamimet et al., 1998,
Proc. of Sixth Int. Conf. on Intelligent Systems for Molecular Biology, p 1756-182, AAAI Press). Il faut noter que
les acides aminés W1194 et P1135 fontpossiblemeant pattie de |a région transmembranaire avec das probabilités
respactives de 0,13 et 0,42

P-CMV : promoteur immeédiat/précoce du cytemégalovirus. BGH pA @ signal de polyadénylation du géne de
Fhormone de croigssance bovine

SV40 late pA : signal de polyadénylation tardif du virus Sv40

SD/SA : sites donneaur et accemelr o’épissage

WPRE : séquences du "Woodchuck Hepatitis Virus posttranscriptional regulatory element” du virus de I'hépatite
de la marmotte

CTE : sequences du "constitutive transport element” du rétrovirus simien de Mason-Ffizer

la figure 22 illustre I'expression de la protéine S aprés transfection de cellules VeroE6S. Des extraits cellulaires ont
été preparés 48 heures aprés fransfection de cellulesVeroEG par les plasmides pcDNA, pcDNA-S, pCl et pCI-S.
Des extraits cellulaires ont également été préparés 18 heures aprés infection par e virus recombinant de la vaccine
VV-TF7.3 ettransfection par les plasmides pcCNA ou pcDNA-S._ A titre de contréle, des extraits de cellules VeroEB
ont été préparés 8 heures aprés infection par le SRAS-CoV a une multiplicité d'infection de 3. lls ont été séparés
sur un gel SDS a 8% d'acrylamide et analysés par westem blot & 'aide d'un anticorps polyclonal de lapin anti-S et
d'un anticotps polyclonal anti-lgG{H+L) de lapin couplé & la peroxidase (NA934V, Amersham). Une échelle de
masse moléculaire (kDa) est portée sur la figure.

SRAS-CoV : extrait de cellules VeroEs infectées par le SRAS-CoV
Mock : extralt contrdle de cellules non infectées

lz figure 23 illustre I'effet des séquences CTE et WPRE sur 'expression de la protéine S aprés transfection de
cellules VeroEB et 293T. Des extraits cellulaires ont été préparés 48 heures aprés transfection de cellulesVeroEB
{A) ou 293T (B) par les plasmides pcDNA, pcDNA-S, pcDNA-S-CTE, pecDNA-S-WPRE, pCI-8, pCI-S-CTE et pCl-
S-WPRE, séparés sur un gel SDS & 8% d'acrylamide et analysés par western blot & 'aide o’ un anticorps polyclonal
de lapin anti-S et d'un anticoms polyclonal anti-IgG(H+L) de lapin couple & la peroxidase (NA934V, Amershamj.
Une &chelle de masse moléculaire (kDa) est portée sur la figure.

SRAS-CoV : extrait de cellules VeroEB préparés B heures aprés infection par le SRAS-CoV & une multiplicité
d'infection de 3.
Mock : extrait contrdle de cellules VeroES nen infectées

la figure 24 présente des vecteurs lentiviraux défectifs 2 DNA flap central pour 'expression de la S du SRAS-CoV.
Le cADN de la protéine S du SRAS-CoV a été clone sous |a forme d'un fragment BarnH1-Xho1 dans le plasmide
pTRIPAUZ-CMY contenant un vecteur lentiviral défectif TRIP &4 DNA flap central {Sirven et al, 2001, Mol Ther,, 3 ;
438-448) pour obtenir le plasmide pTRIP-S. Les cassettes d’expression optimales constituées du promoteur imme-
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diat/précoce du virus CMY, d'un signal d'épissage, du cDNA de la S et de 'un ou I'autre des signaux post-transcrip-
tionnels CTE ou WPRE ont été substituges & |a cassette EF10-EGFP du vecteur d'expression lentiviral défectif a
DNA FLAP central TRIPAU3-EF1 o (Sirven et al, 2001, Mol. Ther., 3 :438-448) pour obtenir les plasmides pTRIP-
SD/ISA-S-CTE et pTRIP-S0/SA-S-WPRE.

SP ; peptide signal

TM : région transmembranaire

P-CMV : promoteur immeédiat/précoce du cytomégalovirus

P-EF1¢ : promoteur du géne EF1a

SD/SA : sites donneur et accepteur d’épissage

WPRE : séquences du "Woodchuck Hepatitis Virus posttranscriptional regulatory element® du virus de I'hépatite
de la marmoette

CTE : séquences du "constitutive transpert element” du rétrovirus simien de Masen-Pfizer
LTR : « Long terminal repeat »

AU3 : LTR délété des séquences « promoter/enhancer »

cPPT : « polypurine tract cis-active sequence »

CTS : « central termination sequence »

la figure 25 montre 'analyse par western blot de Pexpression de la S du SRAS-CoV par des lignées cellulaires
transduites par les vecteurs lentiviraux TRIP-SD/SA-S-WPRE et TRIP-SD/SA-S-CTE. Des extraits cellulaires ont
été préparés & panir de lignées FrhiK4-S-CTE et FrhK4-S-WPRE établies aprés transduction par les vecteurs
lentivitaux TRIP-SD/SA-S-CTE et TRIP-SD /SA-S-WPRE respectivement. lls ont 6té séparés sur un gel SDS 2 8%
d'acrylamide et analysés par western blot & 'aide d'un anticorps polyclonal de lapin anti-S et d'un conjugué anti-
1gG(H+L) de lapin couplé & la peroxidase. Une échelle de masse moléculaire (kDa) est portée sur la figure.

T- : extrait controle de cellules FrhK-4
T+ : extrait de cellules Frhlk-4 préparées 24h aprés infection par le SRAS-CoV & une multiplicité d'infection de 3.

la figure 26 conceme 'analyse de 'expression de polypeptide Ssol par des lignées cellulaires transduites par les
vecteurs lentiviraux TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE et TRIP-SD/SA-Ssol-CTE. La sécrétion du polypeptide Ssol a ete
recherchée dans le surnageant d'une serie de clones cellulaires isolées aprés transduction de cellules FRhK-4 par
les vecteurs lentiviraux TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE et TRIP-SD/SA-3s0l-CTE. 5 pul de sumageant dilués au 1/2 dans
du tampon de dépét selon Laemmli ont été analysés par western blotréveélé par un anticonps monoclonal anti-FLAG
{M2, Sigma) et un conjugué anti-lgG{H+L) de souris couplé a la peroxidase. T- : surnageant de la lignée FRhK-4
parentale. T+ : surnageantde cellules BHK infectées par un virus recombinant de la vaccine exprimant le polypeptide
Ssol. La fléche pleing indique le polypeptide Ssel, tandis que la fléche creuse indique une réaction creisée avec
une protéine d’origine cellulaire.

la figure 27 montre les résultats relatifs & 'analyse du polypeptide Ssol purifié

A. B, 2, 0.5 et 0.125 pg de polypeptide recombinant Ssol purifié par chromategraphie d’affinité anti-FLAG et
gel filtration (G75) ont été séparés sur gel SDS a 8% de pelyacrylamide. Le pelypeptide Ssol ainsi que des
guantités variables de marqueurs de masse moléculaire {MM) ont été révélés par coloration au nitrate d’argent
{Gelcode SilverSNAP stain kit Il, Pierce).

B. Marqueurs étalons pour 'analyse par spectrométrie de masse SELDI-TOF

lgG : lgG bovine de MM 147300
ConA : conalbumine de MM 77490
HRP : péroxidase de raifort analysée a titre de contrle et de MM 43240
G. Analyse par spectrométrie de masse (SELDI-TOF) du polypeptide recombinant Ssol.

Les pics A et B correspondent au polypeptide Ssol simplement et doublement chargé.

D. Séquencgage de I'extrémité N-terminale du polypeptide recombinant Ssol, 5 cycles de dégradation d’Edman
en phase liquide ont éte réalisés sur un séquenceur ABI434 (Applied Bicsystems).

la figure 28 illustre linfluence d’un signal d'épissage et des séquences CTE et WPRE sur 'efficacité de l'immunisation
genique & l'aide d’ADN plasmidique codant la S du SRAS-CoV
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A.Des groupes de 7 souris BALB/C ont été immunises a deux reprises a 4 semaines d'intervalle a l'aide de 50
g a’ADN plasmidique de pCl, pcDNA-S, pCl-S, pcDNA-N et pCl-HA.

B. Des groupes de 6 souris BALB/c ont été immunisés a deux reprises & 4 semaines d'intervalle a I'aide de 2
g, 10pg ou 50 wg d'ADN plasmidique de pCl, pCl-3, pCl-3-CTE et pCI-S-WERE.

Les sérums immuns prélevés 3 semaines aprés la deuxiéme immunisation ont été analysés par ELISA indirect en
utilisant un lysat de cellules YeroEG infectées par le SRAS-CoV comme antigéne. Les titres en anticonps anti-SRAS-
CoV sont calculés comme nverse de la dilution produisant une DO spécifique de 0.5 aprés révélation par un
anticorps pelyclonal anti-IgG de souris couplé a la peroxidass (NA31V, Amersham) et du TMB (KPL).

la figure 29 montre la séroneutralisation de I'infectivité du SRAS-CoV par les anticorps induits chez la souris aprés
immunisation génique & l'aide d'ADN plasmidique codant la S du SRAS-CoV. Des pools de sérums immuns prélevés
3 semaines aprés la deuxigme immunisation ont été réalisés pour chacun des groupes des expériences décrites
dans la figure 28 et évalués pour leur capacité a séroneutraliser llinfectivité de 100 TCIDE0 du SRAS-CoV sur
cellules FRhiK-4, 4 points sont réalisés pour chacune des dilutions de raisen 2 testées a partir du 1/20. Le titre
séroneutralisant est calculé selon la méthode de Reed et Munsch comme linverse de la dilution neutralisant fin-
fectivité de 2 cupules sur 4,

A. Groupes de souris BALB/c immunisés a deux reprises a 4 semaines d'intervalle 4 I'aide de 50 pg d'ADN
plasmidique de pCl, pcDNA-8, pCl-5, pcDNA-N et pCl-HA. O : sérum préimmun. Bl : s&rum immun.

B. Groupes de soutis BALB/c immunisés & deux reprises & 4 semaines dintervalle & laide de 2 pg, 10pg ou
50 g d'ADN plasmidigue de pCl, pCl-S, pC|-8-CTE et pCl-5-WPRE.

la figure 30 illustre I'immunoréactivité du polypeptide recombinant Ssol vis & vis de sérums de patients atteints de
SRAS. Laréactivité de sérums da patients a été analysée partest ELISAindirectcontre des phases solides préparées
a laide du polypeptide recombinant Szol purifié. Les anticorps de patients réagissant avec la phase solide & une
dilution de 1/400 sont révéles par un anticorps polyclonal anti-lgG{H+L) humain couplé a la peroxidase (Amersham
NA933V) et du TMB plug H202 (KFL). Les sérums de cas probables de SRAS sont identifiés par un numers o ordre
du Centre National de Reférence des Virus Influenzae ainsi que par les initiales du patient et le hombre de jours
ecoulés depuis le debut des symptomes, le cas échéant. Les sérums TV sont des sérums t€moins de sujels qui
ont été prélevés en France avant 'épidémie de SAAS survenue en 2003.

La figure 31 mentre linduction d’anticorps dirigés contre le SRAS-CoV aprés immunisation avec le polypeptide
recombinant Ssol. Deux groupe de 6 souris ont été immunisés a 3 semaines d'intervalle avec 10 pg de polypeptide
recombinant Ssol {groupe Ssol) adjuve avec de hydroxyde d'aluminium ou, & titre de contréle, de I'adjuvant seul
{greupe mock). Trois immunisations successives ont été réalisées etles sérumsimmuns ont été prélevés 3 semaines
aprés chacune des trois immunisations (151, 152, 153). Les sérums immuns ont &té analysés par pool pour chacun
des 2 groupes par ELISA indirect en utilisant un lysat de cellules VeroE@ infectées par le SRAS-CoV comme
antigéne. Les titres en anticorps anti-SRAS-CoV sont calculés comme linverse de la dilution preduisant une DO
spécifique de 0,5 aprés révélation par un anticorps polyclonal anti-lgG de souris couplé & la peroxidase (Amersham)
et du TMB (KPL).

La figure 32 présente I'alignement nucléotidique des séquences du géne synthétique 040530 avec la séquence du
géne sauvage de l'isolat 031589 du SRAS-CoV, I-3059 correspond aux nucléctides 21406-25348 de isclat 031589
du SRAS-CoV déposé a la C.N.C.M. sous le numéro |-3059 (SEQ ID NO : 4, plasmide pSRAS-3). 5-040530 est la
séquence du géne synthétique 040530,

la figure 33 illustre Iutilisation d'un géne synthétique pour I'expression de la 8§ du SRAS-CoV. Des extraits cellulaires
préparés 48 heures aprés fransfection de cellulesVeroES (A) ou 293T (B) par les plasmides pCl, pCI-S, pCI-S-CTE,
pCIl-S-WPRE et pCl-Ssynth ont &té séparés sur un gel SDS & 8% d'acrylamide et analysés par westem blot a l'aide
d’un anticorps polyclonal de lapin anti-3 et d’'un anticorps polyclonal anti-lgG{H+L) de lapin couplé & la peroxidase
{NA934V, Amersham). Le western blot estrévélé par luminescence (ECL+, Amersham) et acquisition sur un dispositif
d'imagerie numérique {FluorS, BioRad). Les niveaux d'expression de la protéine 5 ont &té mesurés en quantifiant
les 2 bandas majoritaites repérées sur Ilimage.

la figure 34 présente un schéma de la construction des virus vaccine recombinants VV-TG-S, VV-TG-Ssol, VV-TN-
S et VV-TN-Ssol

A, Les cDNA de |z protéine S et du polypeptide Ssol du SRAS-CoV ont éte inséré entre les sites BarmH1 et
Smal du plasmide de transfert pTG 186 pour obtenir les plasmides pTG-5 et pTG-Ssol.

B. Les séquences du promoteur synthétique 480 ont ensuite éte substituées a celles du promoteur 7.5 par
échange du fragment Nde1-Pst1 des plasmides pTG186poly, pTG-S et pTG-Ssol pour obtenir les plasmides
de transfert pTN4B0, pTN-S et pTN -Ssol.
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G. Sequence du promoteur synthétique 480 tel que contenu enire les sites Ndel et Pstl des plasmides de
transfert de la série pTN. Un site Ascl a eté inséré pour faciliter les manipulations ultérieures. Les sites de
restriction ainsi que la séquence du promoteur sont soulignes

D. Les virus recombinants de la vaccine sont obtenus par double recombinaison homologue in vivo entre (a
cassette TK des plasmides de transfert des séries pTG et pTN et le g&éne TK de la souche Copenhague du
virus de la vaccine.

SP : peptide signal predit (aa 1-13) avec le logiciel signalP v2.0 (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering,
10:1-6)

TM : région transmembranaire prédite (aa 1196-1218) avec le logiciel TMHMM v2.0 {Sonnhammer et al.,
1998, Proc. of Sixth Int. Conf, on Intelligent Systems for Molecular Biclogy, p 175-182, AAAl Press), [l faut
noter que les acides aminés W1194 et P1195 font possiblement partie de la région transmembranaire avec
des probabilités respectives de 0,13 et 0,42,

TK-L, TK-R : parties gauche et dreite du géne de la thymidine kinase du virus de la vaceine

MCS : site multiple de clonage

PE : promoteur précoce

PL : promoteur tardif

PL synth : promoteur tardif synthétique 480

Ia figure 35 illustre I'expression de la protéine S par les virus vaccine recombinants, analysée par western blot. Des
extraits cellulaires ont été préparés 18 heures aprés infection de cellules CV1 par les virus vaccine recombinants
VW-TG, VW-TG-S et VV-TN-5 & une M.O.l. de 2 (A). A titre de contrdle, des extraits de cellules VeroEG ont été
préparés 8 heures aprés infection par le SRAS-CoV 4 une multiplicité dinfection de 2. Des extraits cellulaires ont
également été préparés 18 heures aprés infection de cellules CV1 par les virus vaccine recombinants VV-TG-5,
VW-TG-Ssol, VV-TN, VW-TN-5 et VV-TN-Ssol (B). Ils ont &té séparés sur des gels SDS 4 8% d'actylamide et
analysés parwestern blet & 'aide d’'un anticonas polyclonal de lapin anti-S et d'un anticorps polyclonal anti-lgG({H+L)
de lapin couplé a la peroxidase (NA934V, Amersham). « 1pl » et « 10l » indigue les quantités d'extraits cellulaires
déposées sur le gel. Une échelle de masse moléculaire (kDa) est portée sur la figure.

SRAS-CoV : extrait de cellules VeroES infectées par le SRAS-CoV
Mock : extrait controle de cellules non infectées

la figure 36 montre le résultat d’'une analyse par western blot de la sécrétion du polypeptide Ssol par les virus vaccine
recombinants.

A. Des surnageants de cellules CV1 infectées par le virus vacecine recombinant VV-TN, différents clones du
virus VV-TN-Ssol et par les virus VV-TG-Ssol ou VV-TN-Sflag ont été récoltés 18 heures aprés infection de
cellules CV1 & une M.O.|. de 2.

B. Des surhageants de cellules 293T, FRhK-4, BHK-21 et CV1 infectées en dupliqués (1,2) pat le virus vaccine
recembinant YV-TN-Ssolaune M .C . de 2 ont été récoltés 18 heures aprés infecticn. Le sumageant de cellules
CW1 infectées par le virus VV-TN a également été récolté & titre de contrdle (M).

Tous les surmnageants ont été séparés sur un gel SDS & 8% d'acrylamide selon Laemmli et analysés par western
blet & I'aide d’'un anticorps moneoclonal de souris anti-FLAG et d'un anticorps polyclonal anti-lgG{H+L) de souris
couplé a la peroxidase (NA331V, Amersham) (A} ou alaide d'un anticorps pelyclonal de lapin antl-S et d'un anticorps
polyclonal anti-lgG(H+L) de lapin couplé & la peroxidase (NAS34V, Amersham) (B).

Une échelle de masse moléculaire (kDa) est partée sur |a figure.

la figure 37 montre I'analyse du polypeptide Ssel, purifié par gel SDS de polyacrylamide

10, 5 &1 2 ul de polypeptide recombinant Ssol putifié par chromatographie d’affinité anti-FLAG ont &1& séparés sur
gel SDE en gradient de 4 & 15 % de polyacrylamide. Le polypeptide Ssol ainsi gue des quantités variables de
marqueurs de masse moléculaire (MM) ont &té révélés par coloration au nitrate d'argent (Gelcode SilverSNAP stain
kit Il, Pierce).

la figure 38 ilustre limmunoréactivité du polypeptide recombinant Ssol produit par le virus vaccine recombinant VV-
TN-Ssol vis-a-vig de serums de patients atteints de SRAS. La réactivité de sérums de patients a €té analysée par
test ELISA indirect contre des phases sclides préparees & l'aide du polypeptide recombinant Ssol purifie. Les
anticomps de patients réagissant avec |a phase solide & une dilution de 1/100 et 1/400 sont révéles par un anticomps
polyclonal anti-lgG{H+L) humain couple a la peroxidase (Amersham NAS33V) et du TMB plus H202 (KPL). Les
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sérums de cas probables de SRAS sont identifiés par un numéro d'ordre du Centre National de Référence des
Virus Influenzae ainsi que par les initiales du patient et le nombre de jours écoulés depuis le debut des symptdmes,
le cas echeant. Les serums TV sont des sérums témoins de sujets qui ont éte préleves en France avant I'épidemie
de SRAS survenue en 2003.

la figure 39 montre |a réponse en anticorps anti-SRAS-CoV chez la souris aprés immunisation par les virus vaccine
recombinants. Des groupes de 7 souris BALB/C ont été immunisés par voie i.v. & deux reprises a 4 semaines
dintervalle par 106 u.f.p. de virus vaccine recombinants VV-TG, VV-TG-HA, VV-TG-5, VV-TG-3s0l, VV-TN, VV-
TN-8, VV-TN-Ssol.

A. Des pools de sérums immuns prélevés 3 semaines aprés chacune des deux immunisations ont &té réalisés
pourchacun des groupes etont été analysés par ELISA indirect en utilisant un lysat de cellules VeroES infectées
par le SRAS-CoV comme antigéne. Les titres en anticotps anti-SRAS-CoV sont caleulés comme linverse de
la dilution preduisant une DO spécifigue de 0,5 aprés révélation par un anticorps polyclonal anti-IgG de souris
couplé & la peroxidase (NA931V, Amersham) et du TMB (KPL},

B. Les pools de sérums immuns ont été évalués pour leur capacité a séroneutraliser linfectivité de 100 TCIDS0
du SRAS-CoV sur cellules FRhK-4. 4 points sont réalisés pour chacune des dilutions de raison 2 testees &
partir du 1/20. Le titre séroneutralisant est calculé selon la méthode de Reed et Munsch comme llinverse de |a
dilution neutralisant linfectivité de 2 cupules sur 4.

la figure 40 décrit la construction des virus recombinants MVYSchw2-SARS-8 et MVSchw2-3ARS-Ssol.

A. Le vectaur rougeole est un génome complet de la souche vaccinale Schwarz du virus de 1a rougeole (MV)
dans lequel una unité de transcription supplémentaire & été introduite (Combredet, 2003, Joumal of Viralogy,
77 : 11546-11554). L'expression des phases cuvertes de lecture (ORF) supplémentaires est contrblée par les
éléments agissant en cis nécessaires a la transcription, a la formation de 1a coiffe at & la palyadénylation du
transgéne, qui ont eté copiés des éléments présents & la jonction N/P. 2 vecteurs différents permettent linsertion
entre les génes P (phosphoprotéine) et M {matrice) d’une patt et H (hémagglutining) et L (polymérase) d'autre
part.

B. Les genomes recombinants MVSchw2-SARS-3 et MV Schw2-3ARS-Ssol du virus de la rougecle ont étg
construits par l'insertion des ORFs de la proteéine S et du polypeptide Ssol au sein d'une unité de transcription
supplémentaire localisée entre les genes P et M du vecteur.

Les differents génes du virus de la rougeole (MV) sontindiqués : N (nucléoprotéine), PVC {phosphoprotéine
et protéine W/C), M {matrice), F {fusion), H (hémagglutinine), L (polymérase). T7 = promoteur de 'ARN
polymérase T7, hh = ribozyme hammerhead, T7t = séquence terminatrice de '’ARN polymérase du phage
T7, @ = ribozyme du virus de 'hépatite @, (2), (3) = unités de transcription supplémentaires (ATU).

Taille du géneme du MV : 15834 nt,

SP : peptide signal

TM : région transmembranaire

FLAG : étiquette FLAG

la figure 41 illustre 'expression de la protéine S par les virus rougeole recombinants, analysée par western blot.

Des extraits cytoplasmiques ont été préparés aprés infection de cellules Vero par différents passages des virus
MVSchw2-SARS-S of MVSchw2-SARS-Ssol et le virus sauvage MWSchw & titre de contréle. Des extraits
cellulaires en tampon de dépét selon Laemmili ont également été préparés 8 heures aprés infection de cellules
VercEB par le SRAS-CoV aune multiplicité d'infection de 3. lis ont &té séparés sur un gel SDS 4 8% d'acrylamide
et analysés par western blot & I'aide d'un anticorps polyclonal de lapin anti-S et d’un anticorps polyclonal anti-
IgG{H+L) de lapin couplé & la peroxidase {(NA934V, Amersham).

Une échelle de masse moléculaire (kDa) est portée sur la figure.

Pn ! nigme passage du virus aprés coculture de cellules 293-3-46 &t Vero.

SRAS-CoV : extrait de cellules VeroEB infectées par le SRAS-CoV

Mock : extrait contrile de cellules VeroES non infectées

la figure 42 montre I'expressicn de |z protéine S par les virus rougeole recombinants, analysée par immuncfluores-
cence

Des cellules Vere en monocouches sur lamelles de verre ont été infectees par le virus sauvage MWSchw (A) ou
lesvirus MV Schw2-SARS-5 (B) et MVSchw2-SARS-Ssol (C). Quandles syneytia ont atteint 30 & 40% de confluence
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{A., B.) ou 90-100% (C), les cellules ont &té fixées, permeéabilisées et marquées par des anticonps polyclonaux de
laping anti-3RAS-CoV et un conjugué anti-IgG(H+L) de lapin couplé au FITC (Jackson).

- lafigure 43 illustre I'analyse par western blot de l'immuncréactivité de sérums de lapins dirigés contre les peptides
E1-12, E53-76 et M2-14. Le lapin 20047 a eté immunisé avec le peptide E1-12 couplé a la KLH. Les lapins 22234
et 22240 ont &té immunisés avec le peptide ES3-76 couplé ala KLH. Les lapins 20013 et 20080 ont été immunisés
avec le peptide M2-14 couplé & la KLH. Les immunsérums ont été analysés par western blot & l'aide d'extraits de
cellules infectées par le SRAS-CoV (B) ou & 'aide d'extraits de cellules infectées par un virus recombinant de la
vaccine exprimant la protéine E (A) ou M (C) de l'isclat 031589 du SRAS-CoV. Les immunoempreintes ont &té
révélées a I'aide d'un conjugué anti-lgG{H+L) de lapin couplé & la peroxidase (NA934V, Amersham).

[0148] La position des protéines E etM est indiguée par une fléche,

[0149] Une échelle de masse moeléculaire {kDa) est portée sur la figure.

[0150] Il doit &tre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont dennés uniquement a titre d'illustration de 'objet de
Finvention, dont ils ne constituent en aucune maniére une limitation,

Exemple 1 : Clonage et séquengage du génome de la souche de SARS-CoV issue du prélevement répertorie
sous le numéro 031589

[0151] L’ARN de la souche de SARS-CoV a été extrait & partir du prélévement de lavage bronchoalvéolaire répertorié
sous le numéra 031589, effectué sur un patient de Fhdpital frangais de Hanoi (Vietham) atteint de SRAS.

[0152] L'ARN isolé a été utilisé comme matrice pour amplifier les ADNe correspondant aux différents cadres ouverts
de lecture du génome (ORF la, ORF1b, ORF-S, ORF-E, ORF-M, CRF-N (incluant les ORF-13 et ORF-14), ORF3, ORF4,
ORF7 & CRF11), et aux extrémités 5 et 3° non-codantes. Les séquences des amarces et des sondes utilisées pour
I'amplification/détection ant &té définies d'aprés la séquence nucléotidique disponible du SARS-GoV.

[0153] Dans ce quisuit les amorces et les sondes sont identifiées par : la lettre 5, suivie d'une lettre qui indique 2
region correspondante du génome (L pour l'extrémité S’incluant ORF1a et ORF1b ; S, M et N pour les ORF-8, ORF-M,
QRF-N, SE et MN pour les régions intergéniques correspondantes), puis éventuellement de Fn, Rn, avec ninclus entre
1 et 6 correspondant aux amorces utilisées peur la PCR nichée ou imbriquée (paire F1 + R1 pour la premiére amplification,
paire FZ + R2 pour la deuxieéme amplification, etc...), puis de /4+/ ou /~/ correspondant & une amorce sens ou antisens
et enfin des positions des amorces en référence & la séguence Genbank AY27411.3 ; pour les amorces S et N sens et
antisens et les autres amorces sens uniguement, lorsqu’une seule position est indiquée elle correspond a celle de
Fextrémité 5' d’une sonde ou d'une amorce d'environ 20 bases ; pour les amorces antisens autres que les amorces S
et N, lorsqu'une seule position est indiguée elle correspond a celle de I'extrémité 3’ d’'une sonde ou d’'une amorce
d’environ 20 bases.

[0154] Les produits d’'amplifications ainsi générés ont &té séquencés & I'aide d'amorces spécifiques afin de déterminer
la séquence compléte du génome de la scuche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le numére 031589,
Ces produits d'amplification, a I'exception de ceux correspendant aux ORF1a et ORF1b, ont ensuite &t€ clonés dans
des vecteurs d'exprassion afin de produire les protéines vitales correspondantas et les anticorps dirigés contre ces
protéines, netamment par immunisation a base d'ADN,

1. Extraction des ARN

[0155] Les ARN ont été extraits & laide du kit Qlamp viral RNA extraction mini (QIAGEN) en suivant les recomman-
dations du fabricant. De maniére plus précise : 140 ul du prélévement et 560 pl de tampon AVL ont été mélangés
vigoureusement pendant 15 secondes, incubés 10 min a température ambiante puis centrifugés brigvement a vitesse
maximale. 560 pl d’éthancol & 100% ont été ajoutés au surnageant et le mélange ainsi obtenu a été agité trés vigoureu-
sement pendant 15 sec. 830 pl du mélange ont ensuite &€ déposés sur la colonne.

[0156] Lacolonne a été placée sur untube de 2 ml, centrifugée 1 min 4 8000 mm, puis le reste du melange precedent
a été déposeé sur la méme colonne, centrifugé & nouveau, 1 min & 8000 rmpm et la colonne a &té transférée sur un tube
de 2 ml propre. Ensuite, 500 pl de tampon AW ant été ajoutés sur la colonneg, puis |2 colonne a été centtifugée 1 min
4 8000 rpm et I'éluat a &té éliminé. 500 pl de tampon AW?2 ont été ajoutés surla colenne qui a ensuite été centrifugée
3 min & 14000 rpm &t transférée sur un tube de 1,5 ml. Enfin, 60 wl de tampon AVE ont &€ ajoutés sur la colonne qui
a été incubée 1 &2 min & température ambiante puis centrifugée 1 min & 8000 mm. L'éluat correspondant & 'ARN purifié
a été récupéré et congelé a -20°C.
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2. Amplification, sequencage et clonage des ADNc

2.1) ADNc codant pour la protélne S

[0157] Les ARN extraits & partir du prélévement ont été soumis a une transcription inverse a 'aide d'oligonucléctiges
hexamériques de séquence aléatoirs {pdN6), afin de produire des fragments d’ADNc.

[0158] Laséquence codant pour la glycopretéine S du SARS-CoV a été amplifiee sous la forme de deux fragments
d’ADN chevauchants : fragment & (SRAS-Sa, SEQ |D NO:5) et fragment 3'(SRAS-5b, SEQ ID NQ:6), en réalisant deux
amplifications successives a l'aide d'amorces imbriquées, Les amplicens ainsi obtenus ont été séquencés, clonés dans
le vecteur plasmidigue PCR 2.1-TOPO™ (IN VITROGEN), puis la séquence des ADNc clonés a été déterminée.

ajclonage et séquengage des fragments Sa et Sb

ay) synthése de 'ADNg

[0159] Le mélange réactionnel contenant : ARN (5 pl) , H>O ppi (3,5 pl), tampon de transcriptase inverse5X {4 pl,},
dNTP 5 mM (2 ply, pdNE 100 ug/ml (4 wl), RNasin 40 Ulaul (0,5 pl) ettranseriptase inverse AMV-RT, 10 Ulul, PROMEGA
{1pl) a été incubé dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : 45 min & 42°C, 156 min & 85°C, 5 min a4 95°C,
puis FADNe obtenu a été maintenu & +4°C.

a;) premigre amplification PCR

[0180] Les extrémités § et 3" du géne & ont &té amplifiées respectivement avec les paires d'amorces S/FIf/
21350-21372 et S/R1/-/ 23518-23498, S/F3/+f 23258-23277 et S/R3/-/26382-25363. Le mélange réactionnel de 50 .l
contenant : ADNe (2 pl)y, amorces 50 uM (0,5 wl}, tampon 10 X (5 pl), dNTP & mM (2 pl), Taq Expand High Fidelity,
Roche (0,75 pl) et H,0 (39, 75 pl) @ été amplifie dans un thermaocycleur, dans les conditions suivantes : une etape initiale
de dénaturation 4 94°C pendant 2 min a été suivie de 40 cycles comprenant : une étape de dénaturation & 94°C pendant
30 sec, une étape d'hybridation &4 35°C pendant 30 sec puis une étape d'élongation a 72°C pendant 2 min 30 sec, avec
10 sec d'élongation supplementaire & chaque cycle, puis d'une étape finale d'élongation a 72°C pendant 5 min.

ag) deuxiéme amplification PCR

[0161] Les produits de la premiére amplffication PCR {amplicons 5' et 3") ont subi une seconde &tape d'amplification
PCR (PCR nichée) dans des conditions identiques a celles de la premiére amplification, avec les paires d’'amorces
S/F2/+/21406-21426 et S/R2/-/23454-23435, et S/F4/+/23322-23341 et S/R4/-/25348-25329, respectivement pour 'am-
plicon 5" et "amplicon 3,

a,) clonage et séguencage des fragments Sa et Sb

[0162] Les amplicons Sa (extrémité 5') et Sb {extrémité 3') ainsi obtenus ont été purifiés & 'aide du kit QiAquick PCR
purification (QIAGEN), en suivant les recommandations du fabricant, puis ils ont été clonés dans le vecteur PCR2,1-
TOPRO (kit Invitrogen), pour donner les plasmides dénomimés SRAS-51 et SRAS-52.

[0163] L'ADN des clones Sa et Sk a &té isolé puis Finsert correspondant a été séquencé 4 l'aide du Kit Big Dye,
Applied Biosystem® et des amorges universelles M13 forward ot M13 reverse, ainsi que des amorces ; $/5/4/21867,
S/5/4/22353, S/S/+/22811, S/S/+/23754, S/S/+/24207, S/S/+/24699, S/5/4/24348, S5/5/-/24209, S/8/-/23630, S/5/-/
23038, 8/8/-/22484, 3/5/-/21815, S/8/-/24784, S5/5/+/21586, 5/5/+/23130 et 8/5/+/24465, en suivant les instructions
du fabricant ; les séquences des fragments Sa et Sb ainsi obtenues correspondent aux séquences SEQ 1D NO 5 et
SEQ ID NO :6 dans |a liste de séguences jointe en annaxe.

[0184] Le plasmide, dénommeé SARS-S1 a été deposé sous le n® 1-3020, le 12 mai 2003, auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microotganismes, 25 rue du Docteur Rouyx, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient un fragment &'
de |la séguence du géne S de la scuche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n® 031589, telle que
définie ¢i-dessus, lequel fragment dénommé Sa correspondant aux nucléctides des positions 21406 a 23454 (SEQ ID
NO :5), en référence & la séquence Genbank AY274119.3 Torz.

[0165] Le plasmide, dénommé TOP10F-SARS-S2 g &té deposé sous le n® 1-3019, le 12 mai 2003, auprés de [a
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient un
fragment 3'de la séquence du géne S de la souche de SARS-CoV issue du prélevement répertorié sous le n® 031589,
telle que définie ci-dessus, lequel fragment dénomme Sbh correspondant aux nucléotides des positions 23322 4 25348
(SEQ ID NO : 8), en référence & la séquence Genbank n® d'acces AY274119.3.
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b) clonage et ségquencage de 'ADNc complet (clone SBAS-S de 4 kb)

[0166] L'ADNc S complet a été obtenu a partir des clones SARS-51 et SARS-32 precites, de |a fagon suivante :

1) une réaction d'amplification PCR a eté réalisée sur un clone SARS-52 en présence de l'amorce S/R4/-/
25348-25329 précitée et de 'amorce S/5/+/24696-24715; un amplicon de 633 pb a été obtenu,

2) une autre réaction o’amplification PCR a été réalisée sur un autre clone SARS-52, en présence des amorces
S/F4/+/23322-23341 précitée et 5/5/- /24803-24784: un amplicon de 1481 pb a été obtenu,

La réaction d’amplification a été réalisée dans les conditions telles que définies ci-dessus pour Famplification des
fragments Sa et Sb, & lexception que 30 cycles damplifications comprenant une étape de dénaturation &4 94° C
pendant 20 sec et une étape d'élongation 4 72° € pendant 2 min 30 sec ont été effectués,

3} les 2 amplicons {633 pb et 1481 pb) ont été purffiés dans les conditions telles que définies ci-dessus pour les
fragments Sa et Sh,

4) une autre réaction d'amplification PCR 4 I'aide des amorces S/F4/+/23322-23341 et S/R4/-/26348-25329 préci-
tées, a &té réalisée sur les amplicons purifiés obtenus en 3). La réaction damplification a é&té réalisée dans les
conditions telles que définies ci-dessus pour lamplification des fragments Sa et 8b, a l'exception que 20 cycles
d’amplifications ont été effectués.

L'amplicon de 2026 pb ainsi obtenu a &té purifié, cloné dans le vecteur PCR2.1-TOPO puis séguencé comme ci-
dessus, 4 laide des amorces telles que définies ci-dessus pour les fragments Sa et Sb. Le ¢lone ainsi obtenu a été
dénommé clone 3.

5) Le clone SARS-51 précédemment obtenu et le clone 3'ont été digérés par EcoA [, les bandes d'environ 2kb ainsi
obtenues ont &é purifiées sur gel puis amplifiées par PCR avec les amorces 5/F2/+/21406-21426 et S/R4/-/
256348-25329 précitées. La réaction d'amplification a &té réalisée dans les conditions telles que définies ci-tdessus
pour ramplification des fragments Sa et Sh, 4 I'exception que 30 cycles d’'amplifications ont été effectués. | 'amplicon
d'environ 4 kb a été purifié et séquencé. [l a ensuite été cloné dans le vecteur PCR2.1-TORPO pour dohnet le
plasmide, dénomme SARS-S, et I'insert contenu dans ce plasmide a éteé séquence comme ci-dessus, a 'aide des
amorcestelles que définies ci-dessus pour les fragments Sa et Sb, Les séquences ’ADNC de I'insertet de 'amplicon
codant pour la protéine S, correspondent respectivement aux seguences SEQ IDNO : 4 et SEQ IDNO : 2 dans |a
liste de séquences jointe en annexe, elles codent pour la protéine S (SEQ ID NO ; 3).

[0167] La séquence de I'amplicon correspondant a FADNc codant pour la protéine S de la souche de SARS-CoV
issue du prélévement n°031589 présente les deux mutations suivantes par rapport aux séquences correspendantes de
respectivement les isolats Tor2 et Urbani, les positions des mutations étant indiquées en référence a la séquence
compléte du génome de l'isolat Tor2 {Genbank AY274119.3) :

- gften position 23220 ; le codon alanine {get) en position 577 de la séquence en acides aminés de la protéing S de
Tor2 est remplacé par un coden sérine (tct),
- oft en position 24872 : cette mutation ne modifie pas la séquence en acides aminés de la protéine 5, et

[0168] Le plasmids, dénommeé SARS-S, a été déposé sous le n® 1-30589, le 20 juin 2003, auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15; il contient la séquence
od'ADNc codant pour la protéine S de la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n® 031589,
laquelle séquence correspondant aux nucléctides des positions 21406 4 25348 (SEQ ID NO :4}, en référence a la
séquence Genbank AY274119.3,

2.2) ADNc codant pour les protéines M et E

[0169] Les ARN issus du prélévement 031589, extrails comme ci-dessus, ont été soumis a une transeription inverse,
associée, lors de la méme étape (kit Titan One Step RT-PCAB, Roche), & une réaction d'amplification par PCR, a l'aide
des couples d'amorces :

- S/E/F1/+/26051-26070 et S/E/RI-/26455-26436 pour amplifier 'ORF-E, et
- SIMF1/+/26225-26244 et S/M/RI/-27148-27129 pour amplifier 'ORF-M.

[0170] Un premier mélange réactionnel contenant : 8,6 pl d'HoOppi, 1 wl de dNTP (5mM), 0,2 wl de chacune des
amorces [50pM), 1,25 pl de DTT {100mM) et 0,25 pl de RNAsin (40Ul D) a été combiné avec un deuxiéme mélange
réactionnel contenant : 1 pl’ARN, 7 wl d’'H,Cppi, 5 pl de tampon de RT-PCR 5X et 0,5 pl de mélange d’enzyme et les
mélanges combines ont été incubes dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : 30 min & 42°C, 10 min 2
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55°C, 2 min & 94°C suivi de 40 cycles comprenant une étape de dénaturation & 94°C pendant 10 sec, une étape
d'hybridation a 55°C pendant 30 sec et une étape d'élongation a 68°C pendant 45 sec, avec 3 sec d'incrément par cycle
et enfin une étape d'elongation terminale a 68°C pendant 7 min.

[0171] Les produits d'amplification ainsi obtenus (amplicons M et E) ont subi une deuxiéme amplification PGR {PCR
nichée) en utilisant le kit Expand High-Fi®, Roche), & 'aide des couples d'amorces :

- S/E/F2/+/26082-26101 et S/E/R2/-/26413-26394 pour Famplicon E, et
- SIM/F2/+/26330-26350 et S/M/R2/-/27098-27078 pour F'amplicon M.

[0172] Le mélange réactionnel contenant : 2 pl du produit de la premiére PCR, 39,25 ul o’Hy,Oppi, 5 pl de tampon
10X contenant du MgCl,, 2 pl de dNTP (5mM), 0,5p) de chacune des amerces (50 pM) et 0,75l de mélange d'enzyme
a été incubé dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : une étape de dénaturation 4 94°C pendant 2 min &
été suivie de 30 cycles comprenant une étape de dénaturation &4 94°C pendant 15 see, une étape d’hybridation 4 60°C
pendant 30 sec et une étape d'élongation & 72°C pendant 45 see, avee 3 sec d'incrément par eycle, et enfin une étape
d'élongation terminale & 72°C pendant 7 min. Les produits d'amplification obtenus correspondant aux ADNe codant
pour les protéines E et M ont été séquencés comme ci-dessus, a laide des amorces : S/E/F2/+/26082 et S/E/R2/-/
26394, S/M/F2/+/26330, SM/R2/-/27078 précitées et des amorces 5/M/-/26638-26655 et S/M/-/26567-28548. |l ont
ensuite été clonés, comme ci-dessus, pour donner les plasmides dénommés SARS-E et SARS-M. L'ADN de ces clones
a ensuite &té isolé et séquencéd a l'aide des amotces universelles M13 forward et M13 reverse aihsi que des amorces
S/M/+/26636 et S/M/-/26548 précitées.

[0173] Laséquence de l'amplicon représentant 'ADNe codant pour la protéine E (SEQ ID NO : 13) de la souche de
SARS-CoV issue du prélévement n"031589 ne comporte pas de différences par rapport aux séquences cottespondantes
des isolats AY274119.3-Tor2 et AY278741-Urbani. La séquence de la protéine E de la souche de SARS-CoV 0315889
correspond a la séquence SEQ ID NO @ 14 dans |a liste de séquences jointe an annexe.

[0174] Le plasmide, dénommé SARS-E a été déposé sous le n® 1-3046, le 28 mai 2003, auprés de la Gollection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 26 rue du Docteur Roux, 76724 Paris Cedex 15 ; il contient la ségquence
JdADNe ¢codant pour [a protéine E de la souche de SARS-CoV igsue du prélévement répertorié sous le n® 031589, telle
que definie ci-dessus, laquelle séquence comrespondant aux nucléotides des positions 26082 & 28413 (SEQ ID NO :
15), en référence a la séquence Genbank n°® d'acces AY274119.3.

[0178] La séquence de 'amplicon représentant TADNe cadant pour la M (SEQ ID NO :18) de la souche de SARS-
CoV issue du préléeverment n®0315689 ne comporte pas de différences par rappont a la séquence correspondante de
lisolat AY274119.3-Tor2. En revanche, en position 26857, 'isolat AY278741-Urbani comporte un ¢ et |a séquence de
lasouche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n°031589 unt. Cette mutation aboutit & une modification
de la séquence en acides aminés de la protéine cormrespondante: en position 154, une proline (AY278741-Urbani) est
changée en sé&rine dans la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n*031589. La séquence de
la protéing M de la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n°031589 correspend a la séquence
SEQ ID NO :17 dans la liste de séquences jointe en annexe.

[0176] Le plasmide, dénommeé SARS-M a été déposé sous le n® |-3047, le 28 mai 2003, auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Deocteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient la séquence
o' ADNe codant pour la protéine M de la souche de SARS-CoV issue du préldvement répertorié sous le n° 031589, telle
que définie ci-dessus ; laguelle séquence correspendant aux nucléctides des positions 26330 & 27098 (SEQ ID NO ;
18), en référence & la séquence Genbank n® d'accés AY274119.3.

2.3) ADNc correspondant aux ORF3, ORF4, ORF7 a ORF11
[0177] La méme stratégie d'amplification, de clonage et de séquengage a été utilisée pour obtenir les fragments
o' ADNe correspondant respectivement aux ORF suivantes: ORF 3, ORF4, ORF7, ORF8, ORFS, ORF10 et ORF11. Les

couples d'amorces utilisées pour la premiére amplification sont :

- ORF3 et ORF4 : 5/SE/F1/+/25089-25088 &t 5/SE/R1/-/26300-26281
- ORF7 & CRF11 : 8/MN/F1/+/26898-26017 et S/MN/R1/-/28287-28266

[0178] Les couples d'amorces Ltilisées pour la deuxieme amplification sont

- OBRF3 et ORF4: 5/5E/F2/+/25110-25129 et 5/5E/R2/-/26244-26225
- ORF7 & ORF11 : 8/MN/F2/+26977-26096 et S/MN/R2/-/28218-28189

[0179] Les conditions de la premigre amplification (RT-PCR) sont les suivantes : 46 min & 42°C, 10 min & 65°C, 2
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min a 94°C suivi de 40 cycles comprenant une étape de dénaturation & 94°C pendant 15 sec, une étape d’hybridation
a 58°C pendant 30 sec et une étape d'élongation a 68°C pendant 1 min, avec 5 sec d'incrément par cycle &t enfin une
étape d'elongation terminale & 68°C pendant 7 min.

Les conditions de la PCR nichée sont les suivantes ; une étape de dénaturation a 94°C pendant 2 min a été suivie de
40 cycles comprenant une étape de denaturation & 84°C pendant 20 sec, une etape d’hybridation & 58°C pendant 30
sec at une étape d'élongation & 72°C pendant 50 sec, avec 4 sec d'incrément par cycle et enfin une étape d'élongation
terminale & 72°C pendant 7 min.

[0180] Les produits d’amplification ebtenus comrespondant aux ADNc contenant respectivement les ORF3 et 4 et les
ORF7 & 11 ont été séquenceés & l'aide des amerces : 3/SE/M4/25363, S/SE/+/25835, S5/SE/-/25494, 5/SE/-/25875, SIMN/
+27839, SIMN/+/27400, S/MN/-/27836 S/MN/-/27799 et clonés comme ci-dessus pour les autres ORF, pour donner
les plasmides dénommés SARS-SE et SARS-MN. LADN de ces clones a été isclé et séquence a l'aide de ces mémes
amorces et des amorces universelles M13 sens et M13 anti-sens.

[0181] La séquence de 'amplicon représentant I'ADNe de la région contenant les ORF 3 et 4 (SEQ ID NO 7y de la
souche de SARS-CoV issue du prélévement n®031589 comperte une différence nucléotidique par rapport a la séquence
correspondante de lisolat AY274119-Tor2. Cefte mutation en position 26298 aboutit & une modification de la séquence
en acides aminés de la pretéine correspondante {(ORF 3): en position 11, une arginine (AY274119-Tor2) est changée
en glycine dans |la souche de SARS-CoV issue du prélévernent n°031589. En revanche, aucune mutation n'a été
identifiée par rapport a la séquence comrespondante de lisclat AY278741-Urbani. Les séquences des ORF 3 et 4 la
souche de SARS-CoV issue du préldvement n°031589 correspondent respectivement aux séquences SEQ ID NO :10
et 12 dans la liste de séquences jointe en annexe.

[0182] Leplasmide, dénomme SARS-SE a été déposésous len”1-31286, le 13 novembre 2003, auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Rouy, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient FADN¢ cotres-
pondant & la région située entre TORF-5 et TCRF-E et chevauchant 'CRF-E de la souche de SARS-CoV issue du
prélevement répertorié sous le n® 031589, telle que définie ci-dessus, laquelle région corregpondant aux nucléatides
des positiong 25110 4 26244 (SEQ ID NO :B), en référance a la séquence Genbank n® d'accés AY274119.3,

[0183] Laséquence de l'amplicon représentant TADNc cerrespondant & la région contenant les ORF7 a ORF11 {SEQ
ID NO :19) de la souche de SARS-CoV issue du prélévement n°031589 ne comporte pas de différences par rapport
aux sequences correspondantes des isclats AY274119-Tor2 et AY278741-Urbani. Les séquences des ORF7 4 11 de
la souche de SARS-CoV issue du prélevement n°031589 correspondent respectivenent aux séquences SEQ 1D NO ;
22,24, 26, 28 et 30 dans la liste de séquences jointe en annexe.

[0184] Le plasmide dencmme SARS-MN a &té dépose sous le n® [-3125, le 13 novembre 2003, auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient la ségquence
d'ADNc correspondant a la région située entre 'ORF-M et FTORF-N de la souche de SARS-CoV issue du prélévement
répertorié sous le n° 031589 et prélevée a Hanci, telle que définie ci-dessus, laquelle séquence correspondant aux
nucléctides des positions 26977 428218 (SEQID NO :20 ), en référence dlaséquence Genbankn® d'accés AY274119.3.
[0185] Laséquence de famplicon représentant 'ADNe correspondant & la région contenant les ORF7 2a ORF11 {SEQ
ID NG :19) de la scuche de SARS-CoV issue du prélévement n°031582 ne comporte pas de différences par rapport
aux séquences correspondantes des isclats AY274119-Tor2 et AY278741-Urbani. Les séquences des ORF7 4 11 de
la souche de SARS-CoV issue du prélévement n°031589 correspondent respectivement aux séquences SEG ID NO ;
22, 24, 26, 28 et 30 dans la liste de séquences jointe en annexe.

2.4) ADN¢ codant pour la protéine N et incluant les ORF13 et ORF14

[0186] L'ADNc a été synthétisé et amplifié comme décrit ci-dessus pour les fragments Sa et Sb. De maniére plus
précise, le mélange réactionnel contenant: § pl I’ARN, 5 pl d'H,0 ppi 4 pl de tampon de reverse transcriptase 5X, 2
pl de dNTP (5 mM), 2 pl d'oligo 20T (& pM), 0,5 wl de RNasin (40 Ulful) et 1, 5 pl de AMV-RT {10 Ul/ul Promega) a été
incubé dans un thermocycleur dans les conditions suivantes : 45 min & 42°C, 156 min a4 55°C, 5min & 95°C, puis il a été
maintenu & +4°C.

[0187] Une premiére amplification PCR a &té réalisée avec la paire d'amorces S/N/F3/+/28023 et 5/N/R3/-/29480.
[0188] Le mélange réactionnel comme ci~dessus pour lamplification des fragments 51 at 52 a été incubé dans un
thermocycleur, dans les conditions suivantes | une étape initiale de dénaturation & 94°C pendant 2 min & été suivie de
40 cycles comprenant une étape de dénaturation 4 94°C pendam 20 sec, une étape d’hybridation & 55°C pendant 30
sec puis une étape d'élongation & 72°C pendant 1 min 30 sec avec 10 sec d'élongation supplémentaire & chaque cycle,
puis d’'une &tape finale d'¢longation & 72°C pendant 5 min.

[0189] L'amplicon cbtenu alapremiére amplification PCR a subi une seconde étape d'amplification PCR (PCR nichée)
avec |la paires d'amorce S/N/F4/+/28054 et S/N/R4/-/29430 dans des conditions identiques a celles de la premiére
amplification.

[0190] Le produit d'amplification obtenu correspondant & I’ADNc codant pour la protéine N de la souche de SARS-
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CoV issue du prélevement n°031589a été séquenceé & 'mide des amorces: S/N/F4/4+/28054, S/N/R4/-/29430, SIN/+/
28468, 3/N/+/28918 et S/N/-/28607 et cloné comme ci-dessus pour les autres ORF, pour donner le plasmide denomme
SARS-N. L’ADN de ces clones a été isolé et sequence a I'side des amorces universelles M13 sens et M13 anti-sens,
ainsi que des amorces S/N/+/28468, S5/N/+/28918 et S/N/-/28607.

[0191] La séquence de 'amplicon représentant TADNe correspondant & 'CRF-N et incluant les ORF13 et ORF14
(SEQ ID NO .:36) de la souche de SARS-CoV issue du prélévement n°031589 ne comporie pas de différences par
rapport aux séquences correspondantes des isolats AY274119.3-Tor2 et AY278741-Urbani. La séquence de la pretéine
N de la scuche de SARS-CoV issue du prélevement n°031589 correspeond & la séquence SEQ |ID NO : 37 dans Iz liste
de séguences jeints en annexe,

[0192] Les séquences des ORF13 et 14 de la souche de SARS-CoV issue du prélévement n®031589 correspondent
respectivement aux séquences SEQ ID NO ; 32 et 34 dans la liste de séquences jeinte en annexe.

[0193] Leplasmide dénommé SARS-N a été déposé sous le n® |-3048, le 5juin 2003, auprés de la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient 'ADNe codant pour la
protéine N de la souche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le n® 031589, telle que définie ci-dessus,
laguelle séquence correspondant aux nucléotides des positions 28054 & 29430 (SEQ ID NO :38), en référence & la
séquence Genbank n® d'accés AY274119.3,

2.5) extrémités 5’ et 3’ non-codantes

a) extrémité 5’non-codante (5'NC)

a,) synthése de 'ADNc

[0194] Les ARN issus du prélevement 031589, extraits comme ci-dassus, ont été soumis & une transeription inverse
dans les conditions suivantes :

[0198] L°ARN (15 pl) et 'amorce S/L/-/443 (3 pl & la concentration de Spm, ont été incubés 10 min & 75°C.

[0196] Ensuite, du Tampon de transcriptase inverse 5X (8 wl, INVITROGEN), des dNTP 10 mM (1 ), du OTT Q,1M
(3 pnl) ent été gjoutes et le mélange a été incube & 50°C pendant 3 min.

[0197] Enfin la transcriptase inverse (3 wl de Superscript®, INVITROGEN) a été ajoutée au mélange précédent qui
a éte incubé & 80°C pendant 1h30 puis & 90 °C pendant 2 min.

[0198] L’ADNcainsiobtenu aété purifie & aide du kit QlAquick PCR purification(QIAGEN), selon les recommandations
du fabricant.

b4) Réaction a la Termminal Transferase (TdT)

[0199]) L'ADNg (10 pl) estincubé 2 min & 100°C, conservé dans la glace, puis sont ajoutés : Hp0 (2,5 pl), tampon TdT
5X (4 pl, AMERSHAM), dATP 5mM (2 wl) et TdT (1,5 pl, AMERSHAM). Le mélange ainsi cbtenu est incubé 45 min &
37°C puis 2 min & 65°C.

[0200] Le produit ebtenu est amplifié par une premiére réaction PCR & I'aide des amorces : S/L/5225-206 et ancre
14T : B-AGATGAATTCGGTACCTTTITTITTITTTTTTT-3' (SEQ ID NOQ :68). Les conditions de amplification sont les
suivantes : une étape initiale de dénaturation & 94°C pendant 2 min est suivie de 10 cycles comprenant une étape de
dénaturation & 94°C pendant 10 sec, une étape d'hybridation & 45°C pendant 30 sec puis une étape d'élongation & 72°C
pendant 30 sec puis de 30 cycles comprenant une étape de dénaturation 4 94°C pendant 10 sec, une étape d'hybridation
4 50°C pendant 30 sec puis une étape d'élongation 4 72°C pendant 30 se¢, puis d'une étape finale d’élongation & 72°C
pendant & min.

[0201] Le produit de la premiére amplification PCR a subi une seconde étape d'amplification & I'aide des amorces :
S/L/-/204-185 et ancre 14T précitée dans des conditions identiques & celles de la premiére amplification. L'amplicon
ainsi obtenu a é&té purifie, séquence & I'aide de 'amorce S/L/-/182-163 puis il a été cloné comme ci-dessus pour les
différentes ORF, pour donner le plasmide dénommé SARS-5'NC. L'ADN de ce clone a été isolé et séguenceé a l'aide
des amorces universelles M13 sens et M13 anti-sens et de Famorce S//-182-163 précitée.

[0202] L'amplicon représentant ADMNc correspondant & I'extrémité 5'NC de la souche de SARS-CoV issue du prélé-
vement répenorié sous le n® 031589 correspond a la séquence SEQ ID NO: 72 dang la liste de séquences jointe en
annexe ; cette séquence ne comporte pas de différences par rapport aux séquences correspondantes des isolats
AY274119.3-Tor2 et AY278741-Urbani.

[0203] Leplasmide dénommé SARS-5'NC a éte déposé souslen® |- 3124, le 7novembre 2003, auprés de la Gollection
Nationale de Cultures de Microerganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 ; il contient  ADNc corres-
pondant a I'extrémité 5'non cedante du géncme de la scuche de SARS-CoV issue du prélevement répertorié sous le
n°® 031589, telle que definie ci-dessus, laguelle sequence correspondant aux nuclectides des positions 1 & 204 (SEQ
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ID NO ;39 ), en référence a la sequence Genbank n° d’acces AY274119.3.

b) extremité 3'non-codante (3'NC)

a4) synthése de 'TADNc

[0204] Les ARN issus du prélevement 031589, extraits comme ci-dessus, ont ét& soumis & une transcription inverse,
selon le protocole suivant : le mélange réactionnel contenant : ARN {5 pl), HoO (& pl), tampon de transcriptase inverse
5X (4 pl), dNTP & mM (2 pl), Qligo 20T 5uM (2 pl), BNasin 40 U/ pl (0,5 wl) et RT-AMV 10 Ul ul (1,5 pl, PROMEGA)
a &té incubé dans un thermocycleur, dans |es conditions suivantes : 45 min & 42°G, 15 min & 85°C, 5 min & 95°C, puis
il a été maintenu a +4°C.,

[0205] L’ADNec obtenu a été amplifié par une premiére réaction PCR & l'aide des amorces S/N/A+/28488-28487 et
ancre 14T précitée. Les conditions de l'amplification sont les suivantes : une étape initiale de dénaturation a 94°C
pendant 2 min est suivie de 10 ¢ycles comprenant une étape de dénaturation & 94°C pendant 20 sec, une étape
d’hybridation & 45°C pendant 30 sec puis une étape d'élongation & 72°C pendant 50 sec puis de 30 cycles comprenant
une étape de dénaturation & 94°C pendant 20 sec, une étape d'hybridation a 50°C pendant 30 sec puis une étape
d'élongation & 72°C pendant 50 sec, puis d'une étape finale d’élongation & 72°C pendant 5 min.

[0208] Le produit de la premiére amplification PCR a subi une seconde étape d'amplification a l'aide des amorces
S/N/+/28933-28952 et ancre 14T précitée, dans des conditions identiques & celles de la premiére amplfication. L'am-
plicon ainsi obtenu a été purifig, séquenceé A l'aide de Famorce S/N/+29257-29278 et cloné comme ci-dessus pour les
différentes ORF, pour donnet le plasmide dénommé SARS-3'NC. L'ADN de ce clone a été isolé et séquencé & laide
des amorces universelles M13 sens et M13 anti-sens et de Famorce S/N/+/29257-29278 précitée.

[0207] L'amplicon représentant 'ADNC correspondant & I'extrémité 3'NC de la souche de SARS-CoV issue du prélé-
vement répertotié sous le n° 031589 correspond 4 la séquence SEQ 1D NO :73 dans la liste de séquences jointe en
annexe ; cette séquence ne comporte pas de différences par rapport aux séquences cortespondantes des isolats
AY274119.3-Tor2 et AY278741 -Urbani.

[0208] Le plasmide dénommeé SARS-3'NC a eté déposé sous le n® 1-3123 e 7 novembre 2003, auprés de la Gollection
Nationale de Cultures de Microorganismes, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15. ; il contient la séquence
d'ADNc correspondant & l'extrémité 3'non codante du génome de |a souche de SARS-CoV issue du prélevement
repertorié sous le n® 031689, telle que definie ci-dessus, lagquelle séquence correspondant & celle située entre le nu-
cléotide en position 28933 & 29727 (SEQ ID NO :40), en référence a la sequence Genbank n® d'acces AY274119.3, se
termine par une série de nucléotides a.

2.6) ORF1a et ORF1b

[0209] L'amplification de la région 5' cantenant les ORFla et DRFIR du génome du SARS-CoV issu du prélévement
031589 a été réalisée en pratiquant des réactions de RT-PCR suivies de PCR nichées selon les mémes principes que
ceux précédemment décrits pour les autres ORF. Les fragments amplifiés sont chevauchants sur plusieurs dizaines de
bases, permettant ainsi la reconstruction infermatique de la séquence compléte de cette partie du génome, En meyenne,
les fragments amplifiés sont de deux kilobases.

[0210] 14 fragments chevauchants dénommeés LO @ L12 ont ainsi &té amplifiées a laide des amorees suivantes ;
Tableau Il: Amorces utllisées pour 'amplification de la région 5’(ORF1a et ORF1b)
REGION
Sglgzléll:l:(liiEEEEﬂe Amorce sens RT- Amorce antlsens Amorct? se'ns PCR Amorce a?ntl§ens
tient pas compte PCR RT-PCR nichée PCRH nichée
des amorces)
LO 50-480 S/LO/F1/+30 S/LO/R1/-481
L1 2312240 SL1/F1/+147 S/L1/R1/-2336 SAL1/F2/+211 S/L1/R2/-2241
L2 2158-4167 S/L2/F1/+2033 S/L2/R1/-4192 SILYF2/+2138 S/IL2/R2/-4168
L3 3913-5324 S/L3bis/F1/+3850 S/L3bis/R1/-5365 S/L3bis/F2/+3892 8/L3bis/R2/-5325
L4b 4952-6023 S/L4b/F1/+4878 S/L4AB/R1/-8061 S/LAb/F2/+4932 S/L4Ab/R2/-6024
L4 5325-7318 S/ILA/F1/+3272 S/LA/R1/-7392 S/IL4/F2/+5305 S/L4/R2/-7323
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{suite)
REGION
SE:;‘IIF;EII:I:::EEEEE(:e Amorce sens RT- Amorce antlsens Amorct? se'ns PCR Amorce a?ntl§ens
tient pas compte PCR RT-PCR nichée PCH nichée
des amorces)
L5 7296-9156 S/LS/F1/47111 S/L6/R1/-9253 S/Lb/F2/+7275 S/LE/R2/-9167
L6 9053-11066 S/LB/F1/+8975 S/L6/R1/-111581 S/LB/F2/+9032 S/L6/R2/-11087
L7 10928-12062 S/L7/F1/+10883 SILTIR1/-13050 S/L7/F2/+10928 S/L7/R2/-12983
L8 12835-14834 S/L8/F1/+12690 8/L8/R1/-14857 S/L8/F2/+12815 S/L8/R2/-14835
L9 14765-16624 S/L9/F1/+14688 S/L9/R1/-16678 S/LOfF2/+14745 S/L9/R2/-16625
L10 16534-18570 S/L10/P1/+16451 S/L10/R1/-18504 S/L10/F2/+16514 S/L10/R2/-18571
L11 18521-20582 S/L11/F1/418441 S/L11/R1/-20612 S/L11/F2/+18500 S/L11/R2/-20583
L12 20338-22205. S/L12/F1/4420279 S/L12/R1/-22229 S/L12/F2/+20319 S/L12/R2/-222086

[0211] Tous les fragments ont &té amplifiés dans les conditions suivantes, excepté le fragment LO qui a été amplifié
comme décrit ci-dessus pour 'ORF-M :

- HT-PCR:30min&42°C, 15 min & 538°C, 2 min & 94°C, puis I ADNc obtenu est amplifié dans les conditions suivantes :
40 cycles comprenant ; une étape de dénaturation 4 94°C pendant 15 sec, une étape d’hybridation a 58°C pendant
30 sec puis une etape d'élongation & 68°C pendant 1 min 30 sec, avec & sec d'élongation supplémentaire & chaque
cycle, puis une étape finale d'élongation & 88°C pendant 7 min.

- PCRnichée : une étapeinitiale de dénaturation & 94°C pendant 2 min est suivie de 3 cycles comprenant : une etape
de dénaturation & 94°C pendant 15 sec, une étape d'hybridation 4 60°C pendant 30 sec puis une étape d'élongation
& 72°C pendant 1 min 30 sec, avet 5 sec d'élongation supplémentaire a chaque cycle, puis une étape finale
d'élongation & 72°C pendant 7 min.

[0212] Les produits o' amplffications ont &té s&quencés & lNaide des amorces définies dans le Tableau |l ci-aprés :

Tableau lll : Amorces utilisées pour le séquencgage de larégion 5' {ORFlaet ORF1h)

Noms Séquences (SEQ ID NQ: 764 139)
S/L3/+/4932 5-CCACACACAGCTTGTGGATA-3
S/L4/+6401 5-CCGAAGTTGTAGGCAATGTC-3
S/L4/+/6964 B-TTTGGTGCTCCTICTTATTG-3
S/L4/-16817 5 -CCGGCATCCAAACATAATTT-3
S/L5/-17633 5-TGGTCAGTAGGGTTGATTGG-3'
SIL5/-18127 5-CATCCTTTGTGTCAACATCG-3
S/L5/-/8633 5-GTCACGAGTGACACCATCCT-3
S/L5/+/7839 5-ATGCGACGAGTCTGCTTCTA-3
S/LB/+/8785 5-TTCATAGTGCCTGGCTTACC-3'
S/L5/+/8255 5-ATCTTGGCGCATGTATTGAC-3'
5/L6/-/9422 5 -TGCATTAGCAGCAACAACAT-3
S/L6/-/9966 5-TCTGCAGAACAGCACAAGTG-3'
S5/L6/-10542 5-CCTATGCAGTTTGTCTGTCA-3'

S/L6/+/10677 5-CCTTGTGGCAATGAAGTACA-3
SiLB/M+/10108 5-ATGTCATTTGCACAGCAGAA-3
S/L6/+/9571 B-CTTCAATGGTTTGCCATGETT-3'
S/L7-11271 5-TGCGAGCTGTCATGAGAATA-3
5/L7/-116801 5-AACCGAGAGCAGTACCACAG-3
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S/IL7/+/12840
S/L7/+/12088
S/ILTH/11551
S/L8/-13160
S/L8/-13704
8/18/-14284
S/LB/+/14453
S/L8/+/13968
S/L8M4/13401
S/L9/-15098
S/LY/-16877
S/L9/-16247
S/L9/+16323
5/L9/+15858
S/L9/+15288
S/L10/-16914
S/L10/-17466
S/L10/-18022
S/L10/+18245
S/L10/+17663
S/L10/4+17061
SAL11/-118877
S/L11/-19396
S/L11 /-20002
S/L11 /+20245
S/L11/4+/19611
S/L11/+19021
SARS/L1/F3/+800
SARS/L1/F4/+1391
SARS/L1/FE/+1925
SARS/L1/R3/-1674
SARS/L1/R4/-1107
SARS/L1/R5/-520
SARS/L2/F3/+2664
SARS/L2/F4/+3232
SARS/L2/FE/+3746
SARS/L2/R3/-35679
SARS/L2/R4/-2091
SARS/L2/R5/-2529
SARS/L3/F3/+4708
SARS/L3/FA/+5305
SARS/L3/Fb/+6822
SARS/L3/RI/-5610
SARS/L3/R4/-4988
SARS/L3/R5/-4437

{suite)
Noms Sequences (SEQ ID NC ;76 a 139)
S/L7/-112383 B-TTTGGCTGCTGTAGTCAATG-3'

5-CTACGACAGATGTCCTGTGC-3
5-GAGCAGGCTGTAGCTAATGG-3
5-TTAGGCTATTGTTGCTGCTG-3
5-CAGACAACATGAAGCACCAC-3
5-CGCTGACGTGATATATGTGG-3
5 -TGCACAATGAAGGATACACC-3
5-ACATAGCTCGCGTCTCAGTT-2
5-GGCATTGTAGGCGTACTGAC-3
5-GTTTGCGGTGTAAGTGCAG-3'
5-TAGTGGCGGCTATTGACTTC-3
5'-CTAAACCTTGAGCCGCATAG-3
5-CATGGTCATAGCAGCACTTG-3
§-CCAGGTTGTGATGTCACTGAT-3'
5-CCTTACCCAGATCCATCAAG-Z
5-CGCAAACATAACACTTGCTG-3
5-AGTGTTGGGTACAAGCCAGT-3'
5-GTTCCAAGGAACATGTCTGG-3
5-AGGTGCCTGTGTAGGATGAA-3'
6'-GGGCTGTCATGCAACTAGAG-3'
5-TCTTACACGCAATCCTGCTT-3
5-TAGCCATCTGCTCGCATAGT-3
5-GCAAGCAGAATTAACCCTCA-3
5-AGCACCACCTAAATTGCATC-3'
5-TGGTCCCTTTGAAGGTGTTA-3'
§-TCGAACACATCGTTTATGGA-3
5-GAAGCACCTGTTTCCATCAT-3
5-ACGATGCTCAGCCATGTAGT-3
5-GAGGTGCAGTCACTCGCTAT-3'
5 -CAGAGATTGGACCTGAGCAT-3'
5'-CAGCAAACCACTCAATTCCT-3
5-AAATGATGGCAACCTCTTCA-3
5-CACGTGGTTGAATGACTTTG-3
5-ATTTCTGCAACCAGCTCAAC-3'
5-CGCATTGTCTCCTGGTTTAC-3
5 -GAGATTGAGCCAGAACCAGA-3
5-ATGAGCAGGTTGTCATGGAT-3
§-CTGCCTTAAGAAGCTGGATG-3
5-TTTCTTCACCAGCATCATCA-3
5-CACCGTTCTTGAGAACAACGC-3
5-TCTTTGGCTGGECTCTTACAG-3'
5-GCTGGTGATGCTGCTAACTT-3
5'-CCATCAAGCCTGTGTCGTAT-3
5-CAGGTGGTGCAGACATCATA-3
&-AACATCAGCACCATCCAAGT-2
5-ATCGGACACCATAGTCAACG-3

[0213] Les séguences des fragments L0 & L12 de |a scuche de SARS-CoV issue du prélévement répertorié sous le
n® 031588, correspondent respectivement aux séquences SEQ 1D NO :41 4 SEQ ID NO :54 dans la liste de séquences
Jjointe en annexe. Parmi ces séquences, seule celle conrespondant aux fragments LS comporte une différence nucléo-
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tidique par rapport a la séquence correspondante de lisolat AY278741-Urbani. Cette mutation t/c en position 7919
aboutit & une modification de la séquence en acides amines de |la protéine correspondante, codée par I'ORF la: en
position 2562, une valine (codon gtt ; AY278741) est changée en alanine (codon gct) dans la souche de SARS-CoV
031589, En revanche, aucune mutation n'a été identifiée par rappert a la séquence correspondants de lisolat
AY274119.3-Tor2. Les autres fragments ne présentent pas de différences par rapport aux séquences correspondantes
des isclats Tor2 et Urbani.

Exemple 2 : Production et purification de protéines N et S recombinantes de la souche de SARS-CoV Issue du
prélévement répertorie sous le numére 031589

[0214] La protéine entiére N et deux fragments pelypeptidiques de la protéine S de la souche de SARS-CoV issue
du prélévement répertorié sous le numéro 031589 ont été produites chez E. coli, sous forme de protéines de fusion
comprenant une étiquette polyhistidineg N-ou C-teminale, Dans les deux pelypeptides 8, les séquences hydrophobes
N et C-terminales de la protéine § {peptide signal : positions 1 4 13 et hélice transmembranaire ; positions 1196 241218)
ont été délétées alors que Phélice B (positions 565 & 687) et les deux motifs de type coiled-coils (positions 895 & 980 et
1165 a 1186) de la protéine S ont été préservés. Ces deux polypeptides sont constitués par: un fragment long (S|}
correspondant aux positions 14 4 1193 de la séquence en acides aminés de la protéine S et un fragment court (S¢)
correspondant aux positions 475 a 1193 de la séquence en acides aminés de la protéine S. 1) Clonage des ADNe N,
S et S, dans les vecteurs d'expression pIVEX2.3 et

pIVEX2.4

[0218] Les ADNc correspondant & la protéine N et aux fragments S| et S ont été amplifies par PCR dans des
conditions standatrd, 4 l'aide de FADN polymérase Platinium PH® (INVITROGEN). Les plasmides SRAS-N et SRAS-S
ont été utilisés comme matrice et les oligonucléotides suivants comme amorces :

5-CCCATATGTCTGATAATGGACCCCAATCAAAC-Z (N sens, SEQ ID NO :5658)
5-CCCCCGEGETGCCTGAGTTGAATCAGCAGAAGC-3' IN antisens, SEQ ID NO :566)
5-CCCATATGAGTGACCTTGACCGGTGCACCAC-3 (8, sens, SEQ ID NO :57)

5 -CCCATATGAAACCTTGCACCCCACCTGCTC-3 (5 sens, SEQ ID NO :68)
6-CCCCCGGGTTTAATATATTGCTCATATTTTCCC-3 (S et S| antisens, SEQ 1D NO :568).

[0216] Les amorces sensintroduisent un site Ndef {souligne) alors que les amorces antisens introduisent un site Xmat!
ou Smaf (souligné). Les 3 produits o’amplification on &té purifiés sur colonne (kit QiAquick PCR Furification, QIAGEN)
etclanés dans un vecteur approprié. L'ADN plasmidique purifié des 3 constructions (kit QiAFilter Midi Plasmid, QIAGEN)
a été vérifié par séquengage et digéré par les enzymes Ndal et Xmal. Les 3 fragments correspendants aux ADNG N,
S et 8¢ ont été purifigs sur gel d'agarose puis insérés dans les plasmides plVEX2.3MCS (étiquette polyhistidineg C-
terminale) et pIVEX2.4d {étiquette polyhistidine N-terminale) préalablement digérés par les mémes enzymes. Aprés
verification des constructions, les 6 vecteurs d'axpressions ainsi obtenus (pIV2.3N, pIV2.38g, pIvV2.35, plV2.4N,
pIV2.45; également dénommé plv2.4S,, pIV2.45,) ont été ensuite utilisés, d'une part pour tester I'expression des
protéines in-vitro, et d'autre pant pour transformer la souche bactérienne BL21(DE3}pDIA17 (NOVAGEN). Ces cons-
tructions codent pour des protéines dont la masse moléculaire attendue est la suivante : plV2.3N (47174 Da), plV2.35.
(82897 Da), pIV2.38; (132056 Da), p/V2.4N (48996 Da), pIV2.45, (81076 Da) et p/V2.45 (133877 Da). Des bactéties
transformeées par pIV2.3N ont été déposées a la CNCM le 23 octobre 2003, sous le numeére -3117, et des bactéries
transformées par plV2.45, ont été déposées a la CNCM le 23 octobre 2003, sous le numére -3118,

2) Analyse de I'expresslon des protéines recombinantes in-vitro et In vive

[0217] L’expression de protéines recombinantes & partir des 6 vecteurs recombinants a éte testée, dans un premier
1emps, dans un systéme in-vitro (RTS100, Roche). Les protéines produites in vitro, aprés une incubation des vecteurs
recombinants pIVEX, 4h & 30°C, dans le systéme RTS100, ont &té analysées par westem-blot & l'aide d'un anticorps
anti-(hig)g couplé a la péroxydase. Le résultat d’expression in-vitro (Figure 1) mentre que seule la protéine N estexprimée
eh quantités importantes, cela guelle que soit la position, N- ou C-terminale, de I'étiquette polyhistidine. Dans une
seconde étape, expression des protéines N et S a éte testée in-vivo a 30°C dans du milieu LB, en présence ou en
F'absence dinducteur (IPTG 1mM). La protéine N est trés bien produite dans ce systéme bactérien (Figure 2) et se
retrouve principalement dans une fraction seluble aprés lyse des bacteries. En revanche, la version longue de § (§))
asi trés peu produite et complatement insgluble (Figure 3). La version courte (S¢) présente également une fras faible
solubilité, mais un taux d’expression beaucoup plus éleve que celui de la version longue. Par ailleurs, la construction
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S fusionnée a une étiquette polyhistidine en position C-terminale présente une taille plus faible que celle attendue,
Une expérience d'immunodétection avec un anticorps anti-polyhistidineg amontré que cette construction était incompléte.
En conclusion, les deux constructions, plV2.3N et pIV2.48,, exprimant respectivement la protéine N entiére fusionnée
a I'éliquette polyhistidine en G-terminal et la protéine 8 courte fusionnée a l'étiquette pelyhistiding en N-terminal, ont
éte retenues pour produire les deux protéines en grande quantité afin de les purifier. Les plasmides pIV2.3N et p[V2.45,
ont été déposés respectivement sous le n® 1-3117 et 1-3118 auprés de la CNCM, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS
15, le 23 octobre 2003.

3) Analyse de 'activité antigénique des protéines recombinantes

[0218] L'activité antigénique des protéines N, 5| et S a été testée par western-blot, & laide de deux échantillons de
sérum, provenant d’'un méme patient infecté par le SARS-CoV, prélevés 8 jours (M12) et 29 jours-{M13) aprés le début
des symptémes du SRAS. Le protocole expérimental est comme décrit a exemple 3. Les résultats illustrés par la figure
4 mentrent (i} la séroconversion du patient, et (i) que la protéine N posséde une plus forte réactivité antigénique que la
protéine S courte.

4) Purlification de la protéine N & partir de pIV2.3N

[0219] Plusieurs expétiences de purification de la protéine N, produite & parir du vecteur plV2.3N, ont été réalisdes
selon le protocole suivant. Les bactéries BL21{DE3)pDIA17, transformées par le vectaur d'expression plV2.3N, ont été
cultivées 4 30°C dans 1 litre de milieu de culture contenant 0,1 mg/ml d'ampicilline, et induites par 1 mM IPTG quand
la densité cellulaire, équivalente & Az, = 0,8, est atteinte (environ 3 heuras). Aprés 2 heures de culture en présence
dinducteur, les cellules ant &té récupérées par centrifugation {10 min 4 5000 rpm), remises en suspension dans le
tampon de lyse (50 mM NaH,PO,, NaCl 0,3 M, 20 mM imidazale, pH B contenant le mélange d'inhibiteurs de protéases
Campiete®, Roche), et lysées par la presse de French (12000 psi). Aprés centrifugation du lysat bactérien {15 min &
12000 rpm), le sumageant {50 ml) a été déposé a un débit de Iml/min sur une colonne {15 ml) de chélation metallique
(Ni-NTA superflow, Qiagen), équilibrée par le tampon de lyse. Aprés lavage de la colonne par 200 ml de tampon de
lyse, la proteine N a été €luée par un gradient d'imidazole {20 —250 mM) en 10 volumes de colonne. Les fractions
contenant la protéine N ont éte rassemblées et analysées par électrophorése en gel de polyacrylamide en conditions
denaturantes puis celoration au bleu de Coomassie. Les résultats illustrés par la figure 5 montrent que le protocele
employe permet de purifier la protéine N avec une homogénéite tres satisfaisante (95%) et un rendement moyen de 15
mg de protéine par litre de culture,

5) Purification de la protéine S; a partir de plV2.45; (pIV2.45))

[0220] Le protocole suivi pour purifier la protéine S courte est trés différent de celui décrit ci-dessus car la protéine
est fortement agrégee dans le systéme bactérien (corps d'inclusion). Les bactéries BL21(DE3)pDIA17, transformées
par le vecteur d’expression plV2.4S, ont été cultivées & 30°C dans 1 litre de milieu de culture contenant 0,1 mg/mil
d'ampiciline, et induites par 1 mM IPTG quand la densité cellulaire, éguivalente & Agyy = 0,8, est atteinte (environ 3
heures). Aprés 2 heures de culture en présence dinducteur, les cellules ont été récupérées par centrifugation (10 min
a 5000 mm), remises en suspension dans le tampon de lyse (0,1 M Tris-HCI, EDTA 1 mM, pH 7,5), &t lysées par la
presse de French {1200 psi). Aprés centrifugation du lysat bactérien (15 min & 12000 rom), le culot a été remis en
suspension dans 25 ml de tampon de lyse contenant 2% Triten X100 et 10 mM P-mercaptoéthancl, puis centrifugé
pendant 20 min a 12000 mm. Le culct a été remis en suspension dans un tampon Tris-HCI 10 mM centenant 7 M urée,
et mis en agitation douce pendant 30 min & température ambiante. Ce dernier lavage des corps d'inclusion avec 7 M
urée est nécessaire pour éliminer la plupart des protéines membranaires d'E. coli qui co-sédimentent avec la protéine
55 agrégee. Aprés une derniére centrifugation pendant 20 min & 12000 rpm, le culot final est remis en suspension dans
le tampon Tris-HC| 10 mM. L'analyse électropharétique de cette preparation (Figure 8) montre que la protéine S courte
peut &tre purifiee avec une homogénéité satisfaisante (environ 90%) a partir des corps d'inclusion {extrait insoluble).

Exemple 3 : Inmunodominance de la protéine N
[0221] Laréactivité des anticoms présents dans le sérum des patients atteints de pneumopathie atypique causée par

le coronavirus associé au SRAS (SARS-CoV), vis-&-vis des différentes protéines de ce virus, a eété analysee parwestern-
blot dans les conditions decrites ci-aprés.
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1) Matériel

a) lysat de cellules infectées par le SARS-CoV

[0222] Des cellules Vero E6 (2x105) ont été infectées par le SARS-CoV (isolat répertorié sous le numéro FFM/MAT104)
a une multiplicité d'infection (M.Q.1.) de 10°1 ou 102 puis incubées dans du milieu DMEM contenant 2% de SVF, 4 35°C
dans une atmosphére contenant 5% de CO,. 48 heures plus tard, le tapis cellulaire a été lave avec du PBS puis lysé
avec 500 pl de tampon de dépét préparé selon Laemmliet contenant du B-mercaptcéthanol. Les échantillons ont ensuite
été bouillis 10 minutes puis soniqués 3 feis 20 secondes,

b) anticorps

b;) sérum de patient atteint de pneumepathic atypique

[0223] Le sérum référencé au Centre National de Référence des vitus influenzae {Région-Nord) sous le N° 20033168
est celui d'un patient frangais atteint d’'une pneumopathie atypique causée par le SARS-CoV préleve au jour 38 apres
le début des symptdmes ; le diagnostic d’infection par le SARS-CoV a été réalisé par RT-PCR nichée et PCR quantitative.

b,) sérums polyclonaux de lapin monospécifiques dirigés contre la protéine N ou la protéine S

[0229] Les sérums sont ceux produits & parir des protéines recombinantes N et S {exemple 2), selon le protocole
d'immunigation décrit a l'exempla 4 ; il 8'agit du sérum du lapin P13097 {sérum anti-N) at du sérum du lapin P11135
(s&rum anti-5).

2) Méthode

[0225] 20 pl de lysat de cellules infectées par le SARS-CoV a des M.Q.(, de 101 at 102 at, & titre de contréle, 20
d’'un lysat de cellules non infectees {mock) ont éteé séparés sur un gel SDS a 10% de polyacrylamide puis transférés
sur une membrane de nitrocellulose, Aprés blecage dans une solution de PBS/lait 5%/ Tween 0,1% et lavage en PBS/
Tween 0,1%, cette membrane a été hybridée pendant une nuit & 4°C avec : (i) 'immun-sérum N° 20033168 dilué au
1300, 1/1000 et 1/3000 dans le tampon PBS/BSA 1%/Tween 0,1%, (i) le sérum du lapin P13097 {sérum anti-N) dilus
au 1/50000 dans le méme tampon et (i) le sérum du lapin P11135 (sérum anti-3) dilué au 1/10000 dans le méme
tampon. Aprés lavage en PBS/Tween, une hybridation secondaire a été réalisée a I'aide, soit d’anticorps polyclonaux
de mouton dirigés contre les chaines lourdes et [égéres des immunaglebulines G humaines et couplés a la peroxidase
(NA933V, Amersham), soit d’anticorps polyclonaux d'ane ditigés contre les chaines lourdes et 1€géres des immunoglo-
bulines G de lapin et couplés a la peroxidase (NA934V, Amersham). Les anticorps fixés ont &té révélés a laide du kit
ECL+ (Amersham) et de fims d'auteradiegraphie Hyperfilm MP (Amersham). Une échelle de masse moléculaire (kDa)
est portée sur la figure.

3) Résultats

[0226] La figure 7 montre que trois polypeptides de masse moléculaire apparente 35, 55 et 200 kDa sont détectés
spécifiguement dans les extraits de cellules infectées par le SARS-CoV.

[0227] Afin d'identifier ces pelypeptides, deux autres immuneempreintes {figure 8} ont été réalisées sur les mémes
échantillons et dans les mémes conditions avec des anticorps polyclonauyx de lapins spécifique de la nucléoprotéine N
{lapin P13097, figure 8A) et de la proteine de spicule S {lapin P11135, figure 8B) Cette expérience montre que le
polypeptide de 200 kDa correspond a la glycoprotéine de spicule S du SARS-CoV, que le polypeptide de 55 kDa
correspond 4 la nucléoprotéine N tandis que le polypeptide de 35 kDa représente vraisemblablement une forme tronquée
ou degradée de la N.

[0228] Les données présentées dans la figure 7 montrent done que le sérum 20033168 réagit fortement avec la N et
beaucoup plus faiblement avecla S du SARS-CoV, puisque les polypeptides de 35 et 55 kDa sont révélas sous laforme
de bandes intenses pour desg dilutions de 1/300, 1/1000 et 1/3000 de l'immungérum alors que l& polypeptide de 200
kDa n'est que faiblement révélé pour une dilution de 1/300. On peut noter également gu'aucun autre polypeptide du
SARS-CoV m'est détecté pour des dilutions supérieures au 1/300 du sérum 20033168,

[0229] Cette expérience indique que la réponse en anticorps spécifique de la N du SARS-CoV domine les réponses
en anticorps specifiques des autres polypeptides du SARS-CoV et en particulier la réponse en anticorps dirigée contre
la glycoprotéine S, Elle indique une immunodominance de la nucléoprotéine N lors des infections humaineg parle SARS-
CoVY.
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Exemple 4 : Reparation d’anticorps polyclonaux monospécifiques diriges contre les protéines N et S du co-
ronavirus associé au SRAS (SARS-CoV)

1) Matériel et méthode

[0230] Trois lapins (P13097, P13081, P13031) ont été immunisés avec le polypeptide recombinant purifié correspon-
dant a l'intégralité de la nucléoprotéine (N), préparé selon le protocole déctit & I'exemple 2. Aprés une premiére injection
de 0,35 mg par lapin de protéine émulsionnée en adjuvant complet de Freund {voie intradermique), les animaux ont
recus 3 injections de rappel a 3 puis 4 semaines d'intervalle, de 0,35 mg de pretéing recombinante émulsionnée en
adjuvant incomplet de Freund.

[0231] Trois lapins {(P11135, P13042, P14001) ont été immunisés avec le polypeptide recombinant correspendant au
fragment court de la protéine 5 (Sg), produit comme décrit & 'exemple 2. Comme ce polypeptide est retrouvé principa-
lement sous laforme de cerps d'inglusion dans le eytoplasme bactérien, lesanimaux ontregus 4 injections intra-demiques
a 3-4 semaines d'intervalle d'une préparation de corps d'inclusion correspondant 4 0,5 mg de protéine recombinante
émulsionnée en adjuvant incomplet de Freund. Les 3 premiéres injections ont été réalisées avec une préparation de
comps d'inclusion préparés selon e protocole décrit a Fexemple 2, tandis que la quatriéme injection a été réalisée avec
une préparation de corps dlinclusion qui ont été préparés selon le protocole décrit & 'exemple 2 puis purifiés sur gradient
de saccharose et lavés en 2 % Triton X100,

[0232] Pour chaque lapin, un sé&rum pré-immun (p.i.) a &té préparé avant la premidre immunisation et un immun-
sérum {1.8.) 5 semaines aprés la quatridgme immunisation.

[0233] Dans un premier temps, |a réactivité des sérums a &é1é analysée partest ELISA vis & vis de préparations de
protéinas recombinantes semblables a celles utilisées pour les immunisations : les tests ELISA ont été réalisés selon
le protocole et avec les réactifs tels gue décrits & 'exemple 6.

[0234] Dans un deuxigme temps, la réactivité des sérums a été analysée en réaligant Lne immunocempreinte (western
blot) d'un lysat de cellules infectées par le SARS-CoV, en suivant le protocole tel que déctit 4 I'exemple 3.

2) Résultats

[0235] Les tests ELISA (figure 9) démontrent que |es préparations de protéine N recombinante et de corps d'inclusion
du fragment court de |a protéine 3 (S} sont immunoggnes chez l'animal et que le titre des sérums immuns est éleve
(plus de 1/26000).

[0236] Limmunoempreinte (figure 8) montre que le sérum immun du lapin P13097 reconnait deux polypeptides pré-
sents dans les lysats de cellules infectées par le SARS-CaoV : un polypeptide dont la masse moléculaire apparente
(50-55 kDa selon les expériences) est compatible avec celle de la nucléopretéine N (422 résidus, masse moléculaire
prédite de 46 kDa) et un polypeptide de 35 kDa, qui représente vraisemblablement une forme tronquée ou dégradée
delaN.

[0237] Cette expérience montre également que le sérum du lapin P11135 reconnait principalement un polypeptide
dont la masse moléculaire apparente (180-220 kDa selon les expériences) est compatible avec une forme glycosylée
de la 8 {1255 résidus, chaine polypeptidique nen glycosylée de 139 kDa), ainsi que des polypeptides plus légers, qui
représentent vraisemblablement des formes tronquées et/ou non glycosylées de la S.

[0238] Enconclusion, 'ensemble de ces expériences démontrent gue des polypeptides recombinants exprimés chez
E. coli et correspondant aux protéines N et S du SARS-CoV permettent d'induire chez lanimal des anticorps polyclonaux
capables de reconnaitre les formes natives de ces protéines.

Exemple 5 : Préparatlon d’anticorps polyclonaux monespécifiques dirigés contre les protéines M et E du
coronavirus associé au SRAS (SARS-CoV)

1) Analyse de la structure des protéines M et E
a) Protéing E

[0239] La structure de la protéine E du SARS-CoV (76 acides aminés) a été analysée /n silico , & 'aide de différents
logiciels comme sighalP v1.1, NetNGlyc 1.0, THMM 1.0 et 2.0 {Krogh et al., 2001, J. Mol. Biol., 305(3):567-580) ou
encore TOPPRED (von Heijne, 1992, J. Mol. Bicl, 225, 487-494). L'analyse monire que ce polypeptide non glycosylé
est une protéine membranaire de type 1, contenant une seule hélice tfransmembranaire {aa 12-34 d'aprés THMM), et
dontla plus grande partie du domaine hydrophile (42 résidus) estlocalisée & 'extrémite C-terminale et vraisemblablement
a l'intérieur de |a particule virale (endodomaine}. On peut noter une inversion dans la topologie prédite par les versions
1.0 (N-ter est externe) et 2.0 (N-ter est interne) du logiciel THMM, mais que d’autres algorithmes, notamment TOPPRED
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et THUMBUP (Zhou et Zhou, 2003, Protein Science 12 ;1547-1555) confirnent une localisation externe de 'extrémite
N-terminale de E.

b) Protéine M

[0240] Une analyse similaire réalisée sur la protéine M du SARS-CoV (221 acides aminés) montre que ce polypeptide
ne posséde pas de peptide signal (d'apras le legiciel signalP v1.1) mais trois domaines transmembranaires {résidus
156-37, 50-72, 77-99 d’aprés THMMZ.0) et un grand domaine hydrophile (aa 100-221) localisé a l'intérieur de la particule
virale (endodomaine). Elle sst vraisemblablement glycosylée sur l'asparagine en position 4 {d'aprés NetNGlyc 1.0).
[0241] Ainsi, en accord avec les données expérimentales connues pour les autres coronavirus, il est remarquable
que les deux protéines M et E présentent des endodemaines correspondant a la majeure partie des peolypeptides et des
ectodomaines de trés petite taille.

- lectodomaine de E cerrespond vraisemblablement aux résidus 1 a4 11 ou 1 & 12 de |a protéine : MYSFVSEETGT
(L}, SEQIDNO : 70. En effet, la probabilité associée & la localisation transmembranaire du résidu 12 est intermédiaire
{0,586 d'aprés THMM 2.0).

- lectodomaine de M correspond vraisemblablement aux résidus 2 & 14 de la protéine : ADNGTITVEELKQ, SEQ ID
NO : 69. En effet, la méthionine N-terminale de M est trés probablement clivée du polypeptide mature car le résidu
en position 2 est une Alanine (Varshavsky, 1998, 93:12142-12149).

[0242] Parailleurs, 'analyse de hydrophobicité (Kyte & Doolittle, Hopp & Woods) de la protéine E met en évidence
que 'extrémité C-terminale de l'endodomaine de E est hydrophile et done vraisemblablement exposée a la surface de
ce domaine. Ainsi, un peptide synthétique correspondant a cette extrémité est un bon candidat immunagéne paurinduire
chez 'animal des anticorps dirigés contre Fendodomaine de E. En conséquence, un peplide correspondant aux 24
résidus G-terminaux de E a &té synthétisé.

2) Préparation d'anticorps dirigés contre I'ectodomaine des protéines M et E et I'endodomaine de la protéine E

[0243] Les peptides M2-14 (ADNGTITVEELKQ, SEQ ID NO: 69), E1-12 (MYSFVSEETGTL, SEQ ID NO: 70) et
E53-76 (KPTVYVYSRV KNLNSSEGVP DLLY, SEQ ID NQ : 71) ont éteé synthétises par Neosystem. lls ont été couplés
a la KLH {Keyhofe Limpet Heinocyanin) a l'aide du MBS {m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester) via une
cystéine ajoutée au cours de la synthése soit en N-terminal du peptide (cas de ES3-76) soit en C-terminal (cas de M2-14
et E1-12).

[0244] Deux lapins ont été immunisés avec chacun des conjugués, en suivant le protocole d'immunisation suivant :
aprés une premigre injection de 0,5 mg de peptide couplé & la KLH et émulsionné en adjuvant complet de Freund (voie
intradermigue), les animaux regoivent 2 a 4 injecticns de rappel & 3 ou 4 semaines d'intervalle de 0,25 mg de peptide
couplé a la KLH et émulsionné en adjuvant incomplet de Freund.

[0245] Pour chaque lapin, un sérum pré-immun (p.i.) a &é préparé avant la premigre immunisation et un immun-
sérum {1.S.) est préparé 3 a 5 semaines aprés les injections de rappel.

[0246] La réactivité des sérums a été analysée par westem blot 2 'aide d’extraits de cellules infectées par le SRAS-
CoV {figure 43B) ou a I'aide d'extraits de cellules infectées par un virus recombinant de la vaceineg exprimant la pretéine
E (VV-TG-E, figure 43A) ou M (VWV-TN-M, figure 43C) de ["solat 031589 du SRAS-CoV.

[0247] Les immunsérums des lapins 22234 et 22240, immunisés par le conjugué KLH-ES3-76, reconnaissent un
polypeptide d'environ 9 a4 10kD, qui est présent dans les extraits de cellules infectées par le SRAS-CoV mais absent
dans les extraits de cellules non infectées {figure 43B). La masse apparente de ce polypeptide est compatible avec la
masse prédite de la protéine E, qui est de 8,4 kD. Be tagon similaire, l'immunsérum du lapin 20047, immunisé par le
conjugué KLH-E1-12, reconnait un polypeptide présent dans les extraits de cellules infectées par le virus VV-TG-E,
dont la masse molaire apparente est compatible avec celle de la protéine E (figure 43A).

[0248] L'immunsérum des lapin 20013 et 20080, immunisés par le conjugué KLH-M2-14, reconnait un polypeptide
présent dans les extraits de callules infectées par le virus VV-TN-M (figure 43C), dont la masse molaite apparante (18
kD environ) est compatible avec celle de la glycoprotéine M, gui est de 25,1 KD et présente un point isoélectrique élevé
(9.1 pour le polypeptide nu).

[0249] Ces résultats démontrent que les peptides El-12 et E53-76 d'une part 1 e peptide M2-14 d'autre par permettent
d'induire chez I'animal des anticorps polyclonaux capables de reconnaitre les formes natives des protéines E et M
respectivement du SRAS-CoV.
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Exemple 6 : Analyse de la réactivité en ELISA de la protéine N recombinante, vis-a-vis de sérums cle patients
atteints de SRAS

1) Matériel

[0250] L'antigéne utilisé pour préparer les phases solides est la nucléoprotéine N recombinante purifiée préparés
selon le protocole décrit & 'exemple 2.

[0251] Les sérums & tester (Tableau V) ont été choisis sur la base des résultats d’'analyse de leur réactivité par
immuncfluorescence (titre IF-SRAS), vis-a-vis de cellules infectées par le SARS-CaV.

Tableau IV: Sérums testés en ELISA

Référence | N°sérum | Type desérum | Date du Sérum™* | Titre IF-SRAS

3050 A Témoin na* nt"*

3048 B Témoin ha nt
033168 o] Patient1-SRAS 27/04/03 (J38) 320
033397 E Patient-1 SRAS 11/05/03 {J52) 320
032632 F Patient-2 SRAS 21/03108 (J17) 2500
032791 G Patient-3 SRAS 04/04/03 (J3) <40
033258 H Patient-3 SRAS 2804403 (J27) 160

*na : nen-applicable. ** nt : non-testé. *** les dates indiquées correspondent au nombre
de jours aprés le début des symptdmes de SRAS.

2) Méthode

[0252] Laprotéine N (100 pl) diluée a différentes concentraticns dans du tampon carbonate 0,1 M, pH 8,6 (1,2 cud
pg/ml) est distribuée dans les puits de plaques ELISA, puis les plaques sont incubées une nuit & température du
laboratoire. Les plaques sont lavées avec du tampon PBS-Tween, saturées avec dutampon PBS-lait écrémé-saccharose
(5 %). Les sérums a tester (100 ply préalablement dilués (1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/80Q, 1/1600 et 1/3200) sont
ajoutés, puis les plaques sont incubées 1 h & 37° C. Aprés 3 lavages, le conjugué anti-IlgG humaines marqué & la
peroxydase (référence 209-035-098, JACKSON) dilué au 1/18000 est ajouté puis les plaques sont incubées 1h a 37
°C. Aprés 4 lavages, le chromogéne {TMB) et le substrat (H,0,) sont ajoutés et les plaques sont incubées 30min &
température ambiante, a l'abri de la lumiére, La réaction est ensuite arrétée puis 'abserbance a 450 nm est mesurée
a laide d'un lecteur automatique.

3) Résultats

[0253] Les tests ELISA {figure 10} démontrent que la préparation de protéine N recombinante est reconnue spécifi-
quement par les anticorps de sérums de patients atteints de SRAS prélevés en phase tardive de I'infection (= 17 jours
aprés le début des symptémes) alors qu'elle n'est pas reconnue de fagon significative par les anticorps d’'un sérum de
patient prélevé en phase précoce de ['infection {3 jours aprés le debut des symptdmes) ni par des sérums témains de

sujets non afteints de SRAS.

Exemple 7 : Tests ELISA élaborés pour une détection trés spécifique et sensible d'une infection par le coro-
navirus associé au SRAS, i partir de sérums de patients

1) Test ELISA IgG indirect
a Réactifs
Préparation des plagues

[0254] Les plaques sont sensibilisées par une solution de protéine N & 2pg/mL dans un tampon PBS 10mM pH 7,2,
rouge de phénol a 0,25mL /L. 100 plL de solution sont déposés dans les puits et laissés incubés a température ambiante
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pendant une nuit. La saturation se fait par un prélavage en tampon PBS 10mM / tween 0,1%, suivi d'un lavage avec
une solution de saturation PBS, 25% lait /saccharose.

Diluant serums

[0255] Tampon TRIS 0,48¢/L, PBS 10mM, EDTA 3,7g/L,lait 15% viv , pH 6,7

Diluant conjugué

[025€] Tampon citrate (15g/L), tween 0,5% , sérum bovin 25%, NaCl 12%, |ait écrémé 6% viv PH 6,5
Conjugué

[0257] Conjugué anti-lgG humaines 50X, commercialisés par Bio-Rad : kit Platelia H. pyleri ref 72778
Autres solutions :

[0258] Solution de lavage R2, Sclutions de révélation au TMB R8 diluant, R9 chromogéne, R10 solution d'arrét :
réactifs commercialisés commetcialisées par Bio-Rad (ex : kit Platelia pylori, ref 72778)

b) Mode opératoire

[0259]

Diluer les serums au 14200 dang le diluant échantillong

Distribuer 100p.L/puits

Incubation 1h & 37°C

3lavages en solution de LAVAGE R2 10x préalablement diluee 10 fois en eau deminéralisée (.., solution de lavage
1X)

Distribuer 100pL de conjugué (conjugue 50x a diluer externporanement dans le diluant conjugue fourni)
Incubation 1h & 37°C

4 lavages en solution de lavage 1X

distribuer 200pL/puits de solution de révélation (& diluer extemporanément ex: mL de R® dans 10mL de R8)
Incubation 30 min a température ambiante a 'obscurité

arréter la réaction avec 100pL/puits de R10

LECTURE a 450/620nm

[0260] Les résultats peuvent étre interprétés en prenant un sérum SEUIL donnant une réponse au dela de laquelle
les serums testés seront considérés comme positifs, Ce sérum est cheilsi et dilué de fagon & donner un signal signifi-
cativement supérieur au bruit de fond.

2) Test ELISA DOUBLE EPITOPE

a Réactifs

Préparation des plaques

[0261] Les plaques sont sensibilisées par une solution de protéine N & 1pg/mL dans un tampon PBS 10mM pH 7.2,
rouge de phéncl a 0,26mL /L. 100 p.L de solution sont déposes dans les puits et laissés incubés & température ambiante
pendant une nuit. La saturation se fait par un prélavage en tampon PBS 10mM / 0,1% tween suivi d'un lavage avec
une solution de saturation PBS 10mM, lait 25% (V/V)

Diluant serums et conjuguée

[0262] Tampon TRIS saline S0mMpHSE, lait 2%
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Conjugue
[0263] |l s’agitde la proteéine N recombinante purifiée, couplée & la peroxidase selon le protocole de Nakane (Nalcane
P.K. and Kawaoi A; (1974) ; Peroxydase-labeled antibody, a new methed of conjugation. The Joumnal of Histochemistry
and Cytochemistry Vol22, N)23, pp 1084-1091.), dans des ratios molaires respectifs 1/2. Ce conjugué ProtN POD est
utilisé & une concentration de 2pg/mL dans du diluant serum/conjugué.

Alitres solutions :

[0264] Solution de lavage A2, Soldtions de révélation au TMB RS, diluant, R9 chromogéne, R10 solution d'arrét :
réactifs commercialisées par Bio-Rad (ex kit platelia pyleri ref 72778).

b) Mode opératoire

1ere étape en plaque de ‘prédilution”
[0265]

B Diluet chaque sérum au 1/5 dans la plaque de prédilution {48 pl de diluant +12 pl de sérum).
B Aprés avoir dilués Fensemble des serums, distribuer 80pl de conjugué
B Le cas échéant, le mélange sérum + conjugué est laissé 4 incuber.

2emae 8lape en plaque de "réaction”
[0266]

B Transgférer 100pLde mélange/puits dans la plagque de réaction

B Incubation 1h 37°C

B 5 |zvages en solution de LAVAGE R2 10x préalablement diluée 10 fois en eau déminéralisée (--> solution de
lavage 1x)

A distribuer 200uL/puits de solution de révélation (& diluer extemporanément ex:l mL de R9 dans 10mL de R8)

B incubation 30min & température ambiante & 'abri de la lumiére

B arréter la réaction avec 100uL/puits de R10

B LECTURE a 450/620nm

[0267] De méme que pour le test ELISA indirect, les résultats peuvent étre interprétés en utilisant un serum "valeur
seuil". Tout serum ayant ung réponse supérieure au sérum valeur seuil sera considéré comme paositif.

2) Résultats

[0268]) Les sérums de patients classés comme cas probables de SRAS de 'hépital frangais de Hanoi, Vietnam ou en
relation avec 'hépital frangais de Hanoi (JYK) ont ét& analysés en utilisant le test IgG-N indirect etle test N double épitope.
[0269] Les résultats du test IgG-N indirect (figures 14 et 15) et N double épitope {figures 16 et 17) montrent une
excellente corrélation entre eux ainsi qu'avec un test ELISA indirect comparant la réactivité des sérums vis-a-vis d'un
lysat de cellules VeroES non infectées ou infectées par le SRAS-CoV (ELISA-lysat SRAS-CoV ; voir le Tableau V ci-
aprés). Tous les sérums prélevés 12 jours ou plus aprés le début des symptdmes ont été trouvés positifs, y compris
chez des patients pour lesquels Finfection par le virus du SRAS-CoV n'avait pas pu étre documentée par analyse de
prélévements respiratoires par RT-PCR, vraisemblablement en raison d'un prélévement trop tardif au cours de l'infection
(= J12). Dans le cas du patient TTH pour leguel un prélévement nasal réalisé a J7 a été trouve négatif par RT-PCR, la
qualité du prélévement polrrait &tre en cauge.

[0270] Certains sérums ont été trouvés négatifs alors gue la présence de SRAS-CoV a &té détectée par RT-PCR. I
s'agit dans tous les ¢as de sérums précoces prélevés moins de 10 jours apres le début des symptdmes (ex : sérum &
032637). Dans le cas d'un patient PTTH {sérum # 032673), seule une suspicion de SRAS était évoguée au moment ol
les prélévements ont été realisés.

[0271] Enconclusion, les tests sérologiques IgG-N indirect et N-deuble épitcpe pemmettent de documenter Finfection
par le SRAS-CoV chez tous les patients pour des sérums préleves 12 jours ou plus aprés l'infection.
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Tableau V : Résultats des tests ELISA

Num Pvt | Patient | Jour PCR-SARS (1) ELISA lysat IgG-N (28me gérie) | 2Xepitope (29me
SRAS-CoV (2) série)
033168 JYK 38 POS i+ =5000 NT
033597 JYK 74 POS NT = 5000 NT
032552 V1T 8 NEG-J38J8&J12 NEG <200 <5
032544 CTP 16 | NEG J16&J20 + 25000 >>20
032546 CJF 15 | NEG J15&J19 + =5000 >>20
032548 PTL 17 | NEG J178J21 + =5000 =20
032550 NTH 17 NEG-J17&J21 + =5000 »>20
032553 V1T 8 NEG-J3&J88J12 NEG <200 <5
032554 NTBV 4 POS NEG <200 <5
032555 NTBV 4 POS NEG <200
032564 NTP 15 POS + =5000 >>20
032629 NvH 4 POS NEG <200 <5
032631 BTTX 9 POS NEG <200 <5
032635 NHH 4 POS NEG <200 <5
032637 NHB 10 POS NEG <200 <5
032642 BTTX 9 POS NEG <200 <5
052643 LTDH 1 POS NEG <200 <5
032644 NTBV 4 POS NEG <200 <5
032646 TTH 12 NEG J7&J128&J186 + =5000 »>20
032647 DTH 17 | NEG J178J21 + =5000 »>>20
032648 NNT 15 | NEGJ15&J19 ++ =5000 >>20
032649 PTH 17 | NEG J174J21 ++ =5000 >>20
032672 Lwv 16 | NEG J16&J20 + =5000 >=20
032673 PTTH NA NEG NEG <200 <5
032674 PNB 17 NEG J17&J21 + =5000 »>20
032682 VTH 12 | NEG J12&J16 + =5000 »>>20
032683 DTV 17 | NEG J178J21 + =1000 >>20

Notes:

{1) : Les analyses par RT-PCR ont été réalisées par RT-PCH nichée BNI, LC Artus et LC-N sur des écouvillonnages
nasaux ou pharyngés; POS signifie qu'au meins un prélévement a été trouve positif chez ce patient.

{2) : La réactivité des sérums dans le test ELISA utilisant un lysat de cellules infectées parle SRAS-CoV a été classée
en trés fortement réactif (+++), fortement réactif (++), réactif (+) et négatif en fonction de la valeur DO obtenue aux
dilutions testées
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Exemple 8 : Detection du coronavirus associé au SRAS (SARS-CoV) par RT-PCR

1) Mise au point de conditions de RT-PCR en temps réel a I'aide d’amorces spécifiques du géne de la protéine
de nucléocapside - test "Light Cycler N"

a) conception des amorces et des sondes

[0272] Laceonception des amorces et sondes a &té réalisée a partir de la séquence du génome de la souche de SARS-
CoVissue du préléevement répertorié sous le numére 031589, al'aide du programme "Light Cycler Probe Design (Roche)”.
Ainsi les deux séries d'amorces et de sondes suivantes ont &té sélectionnées :

- gérle 1 (SEQ ID NO : 60, 61, 64, 65):

[0273]

- amorce sens : N/A+/28507 : B'-GGC ATC GTATGG GTT G-3' [28507-28522]

- amorce antisens : N/~/28774 : 5-CAG TTT CAC CAC CTC C-3' [28774-28759]

- sonde 1:5-GGC ACC CGC AAT CCT AAT AAC AAT GC-fluorescéine 3’ [28561-28586]

- sonde 2:5 Red705 -GCC ACC GTG CTA CAA CTT CCT-phosphate [28588-28608]

- sétie 2 (SEQ ID NO : 62, 63, 66, 67)

[0274]

- amorce gens : NA4/28375 1 5'-GGC TAC TAC CGA AGA G-3' [28375-28390]

- amorce antisens : N/-~/28702 : 5-AAT TAC CGC GAC TAC G-3' [2B702-28687]

- sonde 1: SRAS/N/FL : 5-ATA CAC CCA AAG ACC ACA TTG GG - flucrescéine 3’ [28541-28563)
- sonde 2 : SRAS/MN/LC705 : 5" Red705 -CCC GCA ATC CTA ATA ACA ATG CTG C-phosphate 3' [2B565-28589]

b) analyse de I'efficacité des deux couples amorces

[0275] Afin de tester I'efficacité respective des deux couples d’amorces, une amplification par RT-PCR a été réalisée
sur un ARN synthétique correspondant aux nucléotides 28054-29430 du génome de la souche de SARS-CoV issue du
préléevement répertorié sous le numéro 031589¢t contenant la séquence du géne N.

[0276] De maniére plus précise :

Cet ARN synthétique a été préparé partranscription inrvitro a laide de 'ARN polymérase du phage T7, d'une matrice
d’ADN obtenu par linéatisation du plasmide SRAS-N avec 'enzyme Bam H1. Aprés élimination de la mattice d'ADN
par digestion a l'aide de DNAse 1, les ARN synthétiques sont purifiés par une extraction au phénel-chloroforme
suivie de deux précipitations successives en acétate dammaonium etisopropanol. lls sont alors guantifiés par mesure
de I'absarbance & 260 nm et leur qualité est contrélée par le rapport des abserbances a 260 et 280 nm ainsi que
par une électrophorése en gel d’agarose. Ainsi, la concentration de la préparation d'ARN synthétique utilisée pour
ces études est de 1,6 mg/mi, ce qui correspond & 2,1.1015 coples/ml ’ARN.

[0277] Des quantités décroissantes d’ARN synthétique ont été amplifiés par RT-PCR a laide du kit "Superscript™
One-Step RT-PCR with Platinum® Tag" et les couples d'amorces n® 1 {N/+/28507, N/-/28774) {figure 1A) et n°® 2 (N/+/
28375, N//28702) (figure 1B), en suivant les indications du fournisseur. Les conditions d'amplification utilisées sont les
suivantes : TADNc a été synthétisé par incubation 30 mina 46 °C, 15 min & 55°C puis 2 min & 94 °C puis il a été amplifié
par 5 cycles comprenant : une étape de dénaturation & 94°C pendant 15 sec, une étape d'hybridation 4 46°C pendant
30 sec puis une étape d'élongation a 72°C pendant 30 sec, suivis de 35 cyclas comprenant | une étape de dénaturation
4 94°C pendant 15 sec, une étape d’hybridation & 556°C pendant 30 sec puis une étape d'élongation & 72°C pendant 30
sec, avec 2 sec d'élongation supplémentaire & chaque cycle, et d’une étape finale d'élongation a4 72°C pendant 5 min,
Les produits d'amplification obtenus ont ensuite été maintenus & 10°C.

[0278] Les résultats présentés & |a figure 11 montrent que le couple d'amorces n° 2 (N/+/28375, N/-/28702) pemrmet
de détecter jusqu'a 10 copies d’ARN {bande de faible intensité) ou 102 copies (bande de bonne intensité) contre 104
copies pour le couple d'amorces n® 1 {(N/4/28507, N/-/28774). Les amplicons sont respectivemnent de 268 pb {couple 1)
et de 328 pb (couple 2).
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¢) mise gu point de la RT-PCR en temps réel

[0279] Une RT-PCR en temps reel a été mise au point & I'aide du couple d'amorces n°2 et du couple de sonde constitug
par SBAS/N/FL et SRAS/N/LCTOS (figure 2).

[0280] L'amplification a été réalisée sur un LightCycler™ (Roche) & I"aide du kit "Light Cycler RNA Amplification Kit
Hybridization Probes " (référence 2 015 145, Roche) dans les canditions optimisées suivantes. Un Mélange réactionnel
contenant : HyO (6,8 pl), MgCl, 26 mM (0,8 pl, 4 pM final de Mg2+), mélange réactionnel 5X (4 wl), sonde SRAS/N/FL
3 M (0,5 pl, 0,075 pM final}, sonde SRAS/N/LC70E 3 pM (0,5 pl, 0,075 puM final), amorce N/+/28375 10 M {1 pl, 0,5
riM final), amorce N/-/28702 10 pM (1 ul, 0,5 pM final), mélange d'enzyme (0,4 ul) st échantilion (ARN viral, 5 pl) & été
amplifié en suivant le programme suivant :

- Transcription inverse : 50°C 10:00min analysis mode: none
- Dénaturation ; 95°C 30sec x1 analysis mode; none
- Amplification : 95°C 2sec }
B0°C . 15sec analysis mode: quantification*} x45
72°C 13sec rampe thermique 2,0°C/sec }
- refroidissement : 40°C 30sec x1 analysis mode: none

*La mesure de fluorescence se fait 4 la fin de Fhybridation et & chaque cycle (en mode SINGLE).

[0281] Les résultats présentés 4 la figure 12 montrent que cette RT-PCR en temps réel ast trés sansible puisquells
permet de détecter 102 copies d’ARN synthétique dans 100% des b échantillons analysés (29/29 échantillons dans 8
expériences) etjusqua 10 copies dARN dans 100% des 5 échantillong analysés {40/45 échantillons dans 8 expétiences).
Elle montre également que cette RT-PCR permet de détecter la présence du génome du SARS-CoV dans un échantillon
et de quantifiet le nombte de géncmes présents. A titre d'exemple, I'ARN viral d’un stock de SARS-GoV cultivé sur
cellules Vero EG a été axtrait a Faide du kit *Qiamp viral RNA extraction” (Qiagen), dilué & 0,05.10¢ et analysé par RT-
FCR en temps réel selon le protocole décrit ci-dessus; 'analyse présentée 2 la figure 12 montre que ce stock de virus
contient 6,5.10° génomes -équivalents/ml {geq/m), ce qui est tout & fait similaire & Ia valeur de 1,0.101? gag/mi masurée
alaide du kit "RealAr™ HPA-Corenavirus LC RT PCR Reagents” commercialisé par Artus.

2) Mise au point de conditions de RT-PCR nichée ciblant le géne de I’ARN polymérase - test "RT-PCR nichée
CDC {Centers for Disease Control and Prevention) /IP”

a) Extraction de 'ARN viral

[0282] Echantillon clinigue : GlAamp viral RNA Mini Kit {QIAGEN) selon les indications du fabticant, ou une teshnique
équivalente. L'ARN est élué dans un volume de 60 pl.

b) AT-PGR nichée "SNE/SAR"

Pramiére etape : RT-PCR couplée « SNE »

[0283] Le kit Invitrogen "Superscript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Tag'a été utilisé, mais le kit "Titan" de
Roche Boehtinger peut lui étre substitué avec des résultats similaires.

Oligonucléotides :
[0284]

- SNE-815 GGT TGG GAT TAT CCA AAATGT GA T
- SNE-AS15'GCATCA TCA GAA AGA ATC ATCATG &

-» Taille attendue :440 pb
1. Préparar un mix :

H20 6.5 ul
Reaction mix 2X 12,5 ul
Oligo SNE-S150 pM 0,2 pl
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{suite)

Qligo SNE-AS150 pM
RNAsin 40 U/pl
RT/Platinum Taq mix

0.2l
0,12 pl
0,6 pl

2. A 20 ul du mix, ajouter 5 ul d’ARN et procéder a I'amplification sur thermocycleur {(conditions ABI 9600) ;

2.1

2.2.

2.3

2.4.
25

Conservation a +4°C,

1

} x5 cycles

!

i
}x35cycles

45°C 30 min.
55°C 15 min.
84°C 2 min.
84°C 15 sec.
46°C 30 sec.
72°C 30 sec.
94°C 15 sec.
55°C 30 sec.
72°C  30sec. +2sec.teycle
72°C 5 min.
10°C o=

[0285] La RNAsin {N2511/N2515) de Promega a été utilisée comme inhibiteurs de RNase.
[0286] Des ARN synthétiques ont seri de t&moin positif. A titre de contrdle, 103, 102 et 10 coples ARN synthétique
Rgye ont été amplifiées dans chague expérience.

Seconde étape : PCR nichée "SAR"
Qligonucléotides :

[0287]

- SARI-S5'CCTCTCTTIGTICTIG CTC GCA 3
- SAR1-AS b6’ TAT AGT GAG CCG CCACAC ATG 3

-» Taille attendue ; 121 pb
1. Préparer un mix :

H20

Tampon Tag 10X
MgCl, 256 mM

Mix dNTPs 5 mM
Oligo SAR1-8 50 pM
Oligo SAR1-AS 50 pM
Tag ADN pol 5 U/pl

35,8 pl
Spl
4l
2ul
0,5 pl
0,5l
0,25 pl

L'AmpliTag DNA Pof d'Applied Biosystemns a &té utilisée {tampon 10X sans MgCl,, réf 27216601).
2. A48 pl du mix, ajouter 2 ! du produit de la premiere PCR et procéder a 'amplification {(conditions AB| 96003 :

2.1,
2.2

2.3

84°C 2 min.

94°C 30 sec.
45°C 45 sec.
72°C 30 sec.
94°C 30 sec.
85°C 30 sec.

x 5 cycles

Lt Lt L L L

% 35cycles
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{suite)

72°C  30sec.+1secicycle |}
24 72°C  5min.
25 10°C e

3. Analyser 10 pl du produit réactionnel sur gel “low-mefting" (lype Seakem GTG) a 3% d'agarose,

La sensibilité du test niché est en routine, dans les conditions décrites, de 10 copies d'ARN.

4. Les fragments peuvent ensuite étre purifiés sur QlAguick PCR kilt (QIAGEN) et séquencés avec les oligos SAR1-S
et SAR1-AS.

3) Détection de "ARN du SARS-CoV par PCR a partir de prélevements respiratoires

a) Premiére étude comparative

[0288] Une étude comparative a été réalisée sur une série de prélévements respiratoires regus par le Centre National
de Référence du Virus Influgnzae {région nerd) et susceptibles de contenir du SARS-CoV. Pour ce faire, 'ARN a été
extrait des prélévements & I'aide du kit "Qiamp viral RMA extraction™ {Qiagen) et analysé par RT-PCR en temps réel,
d'une part & 'aide des couples d'amorces et de sondes de la sérig n° 2 dans les conditions décrites ¢i-dessus d'une
par, et d'autre pant a I'aide du kit "LightCycler SARS-CoV quantification kit" commercialisé par Roche (référence 03 604
438). Les résultats sont résumés dans le Tableau VI ci-dessous. lls montrent que 18 des 28 prélévements sont négatifs
et & des 26 prélevements sont positifs pour les deux kits, tandis qu'un prélévement est positif pour le seul kit Roche et
deux pour les seuls réactifs N "série2". En outre, pour 3 prélévements (20032701, 20032712, 20032714) les quantités
d'ARN détectés sont nettement supérieures avec les réactifs (sondes et amerces) de la série n°2. Cesrésultats indiquent
que les amorces et sondes N "série2" sont plus sensibles pour la détection du génome du SARS-CoV dans des préle-
vements biologiques que celles du kit actuellement disponible.

Tableau VI: Analyse par RT-PCR en temps réel des ARN extraits d’une série de prélevements de 5 patients

a l'aide des couples d’amorces et de sondes de la série n® 2 (N "sérle 2") ou du Kit “LightCycler SARS-CoV

quantification Kit" {Roche). Le type de prélévement est indiqué ainsi que le nombre de copies de génome
viral mesurées dans chacun des deux tests. NEG : RT-PCR négative.

Prélévements n° Patient Type de KIT ROCHE N *série2"
prélévement

20033082 K nasal NEG NEG
20033083 K pharyngé NEG NEG
20033086 K nasal NEG NEG
20033087 K pharynge NEG NEG
20032802 M nasal NEG NEG
20032803 M expectoration NEG NEG
20032806 M nasal ou pharyngé NEG NEG

20031746ARN2 C pharyngé NEG NEG
20032711 c nasal ou pharyngé 39 NEG
20032910 B nasal NEG NEG
20032911 B pharyngé NEG NEG
20033356 W expectoration NEG NEG
20033357 W expectoration NEG NEG
20031725 K asp. endotrachéale NEG 150
20032657 K asp. endotrachéale NEG NEG
20032688 K asp. endotracheéale NEG NEG
20032720 K asp. endotracheale 3 5
20033074 K selles 115 257
20032701 M pharyngé 443 1676
20032702 M expectoration NEG 249

20031747ARN2 c pharyngé NEG NEG
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{suite)
Prélevements n* Patient Type de KIT ROCHE N “série2"
prélevement
20032712 C inconnu 634 6914
20032714 C pharyngé 17 223
20032800 B nasal NEG NEG
20033353 v nasal NEG NEG
20033384 '} nasal NEG NEG

k) Deuxiédme étude comparative

[0288] Les performances de différentes méthodes de RT-PCR nichée et de RT-PCR en temps réel ont ensuite été
comparéas pour 121 prélévemnents respiratoires de cas possibles de SRAS de I'hépital frangais de Hanoi, Vietnam,
réalisés entre le 46M® ot le 172Me jour aprés le début des symptdmes. Parmi ces prélévements, 14 avaient été trouvés
positifs lors d'un premmier test utilisant la méthode de RT-PCR nichée ciblant FORFIb (codant pour la réplicase) telle que
décrite initialement par le Bernhard Nocht Institute {RT-PCR nichée BNI). Des informations concernant ce test sont
disponibles sur internet, a ladresse http:/AwwwlS bni-hamburg.de/bnilbnl2/neu2/getfile. acgi?area_engl=diagnos-

tics&pid=4112.
[0290] Les différents tests comparés dans cette étude sont :

- la méthade de RT-PCR quantitative selon linvention, avec les amorces et sonde N "sére 2" décrite ci-tessus
{colonne Light Cycler N,

- letest de RT-PCR nichée ciblant le géne de 'ARN polymérase décrit ci-dessus, développé par le CDC, le BNI et
I'Institut Pasteur (RT-PCR nichée CDC/IP),

- le kit ARTUS de référence "HPA Corona LC RT-PCR Kit # 5601-02", qui est un test de RT-PCR en temps réel
ciblant le géne ORF1b,

= le test de RT-PCR nichée du BNI, ciblant également le géne de 'ARN polymérase, mentionné ci-dessus.

[0291] Les inventeurs ont constaté :

1) une variabilité inter-test pour une méme technique, liée a la dégradation de la préparation d'ARN lors de decon-
gélations répétées, notamment pour les échantillons contenant les quantités d'ARN les plus faibles,

2) une sensibilité réduite de la RT-PCR nichée CDC/IP par rapport & la RT-PCR nichée BNI, et

3) une sensikilité comparable du test de RT-PCR quantitative selon l'invention {Light Cycler N) par rapport au test
Light Gycler (LC) Artus.

[0292] Ces résultats, présentés dans le Tableau VIl ci-desseous, montrent que le test par RT-PCR quantitative selon
lihvention constitue un excellent complément - ou une alternative - aux tests actuellement disponibles. En effet, le
coronavirus lié au SRAS est un virus émergent, susceptible d'éveluer rapidement, En pariculier, le géne de la RNA
polymérase du coronavirus lié au SRAS, qui estciblé dans la plupart des tests actuellement disponibles, peut recombiner
avec celui d'autres coronavirus non liés au SRAS. L'utilisation d’un test ciblant exclusivernent ce géne pourrait alors
conduire a I'chtention de faux négatifs,

[0293] Le test par RT-PCR quantitative selon l'invention ne cible pas la mé&me région génomique que le kit ARTUS,
puisqu'il cible le géne codant pour la protéine N. En realisant un test de diagnostique ciblant deux genes différents du
coronavirug lié au SRAS, on peut donc espérer s’affranchir de résultats de type faux négatifs, qui pourraient &tre dus &
Févolution génétique du virus.

[0284] De plus, il apparaf particuliérement avantageux de cibler le géne de la protéine de nucléocapside, car il est
rés stable, du fait de |a forte pression de sélection lide aux contraintes structurales élevées concarnant ¢cette protéine.
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Tableau VIi: Comparaison de différentes méthodes d’analyse par amplification génique, a partir de 121
Prélévements de cas probables de SRAS de hépital francais de Hanol, Vietnam {épidémle 2003)

N° CNR Type Jour Patient RT-PCR | RT-PCR kit Light Light
prélevement | prélévement nichée nichée Cycler Cycler N
(1) cDcAP BNI Artus {IP)
107 NetP Negatif Négatif Négatif Négatif
prélévements
032529 P 10 NHB Neégatif Positif Négatif Négatif
032530 N 10 NHB Positif Positif 3,10E+01 4,20E+01
032531 P 7 LP Paositif Positif 7,70E+00 3,10E+00
032534 N 15 BND Positif Positif 1,60E+00 Negatif
032600 P 4 NHH Negatif Positif Negatif 1,30E+02
032612 P 17 NTS Négatif Positif Négatif Négatif
032688 P 9 BTX Positif Positif Négatif Négatif
032689 N 4 NVH Positif Positif 1,20E+M1 2,30E+02
032690 P 4 NVH Negatif Positif 1,60E+00 Negatif
032727 P 8 NVH Positif Positif 2,30E+02 4.00E+02
032728 N 8 NVH Positif Positif 1,10E+03 1,60E+04
032729 P 14 NHB Positif Positif 5,90E+00 3,40E+01
032730 N 14 NHB Positif Positif 1,30E+02 4,80E+02
032711 P 8 NHH Positif Positif 2,10E+02 1,30E+02
positifs 10 14 10 9
fraction détectée des 14 positifs 71,4% 100,0% 71,4% 64,3%
{1) P= écouvillonage pharyngé
N= écowvillonage nasal

Exemple 9 : Obtention et caractérisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine N

[0295] Des souris Balb C ont étéimmunisées & laide de |a protéine N recombinante purifiée et leurs cellules spléniques
fusionnées avec un myélome murin approptié selon les techniques de Kdhler et Milstein,

[0296] Dix-neuf hybridomes sécréteurs danticorps anti N ont été présélectionnés et leurs immuno réactivités précisces,
Ces anticorps reconnaissent bien la protéine N recombinante (en ELISA) avec des intensités variables, ainsi que la
protéine virale, naturelle N en ELISA et/ou en Western Blot. Les figures 18 & 20 montrent les résultats de ces tests pour
156 de ces 19 anticorps monoclonaux.

[0297] Lesclones 12, 17, 28, 57, 72, 76, 86, 87, 98, 103, 146, 156, 166, 170, 199, 212, 218, 219 et 222, fortement
reactifs, ont ete sous clones. Les etudes de spécificité ont eté poursulvies avec les outils appropries afin de préciser les
épitopes reconnus et verifier I'absence de reactivité vis-a-vis des autres Coronavirus humains et de cerains virus
respiratoires.

[0298] Les études de cartographie (mapping) epitopique (réalisées sur membrane spet, & I'aide de peptides chevau-
chants de 15 aa) etles études supplémentaires réalisées surla protéing N naturelle en Western Blot ont révélé 'existence
de 4 groupes d'anticorps monoclonaux :

1° Anticorps manoclonaux spécifiques d'un épitope linéaire majeur en positicn N-ter (75-81, séquence : INTNSVP)
Le représentant de ce groupe est I'anticorps 156. L'hybridome produisant cet anticorps a été déposé & la Collection
Natienale de Cultures de Microorganismes (CNCM) de I'institut Patseur (Panis, France) le 197 décembre 2004, sous
le numéro 1-3331. Ce méme épitope est également reconnu par Un sérum de lapin (polyclonal anti Ny obtenu par
immunisatien classigue a l'aide de cette méme protéine N,
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2° Anticorps monoclonaux spécifiqgues d’'un épitope linéaire majeur situé en position centrale (position 217-224,
séquence : ETALALL); les représentants de ce groupe sont les anticorps menoclonaux 87 et 166, L'hybridome
produisant I'anticorps 87 a été dépose a la CNCM le 1°" decembre 2004, sous le numéro |-3328.

3° Anticorps monoclonaux spécifiqgues d'un épitope linéaire majeur situé en position C-terminale (position 403-408,
séguence : DFFRQL), les représentants de ce groupe sont les anticorps 28, 57 et 143. L'hybridome produisant
I'anticorps 57 a été dépasé a la CNCM le 1% décembre 2004, sous le numérg 1-3330.

4° Anticorps monoclonaux spécifiques d'un épitope discontinu, confoermationel. Ce groupe d'anticorps ne reconnaft
aucun des peptides recouvrant la séquence de la protéine N, mais réagissent fortement sur la protéine naturelle
nan dénaturée. Le représentant de ce dernier groupe est l'anticorps 86, L'hybridome produisant cet anticomps a été
déposé & la TNCM le 1° décembre 2004, sous le numéro 1-3329.

[0299] Le Tableau VIl ci-aprés résume les résultats de cartographie épitopique obtenus :

Tableau VIl : Mapping épitopique des anticorps monoclonaux

Anticorps Epitope Position Région
28 DFSRAL Q 403 ... 408 | G-Ter.
143 DFSRQL Q
76 DFSRAOL Q
57 DFSRAL Q

FFGMS RI 315....319
146 LPQRQ 383...387
166 ETALALLLL 217 ..224 | centrale
a7 ETALALL 217...224
156 INTNSGP 75... 81 N- Ter.
86 Conformationnel
212 Conformationel
170 Conformationnel

[0300] En outre, comme illustré notamment aux figures 18 et 19, ces anticorps ne présentent pas de réactivité en
ELISA et/ou en WE, vis 4 vis de [a protéing N du coronavirus humain 229 E,

Exemple 10 : Combinaisons des anticorps monoclonaux pour le développement d’un test d’'immunocapture
sensible et spécifique de I'antigéne viral N dans le sérum ou les fluides biologiques des patlents contaminés
par le virus SARS Co V

[0301] Les anticorps listés ci-dessous ont été retenus en raison de leurs propriétés bien particuli&éres pour une étude
supplémentaire de capture et détection de la protéine virale N, dans le sérum des sujets ou patients.

[0302] Ces anticorps ont été produits en ascite sur souris, purifiés par chromatographie d'affinité et utilisés seuls ou
en combinaison comme anticorps de capture, et comme anticorps signal.

[0303] Liste des anticorps sélectionnés pour le propos :

- Acm anti région C-ter (n°® 28, 57, 143)

- Acm anti région centrale (n® 87, 166)

- Acm anti régicn N-ter (n° 156)

- Acm anti épitope discontinu, conformationnel {86)

1) Préparation des réactifs :

a) Plagues ELISA immunocapture

[0304] Les plaques sont sensibilisées avec les solutions d'anticoms & 5§ pg/ml en tampon carbonate 0,1 M, pH.9,6.
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Les solutions (monovalentes ou plurivalentes) sont déposées sous volume de 100 ul dans les puils et incubées pendant
une nuit & température ambiante, Ges plaques sont ensuite lavees en tampon PBS (10 mM pH 7,4 additionné de 0,1%
de Tween 20) puis saturées avec une solution de PBS additionnée de 0,3% de BSA et de 5% de Saccharcse). Les
plaques sont ensuite séchées puis conditionnées dans un sachet en présence d'un dessicant. Elles sontprétes al'emploi.

b) Conjugués

[0305] Les anticorps purifies ont été couplés & la péroxydase selon le protocole de Nakane (Nakane et al. - 1974, J_of
Histe and cytochemistry, vol.22, p1084-1091) dans un rapport de une molécule d’lgG pour 3 melécules de péroxydase,
Ces conjugués ont été purifies par chromategraphie d'exclusion et conservés concentrés (concentration comprise entre
1 & 2 mg/ml) en présence de 50% de glycerol et a -20°C, lls sont dilués pour leur mise en ceuvre dans les essais a la
concentration finale de 1 ou 2 pg/ml en tampen PBS {pH 7,4) additionné de 1% de BSA.

c) Autres réactifs

[0308]

- Sérums humains négatifs pour tous les marqueurs sériques des virus HIV, HBY, HCV et THLV

- Pool de sérums humains négatifs additionné de 0,5% de Triton X 100

- Agviral inactivé : surhageant de culture virale inactivé par irradiation et inactivation vétifiée aprés mise en culture
sur cellules sensibles - titre de la suspension avant inactivation environ 107 particules infectieuses parml ou encore
environ 5x10? particules virales physiques par ml dantigéne

- Les échantilions d°Ag dilués en sérum humain nagatif : ces eéchantillons ont été préparés par dilution au 1:100° puis
par dilution en sétie de raison 5.
Ces é&chantillans non infectieux miment des échantillons humaing supposés contenir das concentrations faibles 2
trés faibles de nucléoproteine virale N. De tels échantiliens ne sent pas accessibles pour les travaux de routine

- Solution de lavage R2, solution de révélation TMB RS, chromogéne RO et solution d'arrét R10, sont les réactifs
générigues commercialises par Bio-Rad dans ses trousses ELISA (ex : trousse Flatelia Pylori ref.72778).

2) Mode opératoire

[0307] Les échantillons de sérums humains surchargés en Ag viral inactivé sont distribués a raison de 100 pl par
cupule, directement dans les plaques sensibilisées, prétes a 'emploi puis incubés pendant 1 heure & 37°C {incubation
Bic-Rad IPS).

[0308] Le matériel non retenu par la phase solide est éliminé par 3 lavages (lavage avec solution R2 diluée, laveur
automatique LP 35),

[0309] Les conjugues appropriés, dilués a la cencentration finale de 1 ou 2 pg/ml sant distribués & raison de 100 pl
par cupule et les plaques incubées & nouveau pendant une heure & 37° C (incubation IPS).

[0310] L'excés de conjugué est éliminé par 4 lavages successifs (solution R2 diluée - laveur LP 35).

[0311] La présence de conjugué fixé sur les plaques est révélée aprés addition de 100 pl de solution de révélation
préparée avant emploi {1 ml de R9 et 10 ml de R8) et aprés incubation pendant 30 minutes, & température ambiante et
a l'abri de la lumigre.

[0312] Laréaction enzymatique est finalement bloquée par addition de 100 pl de réactif R10 (H2S04 IN) dans toutes
les cupules,

[0313] Lalecture esteffectuée & l'aide d'un lecteur de microplaque approprié a double longueur d'onde (450/620 nmj.
[0314] Les résultats peuvent étre interprétés en utilisant comme valeur seuil proviscire la moyenne d’au moins deux
contrdles négatifs multiplié par un facteur 2 ou encore la moyenne de 100 sérums négatifs additionnée d'un incrément
correspondant a 8 SD (Standart Deviatior calculée sur les 100 mesures individuelles).

3) Résultats

[0315] Différentes combinaisonsanticorps de capture et anticorps signal ont 616 testées en se fondant sur les propriétés
des anticorps sélectionnés, et en évitant les combinaisons d'anticorps spécifiques des mémes épitopes en phase solide
et en conjugués,

[0316] Lesmeilleurs résultats ont été cbienus avec les 4 combinaisens listées ci-dessous. Ces résultats sont reproduits

dans le tableau X ci-aprés.

1. Combinaison F/28
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Phase solide (Acm 166 + 87 région centrale) ; conjugué anticorps 28 (C-ter)

2. Combinaison G/28

Phase solide (Acm 86 - épitope conformationel) : conjugué anticorps 28 (C-ter)

3. Combinaisen H/28

Phase solide (Acms 86, 186 et 87 région centrale et épitope conformationel) : conjugué anticorps 28 (C-ter)

4. Combinaisen H/28 + 87

Phase solide (Acms 86, 166 et 87 région centrale et épitope conformationel) : conjugué mixte anticerps 28 {C-ter)
et 87 {central)

5. Combinaisen G/87

Phase solide (Acm 86 - épitope conformationel) : conjugué anticorps 87 (région centrale)

Les 4 premiéres combinaiscns présentent des performances équivalentes et reproduites, supérieures aux autres
combinaisons mises en oeuvre (comme par exemple la combinaison G/87). Bien entendu, dans ces combinaisons,
un anticorps menoclenal peut &tre remplacé par un autre anticorps reconnaissant le méme épitope. Ainsi, on peut
citer les variantes suivantes :

6. Variante de la combinaison F/28

Phase solide {Acm 87 uniguement) : conjugué anticops 57 {C-ter)

7. Variante de la combinaison G/28

Phase solide (Acm 86 - épitope conformationel) : conjugué anticorps 57 (C-ter)

8. Variante de la combinaison H/28

Phase solide (Acms 86 et 87 région centrale et pitope conformationel) : conjugué anticorps 57 (C-ter)

9. Variante de la combinaison H/28 + 87

Phase solide (Actns B6 at 87 région centrale et épitope conformational) : conjugué mixte anticotps 57 {C-ter) et 87
{central)

Tableau IX : Contréle dimmunoréactivité des Acm anti nucléoprotéines SARS CoV : densités optiques mesurées
avec chague combinaison d'anticorps, en fonction des dilutions de l'antigéne viral inactivé.

N° Dilution F/28 G/28 &/87 H/28 H/28+87
o 1100 5 & 3,496 3,900 &

1 1/500 3,795 3.814 1,379 3,702 3,804
2 ¥z 500 2,815 2,950 0275 3,268 2,680
3 1412500 0,987 1,038 0,136 1,374 0,865
4 1/62500 0,404 0,348 0,126 0,480 0.328
& 1/312500 0,285 0.211 0,123 0,240 0.215
& Témoin 0,210 0,200 0,098 0,186 0,158
7 Témain 0,269 0,163 0,104 0,193 0,202

[0317] Lalimite de détection de ces 4 essais expérimentaux correspond & la dilution d'antigéne en sérum négatif 1;
62500. Une extrapolation rapicde laisse supposer la détection de moins de 103 particules infectieuses par ml de sérums.
[0318] De cette étude, il ressort que les anticorps les mieux appropriés pour la capture de la nucleoprotéing virale
native sont les anticorps spécifiques de la région centrale et/ou d'un épitope conformationnel, 'un et I'autre étant des
anticorps sélectionnés également pour leur forte affinité pour l'antigéne natif,

[0319] Ayantdéterminé les meilleurs anticorps pour lacomposition de la phase sclide, les anticorps & retenir en priorité
pour la détection des antigénes fixés sur la phase solide, sont les anticorps complémentaires spécifiques d'un épitope
dominant en région C-ter. L'emploi de tout autre anticorps complémentaire, mais spécifique des épitopes localisés en
région N-ter de la protéine conduit & des résultats moyens ou médiocres.

Exemple 11 : Systéimes d'expression eucaryotes de la proteine de spicule (S) du coronavirus associé au SRAS
(SRAS-CoV)

1) Optimisation des conditions d’expression de |a S du SRAS-CoV en cellules de mammifares.
[0320] Lescondtions d'expression transitoire de la protéine de spicule (S) du SRAS-CoV ont £1& optimisées encellules

de mammiféres (2937, VeroEG).
[0321] Pour celz, un fragment d’ADN contenant le cDNA de la S du SRAS-CoV a eté amplifié par PCR & I'aide des
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oligonucleotides 5-ATAGGATCCA CCATGTTTAT TTTCTTATTATTTCTTACTC TCACT-3' et 5°-ATACTCGAGTT AT-
GTGTAATG TAATTTGACA CCCTTG-3' 4 partir du plasmide pSARS-S (C.N.C.M. n° [-3059) puis inséré enire les sites
BamH1 et Xho1 du plasmide pTRIPAU3-CMV contenant un vecteur lentiviral TRIP {Sirven, 2001, Mol. Ther., 3, 438-448)
pour obtenir le plasmide pTRIP-S. Le fragment BamH1 et Xho1 contenant le cDNA de la S a ensuite été sous-clong
entre les BamH1 et Xho1 du plasmide d'expression eucaryote pcDNAS.1(+) (Clontech) pour obtenir le plasmide pcDNA-
S. Le fragment Nhe1 et Xho1 contenant le GADN de |a S a ensuite été sous-cloné entre les sites correspondants du
plasmide dexpression pCl (Promega) pour obtenir le plasmide pCl-S. Les séquences WPRE du virus de I’'hépatite de
la marmotte (" Woodchuck Hepatitis Virus posttranscriptional reguiatory element”) et les sequences CTE ("constitutive
transport efement’) du rétrovirus simien de Masen-Pfizer ont été insérées dans chacun des deux plasmides pcDNA-S
et pCI-S entre les sites Xho1 et Xbal pour obtenir respectivement les plasmides pcCNA-5-CTE, pcDNA-S-WPRE, pCl-
S-CTE et pCI-5-WPRE (figure 21}, Le plasmide pCl-S-WPRE a été déposé & la CNCM, le 22 novembre 2004, sous le
numéro |-3323. Tous les inserts ont été séquencés & l'aide d’'un kit BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystemns) et
d'un séquenceur autoematique ABI277,

[0322] La capacité des plasmides construits & diriger l'expression de la S du SBAS-CoV dans des cellules de mam-
miféres a été recherchée aprés transfection de cellules VeroES (figure 22). Dans cette expérience, des monocouches
de 5x105 cellules VeroEG en boites de Pétri de 35mm ont été transfectées avec 2 pg des plasmides pcONA (2 titre de
contrdle), pcDNA-8, pCl et pCI-S et 6 pl de réactif Fugened selon les indications du fabricant (Roche). Aprés 48 heures
d'incubation & 37°C et sous 5% de CO,, des extraits cellulaires ont été préparé en tampon de dépot selon Laemmli,
séparés sur un gel SD3 & 8% de polyacrylamide, puis transférés sur une membrane de PVDF (BioRad). La détection
de cette immunoempreinte [« western blot ») a &té réalisée & I'aide d'un sérum polyclonal de lapin anti-S (Immun-sérum
du lapin P111356 : cf exemple 4 ci-dessus) et d'anticomns polyclonaux d'ane dirges contre les IgG de lapin et couplés &
la peroxidase (NAS34V, Amersham). Les anticorps fixés ont &té révélés par luminescence a l'aide du kit ECL+ (Amers-
ham) &t de films d'autoradiographie Hyperim MP (Amersham).

[0323] Cette expeérience (figure 22) montre que le plasmide pcDNA-S ne permet pas de diriger 'expressicn de la S
du SRAS-CoV a des niveauy détectables tandis que le plasmide pCI-S permet une expression faible, proche de la limite
de détection, qui peut &tre mige en évidence lorsque le film est surexposé. Des résultats similaires ont été obtenus
lorsque lexpression de la S a été recherchée par immunoflucrescence (donnéeg non montrées), Cette impossibilité de
detecter une expression efficace de la S ne peut pas &tre imputée aux techniques de détection utilisées puisque la
protéine 3 peut &tre mise en évidence a la taille attendue (180 kDa) dans un extrait de cellules infectées par le SRAS-
CoV ou dans un extrait de cellules VeroES infectées par le virus recombinant de la vaccine VV-TF7.3 et transfectées
par le plasmide pcDNA-S. Dans cette dernigre expérience, e virus VV-TF7.3 exprime 'ARN polymérase du phage T7
et permet (& transcription cytoplasmique d'un ARN non coiffé susceptible d'étre traduit efficacement. Cette expérience
suggére que les défauts d'expression décrits ci-dessus sont dus a une incapacité intrinséque du cADN de la S & étre
exprimé efficacement lorsque I'étape de transcription en ARN messager est réalisée au niveau nucléaire.

[0324] Dans une seconde expétience, leffet des signaux CTE et WPRE sur I'expression de la S a été recherchée
aprés transfection de cellules VeroE®6 (figure 23A) et 283T {figure 23B) et selon un protocole similaire a celui décrit ¢i-
dessus. Alors que 'expression de la S ne peut pas étre mis en évidence aprés transfection des plasmides pcDNA-S-
CTE et pcDNA-S-WPRE détivés de pcDNA-S, l'insettien des signaux WPRE et CTE améliore forterment I'expression
de la S dans le contexte du plasmide d'expression pCI-S,

[0325] Pour préciser ce résultat, une deuxiéme série d'expériences a &té réalisée, ol l'immuncempreinte est révélée
de fagon quantitative par luminescence et acquisition sur un dispositif d'imagerie numérique (FluorS, BioRad), L'analyse
des résultats obtenus avec le logiciel QuantityOne v4.2.3 (BioRad) montre que les séquences WPRE et CTE augmentent
respectivement 'expression de la S d'un facteur 20 & 42 et 10 4 26 en cellules Vero E6 (Tableau X). En cellules 293T
(Tableau X}, l'effet de la séquence CTE est plus modéré (4 a 5 fois) tandis que celui de la séquence WPRE reste
important {13 & 28 fois).
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Tableau X analyse quantitative de I'effet des signaux CTE et WPRE sur I'expression de la S du SRAS-CoV !
Des extraits cellulaires ont été préparés 48 heures apras transfection de cellulasVeroEB ou 293T par les plasmides
pCl, pClI-5, pCI-8-CTE et pCI-S-WPRE et analysés par western blot comme décrit dans la |@gende de la figure 22.
Le western blot est révélé par luminescence (ECL+, Amersham) et acquisition sur un disposttif d'imagerie numérique
{FluorS, BioRad). Les niveaux d’expression sont indiques en foncticn d'une échelle arbitraire ol 1a valeur de 1
représente le niveau mesure apréstransfection du plasmide pCl-S. Deux expériences independantes ont été realisées
pour chacun des deux types cellulaires. Dans 'expérience 1 sur cellules VeroER, les transfections ont été réalisées
en dupliques et les résultats sent indigués sous la forme de moyennes et écart-types des niveaux d'expression

mesurés,
Plasmide Cellule exp. 1 exp. 2
PCl VeroE6 0,0 0,0
pCI-S VeroES 1,0+ 0,1 1,0
pCI-8-CTE VeroES 9808 28,4
pCl-S-WPRE VeroES 20,1 £ 2,0 42,3
PCI 293T 0,0 0,0
PCI-S 2937 1,0 1,0
PCI-8-CTE 2937 4,6 4,0
PCI-S-WPRE 2937 27,6 12,8

[0326] En résume, I'ensemble de ces résultats mentre que I'expression dans des cellules de mammiféres du cADN
de la S du SRAS-CoV sous ladépendance de séquences promotrices de 'ARN polymérase Il requiert, pour etre efficace,
la présence d'un signal d’épissage ainsi que de 'une ou l'autre des séquences WPRE et CTE.

2) Obtention de lignées stables permettant l'expression de la S du SRAS-CoV

[0327] LecADN delaprotéine S du SRAS-CoV a été cloné souslaforme d'unfragment BamH1-Xho1 dans le plasmide
pTRIPAU3-CMV contenant un vecteur lentiviral défectif TRIP a DNA flap central {Sirven et al, 2001, Mol. Ther., 3;
438-448) pour abtenir le plasmide pTRIP-S {figure 24). La co-transfection transitoire selen Zennou et al (2000, Cell,
101 : 173-185) de ce plasmide, d'un plasmide d’encapsidation {p8.2) et d'un plasmide d'expression de la glycopretéine
d'enveloppe G du VSV (pHCMV-G) dans des cellules 293T a permis la préparation de pseudoparticules rétrovirales
contenant le vecteur TRIP -5 et pseudotypées par la protéine d'enveloppe G. Ces vecteurs TRIP-S pseudotypés ont
été utilisés pour transduire des cellules 293T et FRhK-4 : aucune expression de la protéine S n'a pu étre mis en évidence
par western blot et immunafluorescence dans les cellules transduites {données non présentées).

[0328] Les cassettes d'expression optimales constituées du promoteur immédiat/orécoce du virus CMV, d'un signal
d'épissage, du ¢cDNA de la § et de I'un ou l'autre des signaux post-transcriptionnels WPRE ou CTE décrites ci-dessus
ont alors été substitudes & la cassette EF1¢-EGFP du vecteur d'expression lentiviral défectif & DNA FLAP central
TRIPAU3-EF1 o (Sirven et al, 2001, Mol. Ther., 3 :438-448) ffigure 25). Ces substitutions ont été réalisées parune série
de sous-clonages successifs des cassettes d’expression de S qui ont été excisées des plasmides pCT-S-CTE (Bg1ll-
Apal) ou respectivement pCI-S-WPRE (Bglll-Sall) puis insérées entre les sites Miu1 et Kpn1 ou respectivement Miul
et Xho1 du plasmide TRIPAU3-EF1a pour obtenir les plasmides pTRIP-SD/SA-S-CTE et pTRIP-SD/SA-S-WPRE, dé-
posés a la CNCM, le 187 décembre 2004, sous les numéros -3336 et 1-3334, respactivement. Des vecteurs pseudotypés
oht été produits selon Zennou et al (2000, Cell, 101 : 173-185) et utilisés pour transduire des cellules 293T (10000
cellules) et FRhK-4 {15000 cellules) selon Une série de b cyclas successifs de transduction avec une quantité da vacteur
correspondant & 25 ng (TRIP-8D/SA-S-CTE) ou 22 ng TRIP-SD/SA-8-WPRE) de p24 par cycle.

[0329] Les cellules transduites ont € clonées par dilution limite et une gérie de clones ont été analysés pour I'ex-
pressionde la S du SRAS-CoV qualitativernent par immunoflucrescence (données non montrées), puis quantitativement
par western blot {figure 25) a I'aide d’'un sérum polyclenal de lapin anti-S. Les resultats présentés dans la figure 25
montrent que les clones 2 et 15 de cellules FriK4-s-CTE transduites par TRIP-SD/SA-S-CTE et les clones 4, 9 et 12
de cellules FRhK4-S3-WFPRE transduites par TRIP-SD/SA-5-WPRE permettent l'expression de la S du SRAS-CoV a
des niveaux respectivement faibles et modérés si on les compare a ceux que I'on peut cbserver au cours de l'infection
par le SRAS-CoV.

[0330] Enrésumeé, les vecteurs TRIP-SD/SA-S-CTE et TRIP-SD/SA-S-WPRE permettent I'cbtention de clones stables
de cellules FRhK-4 et de fagon similaire 293T exprimant la S du SRAS-CoV, alors que les essais réalisés avec le vecteur
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"de base" TRIP-S sont restés infructueux, ce qui démontre la nécessité d'un signal d'épissage ainsi que de Fune, ou
F'autre, des séquences CTE et WPRE pour ['obtention de clones cellulaires stables exprimant la protéine S.

[0331] Enoutre, ces modifications du vecteur TRIP (insertion d’un signal d'épissage et d'un signal post-transcriptionnel
comme CTE et WPRE) pourraient s'avérer intéressantes pour améliorer 'expression d'autres cDNA que celuide la 5.

3) Obtention de lignées stables permettant I'expression d’une fome soluble de la S du SRAS-CoV. Furification de cet
antigéne recombinant

[0332] Un ¢DNA codant pour une forme soluble de Ia protéine S (Ssol) a été obtenu en fusionnant les séquences
codant pour l'ectodomaine de la protéine (acides aminés 1 & 1183) a celles d'une étiquette (FLAG : DYKDDDDK) via
un linker BspEl codant pour le dipeptide SG. Pratiquement, pour cbtenir le plasmide pcDNA-Ssel, un fragment d'ADN
codant pour 'ectodomaine de la S du SRAS-CoV a été amplifié par PCR 4 l'aide des oligonucléotides 5'-ATAGGATCCA
CCATGTTTAT TITCTTATTATTITCTTACTC TCACT-3' et 6'-ACCTCCGGAT TTAATATATT GCTCATATTT TCCCAA-
3' a partirdu plasmide pcDNA-8, puis inséré entre les sites uniques BamH1 et BspEl uniques d'un plasmide d'expression
eucaryote pcDNA3.1(+) {Clontech) modifié contenant entre ses sites BamH1 et Xho1 la séquence de I'étiquette FLAG :

// GGATCC ...nnn... TCC GGA GAT TAT ARA GAT GAC GAC GAT AAAR TAA
Bam#l 3 G D Y K D D D b K ter
CTCGAG //
Xhol

[0333] Les fragments Nhel-Xhol et BamH1-Xhot, contenant le CADN de 1a S, ont ensuite été excisés du plasmide
peDMA-Ss01, et sous-clonés entra les sites correspondants du plasmide pTRIP-SD/SA-S-CTE et du plasmide pTRIP-
SD/SA-S-WPRE, respectivement, pour cbtenir les plasmides pTRIP-SD/SA-Ssol-CTE et pTRIP-SD/SA-Ssol-WPRE,
deposés 4 la CNCM, le 197 decembre 2004, so0us |83 numéros 1-3337 et [-3335, respectivement.

[0334] Des vecteurs pseudotypés ont eté produits selon Zennou et coll. (2000, Cell, 101 : 173-185) et utilisés pour
transduire des cellules FRhK-4 (15000 cellules) selon une série de 5 cycles successifs de transduction (15000 cellules)
avec une quantité de vecteur correspondant a 24 ng (TRIP-SD/SA-Ssol-CTE) ou 40 ng TRIP-SD/SA-Sscl-WPRE) de
P24 par cycle. Les cellules transduites ont été clonees par dilution limite et une série de 16 clones transduits par TRIP-
SD/SA-Ss0l-CTE et de 15 clones par TRIP-3D/SA-Ssol-WPRE ont été analysés pour I'expression du polypeptide Ssol
par westem blot révélé par un anticorps menoclonal anti-FLAG (figure 26 et données non montrées), ainsi que par un
ELISA-capture spécifique du polypeptide Ssol qui a été mis au point dans ce but (Tableau Xl et données non meontrées),
Une partie du processus de sélection des meilleurs clones sécréteurs st montré dans la figure 26. L'ELISA-capture
repose sur 'utilisation de phases seolides recouvertes d'anticorps polyclanaux de laping immunisés par du SRAS-CoV
purifié etinactivé, Ces phases solides pemmettent la capture du polypeptide Ssol sécréte dans les surnageantscellulaires,
dont la présence est ensuite révélée par une série d'étapes impliquant successsivement la fixation d'un anticorps
meneclonal anti-FLAG (M2, SIGMA), d'anticomps biotinylés pelyclenaux de lapin anti-lgG{H+L} de souris (Jackson) et
'un conjugué streptavidine-peroxidase {(Amersham) puis 'addition de chromogéne et de substrat {TMB + Hy0,, KPL}.

Tableau Xl : analyse de I'expression de polypeptide Ssol par des lignées cellulaires transduites par les
vecteurs lentiviraux TRIP-SD/SA-Ssol-WPRE et TRIP-SD/SA-Ssol-CTE. La sécrétion du polypeptide Ssol a été
recherchée dans ls surnageant d'une série de clones cellulaires isolés aprés transduction de cellules FRhK-4 par
les vecteurs lentiviraux TRIP-SD/SA-8sol-WPRE et TRIP-SD/SA-8s0l-CTE. Les sumageants dilues au 1/60 ont éte
analysés par un test ELISA-capture spécifique de l1a 3 du SRAS-CoV.

Vecteur Clene DO {450 nm)
Témoin | - 0,031
TRIP-SD/SA-Ssol-CTE | CTE2 0,547
CTE3 0,668
CTE9 0,171
CTE12 0,208
CTE13 0,133
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{suite)
Vecteur Clone DO {450 nm)
TRIP-SD/SA-3sol-WPRE | WPREY 0,061
WPRE10 0,134

[0335]) Lalignée cellulaire sécrétant les quantités les plus élevées de polypeptide Ssol dans le surnageant de culture
est |a lignée FRhK4-Ssol-CTES. Elle a été soumise & une deuxigme série de 5 cycles de transduction par le vecteur
TRIP-SD/5A-Ss0l-CTE dans des conditions similaires & celles décrites ci-dessus puis clonée. Le sous-clone sécrétant
les quantités les plus élevés de Ssol a &té sélectionné parune combinaiscn d'analyse par western blot et ELISA-capture :
il s'agit du sous-clone FRhK4-Ss0l-30, qui a été dépose & la CNCM, le 22 novembre 2004, sous le numero |-3325.
[0336] La lignée FRhK4-Ss0l-30 permet la productien et la purification en guantite du polypeptide recombinant Ssol.
Dans une expérience type ol les conditions expérimentales de croissance, de production et de purification ont été
optimisees, les cellules de la lignee FRhK4-Ssol-30 sont ensemencées en milieu de culture standard (DMEM sans
pyruvate contenant 4.5¢/ de glucose et supplémenté par 5% de SYF, 100 U/ml de pénicilline et 100 wg/ml de strepto-
mycine) sous la forme d'une monocouche sous-confluente {1 million de cellules pour chaque 100 cm? dans 20 ml de
milieu}. A confluence, le milieu standard est remplacé par le milieu de sécrétion ol la quantité de SVF est abaissée &
0.5% et la quantité de milieu réduite & 16 ml pour chaque 100 cm?, Le sumageant de culture est prélevé aprés 4 45
Jjours d’incubation & 35°C et sous 5% de CO.. Le polypeptide recombinant Ssol est purifié & partir du surnageant par
Fenchainement d'étapes de filtration sur membrane de polyethersulfone (PES) de 0.1 pm, de concentration par ultra-
filtration sur une membrane de PES de point de coupure 50kD, de chromatographie d'affinité sur matrice anti-FLAG
avec élution par une solution de peptide FLAG (DYKDDDDK) & 100 pgiml en TBS (Tris 50mM pH 7.4, 150 mMNaCl)
puis de chromatographie de gel filtration en TBS sur billes de sephadex G-75 {Pharmmagia). La concentration du poly-
peptide recombinant Ssol purifié a été déterminée par test micro-BCA {Pierce) puis ses caractéristiques biochimiques
analysees.

[0337] L'analyse pargel SDS & 8 % d'acrylamide coloré au nitrate d’argent met en évidence un polypeptide majoritaire
dont la masse moléculaire est denviron 180kD et dont le degré de pureté peut &tre évalué a 98% (figure 27A). Par
spectrométrie de masse SELDI-TOF {Cyphergen), deux pics principaux sont mis en évidence : ils correspondent & des
formes simplement, et doublement chargées d'un polypeptide majoritaire dont la masse moléculaire est ainsi déterminée
a 182,68 = 3,7 kD (figures 278 et C). Aprés transfert sur membrane Prosorb et rincage en TFA 0,1%, l'extrémité N-
terminale du polypeptide Ssol a été séquencée en phase liquide par dégradation d’Edman sur 5 résidus (ABI494, Applied
Biosystems) et déterminée comme étant SCLDR (figure 27D). Ceci démontre que le peptide signal localisé a I'extrémité
N-terminale de la protéine S du SRAS-CoV, composé des aa 1 4 13 (MFIFLLFLTLTSG) d’aprés une analyse réalisée
avec le logiciel signalP v2.0 (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering, 10 : 1-8}, est clive du pelypeptide Ssol mature.
Le polypeptide recombinant Ssol est donc constitué des acides amines 14 a4 1193 de |a protéine S du SRAS-CoV
fusionnés en C-terminal & une séquence SGDYKDDDDK contenant la séquence de I'étiquette FLAG (soulignée). L'écart
entre la masse molaire théarique du polypeptide Ssal nu (132,0 kD) et la masse malaire réelle du polypeptide mature
(182,6 kD) suggére que le polypeptida Ssol est glycoayls.

[0338] Une préparation de polypeptide Ssol purifié et dont la concentration protéigue a été déterminée partest micro-
BCA, permet de réaliser une gamme étalon pourmesurer 2 aide dutest ELISA-capture décrit plus haut les concentrations
de Sszol présent dans les surnageants de culture et de revigiter les caractéristiques des lignées sécrétrices. Selon ¢e
test, la lignée FRhK4-Ssol-CT3 sécréte 4 4 6 pg/ml de polypeptide Ssol tandis que la lignée FRhK4-3s0l-30 sécrate 9
a 13 pg/ml de Ssol aprés 4 4 5 jours de culture a confluence. En outre, le schéma de purification présenté plus haut
permet en routine de purifier de 1 & 2 mg de polypeptide Ssol par litre de surnageant de culture.

Exemple 12 : Immunisation génigque visant la proteine de splcule (8) du coronavirus associé au SRAS (SRAS-
CoV)

[0339] L'effet d'un signal d'épissage at des signaux post-transcriptionnels WPRE et CTE a été analysé aprés immu-
nisation génique de souris BALB/¢ (figure 28).

[0340] Pour cela, des soutis BALB/c ont été immunisées & des intervalles de 4 semaines par injection dans le tibialis
anterior d'une solution saline de 50 pg d’ADN plasmidique de pcDNA-S et pCI-S ainsi que, a titre de contrdle, par 50
rg d’ADN plasmidique de pcDNA-N {didgeant l'expression de la N du SRAS-CoV) ou de pCIl-HA (dirigeant Fexprassion
de la HA du virus grippal A/PR/8/34) et les sérums immuns collectés 3 semaines aprés la 2&me injection. La présence
d'anticomps dirigés contre la S du SRAS-CoV a été recherchée par ELISA indirect en utilisant comme antigéne un lysat
de cellules VeroE6 infactées par le SRAS-CoV etatitre de contrdle, un lysat de cellules VeroE6 non infectées. Les titres
(TI} en anticorps anti-SRAS-CoV sont caleulés comme l'inverse de la dilution produisant une DO spécifique de 0,5
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(différence entre DO mesurée sur lysat de cellules infectées et DO mesurée sur lysat de cellules non infectées) apres
révélgtion par un anticorps polyclonal anti-\gG de souris couplé a la peroxidase (NA931V, Amersham) et du TMB
additionne de HyO4 (KPL) (figure 28A).

[0341] Dans ces conditions, le plasmide d'expression pcDNA-S ne permet linduction que de faibles titres d'anticomps
dirigées contre la S du SRAS-CoV chez 3 souris sur 6 (LOG15(T1)=1,9=0,8) alors que le plasmide pcDNA-N permet
Findugtion d’anticorps anti-N & des titres élevés (LOG,4(Tl)= 3,9+0,3) chez tous les animaux, et les plasmides contriles
(pCl, pGl-HA) nentrainent auicun anticorps détectable (LOG,,4(T1)<1,7). Le plasmide pCl-S muni d'un signal d'épissage
permet linduction d'anticorps & des titres élevés (LOG,4(T!)= 3,7=0,2), gui sont environ 60 fois supérieurs & ceux
observés aprés injection du plasmide pcDNA-S (p<10°3),

[0342] L'efficacté des signaux post-transcriptionnels a été étudiée en réalisant une étude dose-réponse des titres en
anticerps anti-S induits chez la souris BALB/c en fonction de la quantité d'ADN plasmidique utilisé comme immunegéne
(219, 10 pg et 50 pg). Cette étude (figure 28B) démontre que le signal post-transcriptionnel WPRE améliore fortement
Fefficacité de INmmunisation génique lorsque de faibles doses d’ADN sont utilisées (p<10'5 pour une dose de 2 pg
d'ADN et p<102 pour une dose de 10 ng), alors que l'effet du signal CTE reste marginal {(p=0,34 pour une dose de 2
pg d’ADN).

[0343] Enfin, les anticorps induits chez la sours aprés immunisation génigue neutralisent l'infectivité du SRAS-CoV
in vitro (figures 29A et 29B) & des titres qui sont en rapport avec les titres mesurés par ELISA.

[0344] En résumé, l'utilisation d'un signal d'épissage et du signal post-transcripticnnel WPRE du virus de I'hépatite
de la marmotte améliore de fagon considérable Nnduction d'anticorps neutralisants dirigés contre le SRAS-CoV aprés
immunisation génique a raide d’ADN plasmidique dirigeant expression du cADN de la S du SRAS-CoV.

Exemple 13 : Applications dlagnostiques de la protéine S

[0345] Laréactivité en ELISA du polypeptide recombinant Sscl a été analysée vis-a-vis de sérums de patients afteints
de SRAS.

[0346] Les serums de cas probables de SRAS testés ont eté choisis sur la base des résultats (positifs ou negatifs)
d'analyse de leur réactivité spécifique vis-a-vis des antigénes natifs du SRAS-CoV par test d'immunefluorescence sur
cellules VeroEG infectees par le SRAS-CoV et/ou par test ELISA indirect en utilisant comme antigéne un lysat de cellules
VeroEe6 infectées parle SRAS-CoV. Les sérums de ces patients sent identifiés par un numéro d’ordre du Centre National
de Aeférence des Virus Influenzae ainsi que par les initiales du patient et le nombre de jours écoulés depuis le début
des symptomes. Tous les sérums de cas probables {cf Tableau XII) reconnaissent les antigznes natifs du SRAS-CoV,
a l'exception du sérum 032552 du patient VTT, pour lequel l'infection par le SRAS-CoV n'a pas pu étre confirmee par
RT-PCRA realisée sur prélévements respiratoires des jours 3, 8 et 12. Un panel de sérums témein a eté utilisé 2 titre de
contréle (sérums TV): 1 s'agit de sérums prélevés en France avant I'épidémie de SRAS survenue en 2003,

Tableau Xl : sérums de cas probables de SRAS

sérum patient jourde prélévement
031724 JYK 7
033168 JYK 38
033597 JYK 74
032832 NTM 17
032634 THA 15
032541 PHY 10
032542 NIH 17
032652 V1T 8
032633 PTU 16
032791 JLB 3
033258 JLB o7
032703 JCM 8
033153 JCM 29
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[0347] Des phases solides sensibilisées par le polypeptide recombinant Ssol ont été préparées par adsorption d'une
sclution de polypeptide Ssol purifié a 2 pg/ml en PB3 dans les puits d'une plague ELISA, puis les plagues sont incubées
une nuit & 4°C et lavées avec du tampon PBS-Tween (PBS, 0,1% Tween20). Aprés saturation des plagues ELISA par
une sclution de PBS-lait écrémé a 10% (poids/volume) et lavage en PBS-tween, les sérums a tester (100 pl) sont dilués
au 1/400 dans du tampon PBS-lait ecremeé-Tween (PBS, 3% lait ecréemé, 0,1% Tween) puis ajoutés dans les puits de
la plague ELISA sensibilisée. Les plagues sont incubées 1h a 37°C. Aprés 3 lavages avec du tampen PB3-Tween, le
conjugué anti-lgG humaines marqué & la peroxidase (réf NA933V, Amersham) dilué au 1/4000 dans du tampon PBS-
lait écréme-Tween est ajouté, puis les plagues sont incubées une heure 4 37°C. Apres 6 lavages avec du tampon PBS-
Tween, le chromogene (TMB) et le substrat (H05) sont ajoutés et les plaques sont incubées 10 minutes a I'abri de |2
lumiére. La reéaction est arrétée par ajout d’une solution 1N de H;PO,, puis 'absorbance est mesurée & 450 nm avec
un référence a 620nm.

[0348] Les tests ELISA (figure 30) démeontrent que e polypeptide recombinant Ssol est reconnu spécifiquement par
les anticorps seériques de patients atteints de SRAS prélevés en phase moyenne ou tardive de l'infection (= 10 jours
aprés le début des symptdmes alers qu'il n'est pas reconnu de fagen significative par les anticorps sériques de deux
patients (JLE et JCM) prélevés en phase précoce de I'infection (3 & 8 jours aprés le début des symptdmes) ni par des
sérums témeins de sujets non atteints de SRAS. Les anticorps sériques des patients JLB et JCM montrent une séro-
conversion entre les jours 3 et 27 pour le premier et 8 et 29 pour le second aprés le début des symptdmes, ce qui
confirme |a spécificité de la réactivité de ces sérums vis-a-vis du polypeptide Ssol.

[0349] Encenclusion, cas résultats démontrent que le polypeptide recombinant Ssol peut étre utilisé comme antigéne
pour la mise au peoint d’'un test ELISA de diagnostic sérologique de l'infection par le SRAS-CoV.

Exemple 14 : Applications vaccinales de |a protéine S soluble recombinante

[0350] Limmunogénicité du polypeptide recombinant Ssol a é1é étudiée chez la souns.

[0351] Pour cela, un groupe de 6 souris 2 été immunisé & 3 semaines d'intervalle avec 10 g de polypeptide recom-
binant Ssol adjuve par1 mg d’hydroxyde d'aluminium (Alu-gel-S, Serva) dilué en PBS. Treis immunisations successives
ont été réalisées ef les sérums immuns ont été prélevés 3 semaines aprés chacune des immunisations (151, 152, 1S3).
A titre de contrble, un greupe de souris {(groupe mock) a recu de 'hydroxide d'aluminium seul selon le méme protocole.
[0352] Les sérums immuns ont éte analysés par pool pour chacun des 2 groupes par ELISA indirect en utilisant un
lysat de cellules VeroE6 infectées par le SRAS-CoV comme antigéne et a titre de contrble, un lysat de cellules VeroEB
non infectées. Les titres en anticorps anti-SRAS-CoV sont calculés comme l'inverse de la dilution produisant une DO
spécifique de 0,5 aprés révélation par un anticorps pelyclonal anti-IgG{H+L) de souris couplé a la peroxidase (NA331
¥, Amersham) et du TMB additionné de HyO, (KPL). Cette analyse {figure 31) montre que Pimmunisation par le poly-
peptide Ssolinduit chez la souris dés la premiére immunisation des anticorps dirigés contre la forme native de la protéine
de spicule du SRAS-CoV présente dans le lysat de cellules VeroEB infectées. Aprés 2 puis 3 immunisations, les titres
en anticoms anti-S deviennent trés élevés,

[0353]) Les sérums immuns ont été analysés par poel pour chacun des 2 groupes pour leur capacité a séroneutraliser
lnfectivité du SRAS-CoV. 4 points de séronautralisation sur cellules FRhK-4 (100 TCID50 de SRAS-CoV) sont réalisés
pour chacune des dilutions de raison 2 testées & partir du 1/20. Le titre séreneutralisant est caleulé selon la méthode
de Reed et Munach commae I'inverse de la dilution neutralisant l'infectivité de 2 cupules sur 4. Cette analyse montre que
les anticomps induits chez la souris par le polypeptide Ssol sont neutralisants : les titres observés sont trés élevés apres
2 puis 3 immunisations {supérieurs & 2560 et 5120 respectivement, Tableau XIII).

Tableau XIIl : induction d’anticorps dirigés contre le SRAS-CoV aprés immunisation avec le polypeptide
recombinant Ssol. Les sérums immuns ont été analysés par pool pour chacun des 2 groupes peur leur capacité a
séroneltraliser Finfectivité de 100 TCIDS0 du SRAS-CoV sur cellules FRhK-4. 4 points sont réalisés pout chacune
des dilutions de raison 2 testées & partir du 1/20. Le titre séroneutralisant est calculé selon |a méthode de Reed et

Munsch comme lnverse de |a dilution neutralisant Finfectivité de 2 cupules sur 4.

groupe sérums Ac. Neutralisants
pi < 20
1S1 <20
Mack
182 <20
1S3 <20
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{suite)
groupe SETUMS Ac. Neutralisants
pi < 20
151 57
Ssoal
182 > 2560
1S3 > 5120

[0354] Les titres neutralisants observés chez les souris immunis€es avec le polypeptide Ssol atteignent des niveaux
trés supérieurs aux titres observés par Yang et coll, chez a souris (2004, Nature, 428; 561-564) et a ceux cbservés par
Buchholz chez le hamster (2004, PNAS 101 : 8804-9809), qui protégent respectivement la souris et le hamster de
Iinfection par le SRAS-CoV. |l est donc vraisemblable que les anticorps neutralisants induits chez la souris aprés
immunisation par le polypeptide Ssol protégent ces animaux contre I'infection par le SRAS-CoV.

Exemple 15 : Géne synthétique optimisé pour I'expression en cellules de mammiféres de la protéine de spicule
{S) du coronavirus associé au SRAS (SRAS-CoV).

1) Conception du géne synthétique

[0358] Un géne synthétique codant pour la protéine de spicule du SRAS-CoV a été congu 2 partir du géne de llisolat
031589 (plasmide pSARS-S, C.N.C.M. n® |-3059) de fagon & permettre des niveaux d'expression élevés dans des
cellules de mammiféres et en particulier dans les ¢ellules d'origine humaine,

[0356] Pourcela:

- lusage des codons du géne sauvage de lisolat 031589 a &té modifié de fagon & se rapprocher du biais observé
chez homme et & ameéliorer l'efficacité de traduction du mRNA correspondant

- le contenu global en GC du géne a été augmenté de fagon a prolonger la demi-vie du mRNA corespondant

- les motifs, dventuellement cryptiques, susceptibles d'interférar avec une expression efficace du géne ont été sup-
primés (sites donneurs et accepteurs d'épissage, signaux de polyadénylation, séquences trés riches (>80%) ou
trés pauvras (<30%) en GC, séquencas répétées, séquences impliquéeas dans laformation de structures secondaires
de 'ARN, boites TATA)

- undeuxigme codon STOP a éteé ajouté pour permettre une temminaison efficace de ka traduction.

[0357] En outre, des motifs CpG ont été introduits dans le géne de fagon & augmenter son immunogénicité comme
vaccin & ADN. Afin de faciliter la manipulation du géne synthétique, deux sites de restriction BamH1 et Xho1 ont étg
places de part et d’'autre de la phase ouverte de lecture de |a protéine S, et les sites de restriction BamH1, Xho1, Nhet,
Kpn1, BspEl et Sal1 ont été evités dans le géne synthétique.

[0358] La sequence du géne synthétiqgue congl (gene 040530) est donnée en SEQ ID No: 140.

[0359] Un alignement du géne synthetigue 040530 avec la sequence du géne sauvage de lisolat 031589 du SRAS-
CoV déposé a la C.N.CM. sous le numéro 1-3059 (SEQ ID NQ ; 4, plasmide pSRAS-3) est présenté dans la figure 32.

2) Constructions plasmidiques

[0360] Le géne synthétique SEQ ID MNo: 140 a été assemble & partir doligonucléotides synthétiques et clong entre
les sites Kpn1 et Sac1 du plasmide pUC-Kana pour donner le plasmide 040530pUC-kana. La séquence nucléotidique
de nsert du plasmide 040530pUC-kana a été vatifiée par séquengage automatique (Applied).

[0361] Unfragment Kpni-Xho1 contenant le géne synthétique 040530 a €té excisé du plasmide 040530pUC-kana et
sous-cloné entre les sites Nhe1 et Xho1 du plasmide d'expression pCl (Promega] pour obtenir le plasmide pCl-SSYNTH,
déposé 4 la CNCM le 18 décembre 2004, sous le numeéro 1-3333,

[0362] Un geéne synthétique codant pour |a forme soluble de la protéine S a ensuite été obtenu en fusionnant les
séquences synthétiques codant pour 'ectedomaine de la protéine S (acides aminés 1 & 1193) & celles de Pétiquette
(FLAG : DYKDDDDK) via un linker BspEl codant pour e dipeptide SG. Pratiqguement, un fragment d’ADN codant pour
Fectodomaine de la S du SRAS-CoV a été amplifié par PCR & I'aide des oligonucléotides 5-ACTAGCTAGC GGATC-
CACCA TGTTCATCTT CCTG -3 et 5'- AGTATCCGGAC TTGATGTACT GCTCGTACTT GC-3' & partir du plasmide
040530pUC-kana, digéré par Nhel et BspEl puis inséré entre les sites uniques Nhel et BepEl du plasmide pCl-Ssol,
pour donner le plasmide pCl-SCUBE, déposé a la CNCM le 187 décembre 2004, sous le huméro 1-3332. (Les plasmides
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pCl-Ssol, pCl-3s0l-CTE et pCl-Ssol-WPRE {déposé a la CNCM, le 22 novembre 2004, sous le numéro [-3324) avaient
éte précédemment obtenus par sous-clonage du fragment Kpn1-Xhol excisé du plasmide pcONA-Ssol (voir note tech-
nigue de la DI 2004-1086) entre les sites Nhe1 et Xho1 des plasmides pCl, pCl-S-CTE et pCI-S-WPRE respectivement.)
[0363] Les plasmides pCl-Scube et pCl-Ssol codent pour le méme polypeptide recombinant Ssefl.

3) Résultats

[0364] Lacapacité du géne synthétique codant pour la protéine S & diriger efficacement 'expression de la S du SRAS-
CoV dans des cellulss de mammiféres a été comparée a celle du géne sauvage aprés transfection transitoire de cellules
de primates {VeroE6G) et de cellules humaines (293T).

[0365] Dans I'expérience présentée par |a figure 33 et au Tableau X[V, des monocouches de 5x10% cellules VeroES
ou 7x105 cellules 293T en boites de Pétri de 35mm ont été transfectées avec 2 pg des plasmides pCl (Atitre de contrdle),
pCI-8, pCl-8-CTE, pCI-8-WPRE et pCl-Ssynth et 6 pl de réactif Fugeneé selon les indications du fakricant {Roche),
Aprés 48 heures d'incubation & 37°C et sous 5% de CO,, des extraits cellulaires ent &t préparés en tampon de dépét
selon Laemmli, séparés sur un gel SDS 4 8% de polyacrylamide puis transférés sur une membrane de PVDF (BioRad).
La detection de cette immunoempreinte {« western blot »} a été realisée & 'aide d'un sérum polyclonal de lapin anti-S
{immun-sérum du lapin P11135 : cf exemple 4 ci-dessus) et d'anticorps polyclonaux d'ane ditigés contre les IgG de
lapin et couplés a la peroxidase (NA934V, Amersham). L'immunoempreinte est révelée de fagon quantitative par lumi-
nescence a lalde du kit ECL+ (Amersham) et acquisition sur un dispositif dimagetie numérique {FluorS, BioRad).
[0366] L'analysedesrésultats obtenus avecle logiciel QuantityOne vd.2.3 (BioRad) montre que dans cette expérience,
le plasmide pCl-Synth pemet I'expression transitoire de |a protéine S & des niveaux élevés dans les cellules VeroEB
et 293T, alors que le plasmide pCl-S ne parmet pas d'induire une expression & des niveaux suffisants pour étre détactée.
Les niveaux d'expression obsarvas sont de l'ordre de 2 fois supérieurs & ceux observés avec le plasmide pCl-5-WPRE.

Tableau XIV : utilisation d’'un géne synthétique pour Fexpression de [a S du SRAS-CoV. Des extraits cellulaires
prepares 48 heures aprés transfection de cellulesVeroE6G ou 283T par les plasmides pCl, pCI-8, pCI-S-CTE, pCl-S-
WPRE et pCl-Ssynth ont eté séparés sur un gel SDS & 8% d'acrylamide et analysés par western blot & 'aide d'un
anticorps polyclonal de lapin anti-3 et d'un anticomps pelyclonalanti-1g&G{H+L) de lapin couplé & laperoxidase (NA934Y,
Amersham). Le western blot est révélé par luminescence (ECL+, Amersham) et acquisition sur un dispositif d'imagerie
numérique {FluorS, BioRad). Les niveaux d'expression de |a protéine S ont été mesurés en quantifiant les 2 bandes
majotitaires repérées sur limage (voir figure 33) et sont Indiqués en fonction d'une échelle arbitraire ol la valeur de
1 représente le niveau mesuré aprés transfection du plasmide pCI-S-WPRE.

plasmide VeroE6 293T
pCl 0,0 0.0
pCl-S <0,1 <0,1
pCI-S-CTE 0,5 <01
pCI-S-WPRE 1,0 1,0
PCI-Ssynth 1,8 1,9

[0367] Dans unsecond temps, la capacité du géne synthétique Scube a diriger efficacement la synthése et la sécrétion
du polypeptide Ssol par des cellules de mammiféres a été comparée & celle du géne sauvage apréstransfection transitoire
de cellules de hamster (BHK-21) et de cellules humaines (293T).

[03668] Dans lexpérience présentée par le Tableau XV, des monocouches de 6x105 cellules BHK-21 et de 7x105
cellules 293T en boites de Pétri de 35mm ont &té transfectées avec 2 ng des plasmides pCl {a titre de contrdle), pCl-
Ssol, pCl-Ss0l-CTE, pCl-Ss0l-WPRE et pCl-Scube et 6 p| de réactif Fugenet selon les indications du fabricant {Roche).
Aprés 48 heures d'incubation &4 37°C et sous 5% de CO2, les surnageants cellulaires ont été prélevés et analysés de
fagon quantitative pour la séerétion du polypeptide Ssol par un test ELISA-capture spécifique du polypeptide Ssol,
[0369] L’'analyse des résultats montre que, dans cette expérience, le plasmide pCl-Scube permet I'expression du
polypeptide Ssol 4 des niveaux B fois {cellules BHK-21) a 20 fois {cellules 293T) plus élevés que le plasmide pCl-Ssol.
Les niveaux d'expression observés sont de l'ordre de 2 fois (cellules 293T) & 5 fois (cellules BHK-21) supérieurs & ceux
observés avec le plasmide pCl-Ssal-WPRE.
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Tableau XV : utilisation d'un géne synthétique pour I'expression du polypeptide Ssol. Les surnageants ont

été récoltés 48 heures aprés transfection de cellules BHK ou 293T par les plasmides pCl, pCl-Ssol, pCl-8sol-CTE,

pCl-Ssol-WPRE et pCl-Scube et analysés de fagon quantitative pour la sécrétion du polypeptide Sscl par un test

ELISA-capture spécifique du polypeptide Ssol, Les transfections ont éié réaliséss en dupliqués et les résultats sont

indigués sous la forme de moyennes et écart-types des concentrations de polypeptide Ssol {ng/ml) mesurées dans
les surnageants.

Plasmide BHK 293T
Pei <20 <20
pCl-Ssol < 20 56 = 10
pCl-Ssol-CTE < 20 638
pCl-Ssol-WPRE 26 =1 531 =15
PCl-Scube 152 =6 1140 = 20

[0370] En résumé, ces résultats montrent que 'expression dans des cellules de mammiféres du géne synthétique
040530 codant pour la 3 du SRAS-CoV sous la dépendance de séquences prometrices de 'ARN polymérase |1 est bien
plus efficace que celle du géne sauvage de llisolat 031589, Cette expression est méme plus efficace que celle dirgée
par le géne sauvage en présence des séquences WPRE du virus de 'hépatite de la marmotte.

4) Applications

[0371] L'utilisation du gene synthétique 040530 codant pour la S du SRAS-CoV ou de sa variante Scube codant pour
le polypeptide Ssol est susceptible de remplacer avantageusement [ géne sauvage dans de nombrauses applications
ol 'expression de la S est nécessaire & des niveaux &levaés. En particulier pour :

- améliorer l'efficacité de limmunisation génique par des plasmides du type pCl-Ssynth voire pCl-Ssynth-CTE ou
pCl-Ssynth-WPRE

- etablir de nouvelles ligndes callulaires exptimant des quantités plus élevées de la protéine S ou du polypeptide Ssol
& 'aide de vecteurs lentiviraux recombinants porteurs du géne Ssynth ou du géne Scube respectivement

- améliorer 'immunogénicité des vecteurs lentiviraux recombinants permettant I'expression de la protéine S ou du
polypeptide Ssol

- améliorer I'immunogeénicité de vecteurs vivants permettant Fexpression de la protéine 3 ou du polypeptide Ssol
comme des virus recombinants de la vaccine ou des virus rougeole recombinants {voir exemples 16 et 17 ci-aprés)

Exemple 16 : Expression de la protéine de spicule (S) du coronavirus associé au SRAS (SRAS-CoV) a laide
de virus recombinants de la Vaccine.

Application vaccinale.

Application alaproduction d’une forme soluble de la protéine de spicule (S) et conception d’un test de sérologie
du SRAS.

1) Introduction

[0372] Le but de cet exemple est d'évaluer la capacité de virus recombinants de la vaccine (VV) exprimant différents
antigénes du coronavirus associé au SRAS (SRAS-CoV) a constituer de nouveaux candidats vaccins contre le SRAS
et un moyen de produire des antigénes recombinants en cellules de mammiféres,

[0373] Pour cela, les inventeurs se sont intéressés 4 la protéine de spicule (S) du SRAS-CoV, qui permet d'induire
aprés immunisation génique chez I'animal des anticorps neutralisants infectivite du SRAS-CoV, ainsi gu'a une forme
soluble et sécrétée de cette protéing, le polypeptide Ssol, qui est composé de lectodomaine (aa 1-1193) de la S fusionné
enson extrémité C-tera une étiquette FLAG (DYKDDDDK) via un linker BspEl cadant pour le dipeptide 8G. Ce polypeptide
Ssol présente une antigénicité similaire & celle de la protéine S et permet, aprés injection a la souris sous la forme d'une
protéine putifide adjuvée en hydroxide d'aluminium, linduction de titres élevés d'anticorps nedtralisants contre le SRAS-
CoV.
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[0374] Lesdifférentesformmes dugeéne S ont eétéplacées sous la dépendance dupromoteurdugene 7.5K puisintroduites
au sein du locus de lathymidine kinase (TK) de la souche Copenhague du virus de la vaccine par double recombinaison
homolegue in vivo. Afin d’améliorer l'immunogénicité des virus vaccine recombinants, un promoteur tardif synthetique
a été choisi a la place du promoteur 7.5K, pour augmenter la preduction de S et Ssol au cours des phases tardives du
cycle viral.

[0375] Apres avoir isolé les virus vaccine recombinants et vérifié leur capacité a exprimer 'antigéne S du SRAS-CoV,
leur capacité a induire chez la souris une réponse immunitaire contre le SRAS a été testée. Aprés avair purifié lantigéne
Ssol du surnageant de cellules infectées, un test ELISA de sérodiagnostic du SRAS a été congu, et son efficacité a été
évalude a ['aide de sérums de cas probables de SRAS.

2) Construction des virus recombinants

[0376] Des virus recombinants de la vaceine dirigeant I'expression de la glycoprotéine S de l'isolat 031589 du SRAS-
CoV et d'une forme soluble et sécrétée de cette protéing, le polypeptide Ssol, sous la dépendance du prometeur 7.5K
ont été obtenus. Dans le but d'augmenter les niveaux d’expression de S et Ssol, des virus recombinants dans lesquels
les cDNA de 8 et de Ssel sont placés sous la dépendance d'un promateur synthétique tardif ont également été obtenus.,
[0377] Leplasmide pTG186poly est un plasmide de transfert pour la construction de virus recombinants de la vaccine
(Kieny, 1988, Biotechnology, 4 :790-795). A ce titre, il contient le géne de la thymidine kinase du VV dans lequel a été
ihséré le promoteur du géne 7.5K suivi d’un site multiple de clonage petmeattant I'insertion de génhes hétérologues (figure
34A). Le promoteur du géne 7.5K contient en fait un tandem de delx séquences promottices actives respectivement
durant les phases précoces (Pg) et tardives (P ) du cycle de réplication du virug de |a vaccine. Les fragments BamH1-
Xho1 ont été excisés des plasmides pTRIP-S et pcDNA-Ssol respectivement et insérés entre les sites BamH1 et Smai
du plasmide pTG186poly pour donner les plasmides pTG-8 et pTG-5sol (figure 34A). Les plasmides pTG-S et pTG-
Ssol ont &t déposés & la CNCM, le 2 décembre 2004, sous les numéros [-3338 et 1-3339, respectivement.

[0378] Les plasmidas pTN480, pTN-S et pTN-3s0l ont été obtenus & partir des plasmides pTG186poly, pTG-S et
PTG-Ssol respectivement, en substituant le fragment Nde1-Pst1 contenant le promoteur 7.8K par un fragment d’ADN
contenant le promoteur tardif synthétique 480, qui a été obtenu par hybridation des oligonucléotides 5'- TATGAGCTTT
TTTITTITTTTIT TTITTTTTGGC ATATAAATAG ACTCGGCGCG CCATCTGCA-3 et 8- GATGGCGCGC CGAGTCTATT
TATATGCCAA AAAAAAABAA AAA AAAAAGC TCA-3 (figure 34B). L'insert a été séquencé a |'aide d'un kit BigDye
Terminator v1.1 {(Applied Biocsystems) et d'un séquenceur automatigue ABI377. La séquence du promoteur synthetique
tardif 480 tel que cloneé dans les plasmides de transfert de |la série pTN est indiquée figure 34C. Les plasmides pTN-S
et pTN-Ssol ont été déposés a la GNCM, le 2 décembre 2004, sous les numéros 1-3340 et [-3341, respectivement.
[0379] Les virus recombinants de la vaccine ont été obtenus par double recombinaison homologue in vivo entre [a
cassette TK des plasmides de transfert des séries pTG et pTN et le géne TK de la scuche Copenhague du virus de la
vaccine selon une procédure décrite par Kieny et coll. (1984, Nature, 312: 163-166). Brigvement, des cellules CV-1 sont
transfectées a l'aide de DOTAP (Roche) par de FADN génomique de la souche copenhague du virus de la vaccine et
chacun des plasmides de transfert des séries pTG et pTN décrits ci-dessus, puis surinfectées par lg virus vaccine
auxiliaire VV-ts7 pendant 24 heures &4 33°C. Le vitus auxiliaire est contre-sélectionné par incubation & 40°C pendant 2
jours puis les virus recombinants (phénectype TK-) sélectionnés par deux cycles de clonage sous milieu gélosé sur
cellules 143Btk- en présence de Bulr (25 pg/ml). Les 6 virus VV-TG, VV-TG-8, VV-TG-Ssol, VV-TN, VW-TN-5 et VV-
TN-Ssol ont été respectivement ebienus a l'aide des plasmides de transfert pTG 186poly, pTG-S, pTG-Ssol, pTN480,
PTH-8, pTN-Ssol. Las virus VV-TG et VV-TN n’expriment aucun géne hétérologue et ont été utilisés comme contrale
TK- dans les expériences. Les préparations de virus recombinants ont été réalisés sur monocouches de cellules CV-1
ou BHK-21 et le titre en unites formant plage {u.f.p.) déterminé sur cellules CV-1 selon Earl et Moss {1998, Current
Protocols in Melecular Biology, 16.16.1-16.16.13).

3) Caractérlsatlon des virus recombinants

[0380] L'expression des transgenes codant la protéine S et le polypeptide Ssol a été recherchée par westem blot.
[0381] Des manocouches de cellules CWV-1 ont &té infectées 4 une muliplicité de 2 par les différants virus vaceing
recombinants VV-TG, VV-TG-8, VV-TG-Ssol, VV-TN, VV-TN-S et VW-TN-Ssol. Aprés 18 heures d'incubation & 37°C
et sous 5% de CO2, des extraits cellulaires ont &té préparés en tampon de dépst selon Laemmli, séparés sur un gel
EDS & 8% de polyacrylamide puis transférés sur une membrane de PVDF (BioRad). La détection de cette immunoem-
preinte (« westem blot ») & éte réalisee a 'aide d’un sérum polyclenal de lapin anti-S (immun-sérum du lapin P11135 ;
cf exemnple 4) et d'anticorps polyclonaux d'ane dirigés contre les IgG de lapin et couplés a la peroxidase (NA34V,
Amersham). Les anticorps fixés ont été révéles par luminescence a I'aide du kit ECL+ (Amersham) et de films d'auto-
radiographie Hyperfim MP {Amersham).

[0382] Comme le montre la figure 35A, le virus recombinant VV-TN-S dirige 'expression de la protéine S a des niveaux
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qui sont comparables & ceux que ['on peut chserver 8h aprés infection par le SRAS-CoV mais qui sont bien plus élevés
que ceux que I'on peut cbserver apres infection par W-TG-3. Dans une deuxiéme expéerience (figure 35B), 'analyse de
quantités variables d'extraits cellulaires montre que les niveaux d'expressicn cbserves apres infection par les virus de
la série TN (VV-TN-3 et V¥-TN-3sol) sont environ 10 fois plus élevés que ceux observés avec les virus de |a série TG
(VV-TG-S et VV-TG-Ss0l respectivement). En outre, le polypeptide Ssol est sécrété dans le surnageant de cellules CV-
1 infectées par le virus VV-TN-3Sscl plus efficacement que dans le surnageant de cellules infectées par YV-TG-Ssol
(figure 36A). Dans ceatte expérience, le virus VV-TN-Sflag a €té utilisé a titre de contrdle, car il exprime la forme mem-
branaire de la protéine S fusionnée en son extrémiteé C-ter & I'étiquette FLAG. La protéine Sflag n'est pas détectée dans
le surnageant des cellules infectées par VV-TN-Sflag, démontrant que le polypeptide Ssol est bien sécrété de fagon
active aprés infection par VV-TN-Ssol.

[0383]) Ces résultats démontrent gue les virus vaccine recombinants sont bien porteurs des transgénes et permettent
Fexpression de la glycoprotéine du SRAS sous sa forme membranaire (S) ou sous une forme soluble ot sécrétée (Ssal).
Les virus vaccine porteurs du prometeur synthétique 480 permettent Fexpression de S et la séerétion de Ssol & des
niveaux bien plus élevés que les virus perteurs du prometeur du géne 7.5K,

4) Application a la production d’'une forme soluble de la S du SRAS-CoV. Purification de cet antigéne recom-
binant et applications diagnostiques.

[0384] La lignée BHK-21 est la ligné&e cellulaire qui sécréte les quantités les plus élevées de polypeptide Ssol aprés
infection par le virus VV-TN-Ssol parmi les lighées testées (BHK-21, CV1, 293T &t FrhiK-4, figure 36B); elle permet la
production et la purificaticnh en quantité du polypeptide recombinant Ssol. Dans une expérience type ol les conditions
expérimentales d'infection, de production et de purification ont été optimisées, les callules BHK-21 sont ensemeancées
eh milieu de culture standard (DMEM sans pyruvate contanant 4.5¢/ de glucose et supplémeanté par 5% de TPB, 5%
de SVF, 100 Uiml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycing) sous la forme d'une monocouche sous-confluente (10
millions de cellules pour chaque 100 cm? dans 25 ml de milieu). Aprés 24h d'incubation & 37°C sous 5% de CO,, les
cellules sont infectées a une M.O.1. de 0.03 et le milieu standard remplacé par le milieu de sécrétion ol la quantité de
SVF est abaissée 4 0.5% et le TPB supprimé. Le surnageant de culture est prélevé aprés 2,5 jours d'incubation 4 35°C
et sous 5% de CO, et le virus de la vaccine inactivé par addition de triton X-100 (0,1%). Aprés filtration sur membrane
de polyethersulfone (PES) de 0.1 wm, le polypeptide recombinant Ssol est purifié par une chromatographie d'affinité
sur matrice anti-FLAG avec élution par une solution de peptide FLAG (DYKDDDDK) & 100 pg/ml en TBS (Tris 50mM
pH 7.4, 150 mMNaCl).

[0385] L'analysepargel SD3 a8 % d'acrylamide coloré au nitrate d’argent a mis en évidence un polypeptide majoritaire
dontla masse moléculaire est d’environ 180kD et dont le degré de pureté estsupérieur & 90% (figure 37).Laconcentration
du polypeptide recombinant Ssol purifié a été déterminée par comparaison avec les margueurs de masse moléculaire
et estimée & 24 ng/pl

[0386] Cette préparation de polypeptide Ssol purifié permet de réaliser une gamme étalon pour mesurer & ['aide d'un
test ELISA-capture les concentrations de Ssol présentes dans les surnageants de culture. Selon ce test, la lignée BHK-
21 sécrate enviren 1 pg/ml de polypeptide Ssol dans les conditions de production décrites plus haut. En outre, le schéma
de purification présenté permet de purifier de I'erdre de 160 pg de pelypeptide Sscl par litre de surnageant de culture,
[0387] Laréactivité en ELISA du polypeptide recombinant Ssol a été analysée vis-a-vis de sérums de patients atteints
de SRAS.

[0388] Les sérums de cas probables de SRAS testés ont été choisis sur la base des résultats {positifs ou négatifs)
d'analyse de leur réactivité spécifique vis & vis des antigénes natifs du SRAS-CoV par test d'immunofluorescence sur
cellules VeroEb infectées par le SRAS-CoV et/ou par test ELISA indirect en utilisant comme antigéne un lysat de cellules
VeroEg infectées par le SHAS-CoV. Les sérums de ces patients sont identifiés par un numéro d’ordre du Centre National
de Référence des Virus Influenzae ainsi que par les initiales du patient et le nombre de jours écoulés depuis le début
des symptémes. Tous les sérums de cas probables {cf Tableau XVI) reconnaissent les antigénes natifs du SRAS-CoV
a l'exception du sérum 03256562 du patient VTT, pour lequel l'infection par le SRAS-CoV n’a pas pu &tre confirmee par
RT-PCR réalisée sur prélévements respiratoires des jours 3, 8 et 12, Un panel de sérums témoin a éte utilisé 2 titre de
contrdle (sérums TV): 1l s"agit de sérums prélavés en France avant I'épidémie de SRAS sunvenue en 2003.

Tableau XVI : sérums de cas probahles de SRAS

sérum patient jour de prélévement
033168 JYK 38
033597 JYK 74
032632 NTM 17
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{suite)
SErum patient jour de prélévement
032634 THA 15
032541 PHY 10
032542 NIH 17
032552 VTT 8
032633 PTU 16

[0389] Des phases solides sensibilisées par le polypeptide recombinant Ssol ont été préparées par adsomtion d'ung
solution de polypeptide Ssol purifié & 4 pg/ml en PBS dans les puits d'une plague ELISA. Les plaques sont incubées
une nuit & 4°C puis lavées avec du tampon PES-Tween (PBS, 0,1% Tween20). Aprés lavage en PES-tween, les sérums
a tester {100 pl} sont dilués au 1/100 et 1/400 dans du tampon PBS-lait écrémé-Tween (PBS, 3% lait écréme, 0,1%
Tween) puis ajoutés dans les puits de |la plaque ELISA sensibilisée. Les plagques sont incubées 1h & 37°C. Aprés 3
lavages avec du tampon PBS-Tween, le conjugué anti-lgG humaines marqué a la peroxidase (réf NA933Y, Amersham)
dilué au 1/4000 dans du tampon PBS-lait écrémé-Tween est ajouté puis les plaques sont incubées une heure & 37°C.
Aprés 6 lavages avec du tampon PBS-Tween, le chromegéne (TMB) et le substrat (H,0.) sont ajoutés et les plagues
sent incubées 10 minutes & Iabri de la lumiére, La réaction est arrétée par gjout d'une sclution 1M de HiPQ, puis
Fabsorbance est mesurée & 450 nm avec une référence & 620nm.

[0390] Les tests ELISA (figure 38) démeontrent que le polypeptide recombinant Ssol est reconnu spécifiquement par
les anticorps sériques de patients atteints de SRAS prélevés en phase moyenne ou tardive de l'infection (> 10 jours
aprés le début des symptdmes), alors qu'il n'est pas reconnu de fagon significative par les anticorps sériques des sérums
témoins de sujets non atteints de SRAS.

[0391] En conclusion, cas résultats démontrent que le polypeptide recombinant Ssol peut &tre purifié & partir du
surnageant de cellules de mammiféres infectées par le virus vaccine recombinant W-TN-Ssol et étre utilisé comme
antigéne pour la mise au point d'un test ELISA de diagnostic sérologique de linfection par le SRAS-CoV.

5) Applications vaceinales

[0392] Limmunogéenicité des virus vaccine recombinants a été étudiée chez la souris.

[0393] Pour cela, des groupes de 7 souris BALB/c ont été immunisés par voie i.v, 4 deux reprises & 4 semaines
diintervalle par 106 u.f.p. de virus vaccine recombinants VV-TG, VV-TG-8, W-TG-Ssol, W-TN, W-TN-S et VV-TN-Ssol
ainsi que, a titre de contréle, VV-TG-HA qui dirige 'expression de I'hémagglutinine de la souche A/PR/8/34 du virus de
la grippe. Les sérums immuns ont eté préleves 3 semaines aprés chacune des immunisations {IS1, 1S2).

[0394] Les sérums immuns ont été analyses par pool pour chacun des groupes par ELISA indirect en utilisant un lysat
de cellules VeroE®S infectées parle SRAS-CoV comme antigéne et & titre de contrdle, un lysat de cellules YeroE6 non
infectées. Les titres (T1) en anticorps anti-SRAS-CoV sont calculés comme lnverse de la dilution produisant une DO
spécifiqgue de 0,5 aprés révélation par un anticoms polyclonal anti-lgG{H+L) de souris couplé a la peroxidase (NA931V,
Amersham) et du TMB additionné de H,O, (KPL). Cette analyse (figure 39A) montre que l'immunisation par le virus
WVY-TG-S et W-TN-S induit chez la sours dés la premigére immunisation des anticorps dirigés contre la forme native de
la protéine de spicule du SRAS-CoV présente dans le lysat de cellules VercES infectées. Les réponses induites par le
virus VV-TN-5 sont plus élevées que celles induites par le virus VV-TG-S aprés la premiére (TI=740 et TI=270 respec-
tivement) et la deuxidme (TI=3230 et TI=600 respectivement) immunisation. Le virus YV-TN-Ssol induit de forts titres
d'anticorps anti-SRAS-CoV aprés deux immunisations (TI=640), alors que le virus VV-TG-Ssol induit une réponse & la
limite de la détection {T1=40),

[0395] Les sérums immuns ont été analysés par pool pour chacun des groupes pour leur capacité 4 séroneutraliser
Finfectivité du SRAS-CoV. 4 points de séroneutralisation sur cellules FRhK-4 (100 TCID50 de SRAS-CoV) sont réalisés
pour chacune des dilutions de raison 2 testées & partir du 1/20. Le titre séroneutralisant est caleulé selon la méthode
de Reed et Munsch commae l'inverse de la dilution neutralisant I'infectivité de 2 cupules sur 4. Cette analyse mentre que
les anticorps induits chez la souris par les virus vaccine exprimant la protéine S ou le polypeptide Ssol sont neutralisants
et que les virus & promoteurs synthétiques sont des immunogénes plus efficaces que les virus porteurs du promoteur
7.5K : les titres les plus élevés (640) sont observes aprés 2 immunisations par le virus VV-TN-S {figure 39B).

[0396] Lepouveir protecteur des anticarps neutralisants induits chez la souris aprés immunisation par les virus vaccine
recombinants est évalué a l'aide d’'une infection d'épreuve par le SRAS-CoV.
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6) Autres applications

[0397] Des virus vaccine recombinants de troisieme genération sont construits en substituant les séquences sauvages
des génes 3 et Ssol par des génes synthétiques optimisés pour 'expression en cellules de mammiféres, décrits ci-
dessus. Ges virus vaccine recombinants sont susceptibles d'exprimer des quantites plus importantes des antigénes S
et Ssol et donc de présenter une immunogeénicité accrue,

[0398] Le virus vaccine recombinant VV-TN-Ssol peut étre utilisé pour la production en quantité et la purification de
Fantigéne Ssol en vue d'applications diagnostiques (sérologie par ELISA) et vaccinales (vaccin sous-unitaire).

Exemple 17 : Virus recomblnant de la rougeole exprimant la protéine de spicule (S) du coronavirus associé
au SRAS (SRAS-CoV). Applications vaccinales.,

1) Intreduction

[0398] Le vaccin rougeole {MV) induit chez 'lhomme une immunité protectrice de longue durée aprés une seule
injection (Hilleman, 2002, Vaccine, 20 : 851-865). La protection conférée est trés robuste et repose sur l'induction d'une
réponse en anticorps et dFune réponse cellulaire CD4 et CD8. Le génome du MV est trés stable et aucune réversion
vers la virulence des souches vaccinales n'a jamais été observée. Le virus de |a rougeole appartient au genre des
Morbitlivirus de la famille des Paramyxovitidae ; ¢'est un virus enveloppé dont le génome est un ARN monocaténaire
de polarité négative de 16kb {figure 40A) et dont le cycle de réplication exclusivernent cytoplasmique exclut toute
possibilité d'intégration dans le génome de I'hdte. Le vacein rougeole est ainsi 'un des vaccins vivants les plus efficaces
et las plus sirs utilisés dang la population humaine. L'équipe de Frédéric Tangy a dévaloppé récemment un vacteur
d'expression sur la base de la souche Schwarz du virus de la rougeole, qui est |a souche atténuée la plus slre et la
plus utilisée chez 'homme comme vacein contre la rougeole. Gette souche vaccinale peut étre isolée a partir d'un clone
moléculaire infectieux en conservant son immunogenicité chez les primates aingi que chez? la sourig susceptible 2
linfection. Elle constitue, aprés insertion d'unités de transcription supplémentaires, un vecteur pour I'expression de
séquences hétérologues (Gombredet, 2003, J. Virel, 77 : 11546-11554). Enoutrg, un MV Schwarz recombinant exprimant
la glycoprotéine d’enveloppe du virus West Nile (WNV) induit une réponse en anticorps efficace et de longue durée qui
protege la souris d'une infection d'épreuve leétale par le WNY (Despres et al, 2004, J. Infect. Dis., sous presse). Toutes
ces caractéristiques font de la souche afténuee Schwarz du virus de la rougeole un candidat vecteur extrémement
prometteur pour la construction de nouveaux vaccins vivants recombinants.

[0400] Lebut decet exemple estd'évaluer la capacité de virus recombinants de la rougecle (MV) exprimant différents
antigénes du coronavirus associé au SRAS {(SRAS-CoV) a constituer de nouveaux candidats vaccins contre le SRAS.
[0401] Les inventeurs se sont intéressés a la protéine de spicule {S) du SRAS-CoV, qui permet d'induire apres
immunisation génique chez 'animal des anticorps neutralisants I'infectivité du SRAS-CoV, ainsi qu'a une fotme soluble
et sécrétée de cette protéine, le polypeptide Ssol, qui est composé de l'ectodomaine (aa 1-1193) dg la S fusionné en
sen extrémité Cter 2 une étiquette FLAG (DYKDODDK) via un linker BspEl codant pour le dipeptide SG. Ce polypeptide
Ssol présente une antigénicité similaire & celle de la protéine S et permet, aprés injection & la souris sous laforme d'une
protéine purifiée adjuvee en hydroxide d’aluminium, I'induction de titres éleves d’anticorps neutralisants contre le SRAS-
CoVv.

[0402] Les différentes formes du géne S ont été intreduites sous la forme d'une unité de transcription supplémentaire
entre les génes P (phosphoprotéine) et M (matrice) dans le cADN de la souche Schwarz du MV précédemment décrite
(Combredet, 2003, J. Virol. 77 : 11546-11554 ; Demande EP N° 02291551.6 du 20 juin 2002, et Demande EP n®
02291550.8 du 20 juin 2002). Aprés avoir isolé les virus recombinants MYSchw2-SARS-S et MVSchw2-SARS-Ssol et
vérifié leur capacité a exprimer antigéne S du SRAS-CoV, leur capacité a induire chez la souris puis chez le singe une
réponse immunitaire protectrice contre le SRAS est testée.

2) Construction des virus recombinants

[0403] Le plasmide pTM-MVSchw-ATUZ {figure 40B) contient un ¢ADN infectisux correspondant a Fantigénome de
la souche vaccinale Schwarz du virus de la rougecle (MV) dans lequel une unité de transcription supplémentaire (ATU)
a été introduite entre les génes P (phosphoprctéine) et M (matrice) (Combredet, 2003, Joumal of Virology, 77 ;
11546-11554). Des génomes recombinants MVEchw2-SARS-S et MVSchw2-SARS-8sol du virus de la rougeole ont
été construits par l'insertion des ORFs de la protéine S et du polypeptide Ssol au sein de 'unité de transcription sup-
plémentaire du vecteur MVSchw-ATUZ,

[0404] Pour cela, un fragment d'ADN contenant le cADN de la S du SRAS-CoV a até amplifié par PCR & I'aide des
oligonucleotides 5-ATACGTACGA CCATGTTTAT TTTCTTATTA TTTCTTACTC TCACT-3 el 5-ATAGCGCGCT CAT-
TATGTGT AATGTAATTT GACACCCTTG-3' en ulilisant le plasmide pcDNA-S comme matrice puis inséré dans le
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plasmide pCR®2.1-TOPO {Invitrogen) pour cbienir le plasmide pTOPO-5-MV, Les deux oligonucléotides utilisés con-
tiennent des sites de restriction Bsiw1 et BssHII, de fagen & permetire linsertion ultérieure dans |e vecteur rougeole,
et ont eté congus de facon & générer une séquence de 3774 nt incluant les codons dinitiation et de terminaison, afin
de respecter la régle des 6 qui stipule que la longueur du génome d'un virus rougeole doit &tre divisible par 6 (Calain &
Roux, 1993, J. Virol., 67 : 4822-4830 ; Schneider et al., 1997, Virology, 227 : 314-322). L'insert a été séquence a l'aide
d'un kit BigDye Teminator v1.1 (Applied Bicsystems) et d'un séguenceur automatique ABI377.

[0405] Afin dexprimer une forme scluble et sécrétée de la 5 du SRAS-CoV, un plasmide contenant FADNG du poly-
peptide Ssol correspondant a 'ectodomaine (aa 1-1193) de la S du SRAS-CoV fusionné en son extrémité C-ter a la
séquence d'une étiguette FLAG (DYKDDDDK) via un linker BspEl codant pour le dipeptide SG a ensuite été obtenu,
Pour cela, un fragment d'ADN a été amplifié & I'aide des oligonucléotides 5-CCATTTCAAC AATTTGGCCG-3 et 5™
ATAGGATCCG CGCGCTCATT ATTTATCGTC GTCATCTTTA TAATC-3' & partir du plasmide pCDNA-Ssol puis inséré
dans le plasmide pTOPQO-S-MVY entre les sites Sall et BamH1 pour obtenir le plasmide pTOPO-5-MV-5F. La séquence
genérée estlongue de 3618 nt entre les sites BsiW1 et BssHIl et respecte la régle des 6. L'insert a été séquencé comme
indiqué ci-dessus,

[0408] Lesfragments BsiW1-BssHIl contenant les ADNe de la protéine S et du polypeptide Ssol ont ensuite &té excisés
par digestion des plasmides pTOPQ-3-MV et pTOPQ-S-MV-SF puis sous-clonés entre les sites correspendants du
plasmide pTM-MVSchw-ATUZ pour donner les plasmides pTM-MVSchw2-SARS-S et pTM-MVSchw2-SARS-Ssel {fi-
gure 40B). Ces deux plasmides ont été déposés & la C.N.C.M. e 18" décembre 2004, sous les numéros [-3328 et |-
3327, respectivement.

[0407] Les virus rougecle recombinants correspondants aux plasmides pTM-MVSchw2-SARS-S et pTM-MVSchw?2-
SARS-5s0l ont été obtenus par genétique inverse salon le systéme reposant sur I'ulilisation d'une lighée cellulaire
auxiliaire, décrit par Radecke et coll. {1995, Embo J., 14, : 5773-5784) et modifié par Parls et coll. {1989, J. Virol., 73 :
35660-3566). Brievement, les cellules auxiliaires 293-3-46 sont transfectées selon la méthode au phosphate de calcium
par 5 pg des plasmides pTM-MVYSchw2-SARS-5 ou pTM-MVSchw2-SARS-Ssal et 0,02 ug du plasmide pEMG-La
dirigeant I'exprassion de la polymérase L du MV {don de M.A. Billeter). Aprés une nuit d’incubation 4 37°C, un choc
thermique est realisé pendant 2 heures & 43°C et les cellules transfectées sont transférées sur une monocouche de
cellules Vero, Pour chagun des deux plasmides, des syncytia sont apparus apres 2 a 3 jours de co-culture et ont été
transférés successivement sur des monocouches de cellules Vero & 70% de confluence en boites de pétri de 35 mm
puis en flacons de 25 et 75 cm2. Quand les syncytia ont atteint 80-90% de confluence, les cellules sont récupérées a
l'aide d'un gratteir puis congelées et decongelées une fois. Aprés une centrifugation & basse vitesse, le surmageant
contenant le virus est conserve en aliquot 4 -80°C. Les titres des virus recombinants MYSchw2-SARS-S et MV Schw2-
SARS-Ssol ont été détermingés par dilution limite sur cellules Vere et le titre en dose infectant 50% des cupules (TCIDz,)
calculé selon la méthode de Karber.

3) Caractérlsatlon des virus recombinants

[0408] L'expression des transg@nes codant la protéing S et le polypeptide Ssol a été recherchee par westem blot et
immunofluotescence.

[0408] Des menacouches de cellules Vere en flacens T-25 ont été infectées a une multiplicité de 0,05 par différents
passages des deux virus MY Schw2-SARS-S et MV Schw2-SARS-3Ssol et le virus sauvage MWSchw & titre de contréle.
Quand les syncytia ont atteint 80 & 20% de confluence, des extraits cytoplasmiques ont été préparés dans un tampon
d'extraction {150mMNaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7,2, 1% triton-X-100, 0,1% SDS, 1% DQC) puis dilués en tampon de
dépdt selon Laemmili, séparés sur un gel SDS & 8% de polyacrylamide et transférés sur une membrane de PVDF
(BicRad). La détection de cette immunoempreinte (« western blot») a été réalisée a l'aide o'un sérum polyclonal de lapin
anti-S (immun-sérum du lapin P11135 : cf exemple 4 ci-dessus) et d'anticorps polyelonaux d’ane dirigés contre les 1gG
de lapin et couplés a la peroxidase (NA934V, Amersham). Les anticorps fixes ont été révélés par luminescence a l'aide
du kit ECL+ {Amersham) et de films d’autoradiographie Hyperfilm MP {Amersham).

[0410] Des cellules Vero en monocouches sur lamelles de verre ont été infectées par les deux virus MVSchw2-SARS-
S et MV Schw2-SARS-Esol et le virus sauvage MWSchw atitre de contréle & des multiplicités d'infection de 0,08, Quand
les syncytia ont atteint 90 & 100% ({virus MVSchw?2-SARS-Sscl) ou 30 a 40% {MVSchw2-SARS-8 MWSchw) de con-
fluence, les cellules ont &té fixées dans une solution de PBS-PFA 4%, perméabilisées par une solution de PBS contenant
0,2% de triton puis marquéas par des anticorps polyclonaux de laping hypetimmunisés pat des virions purifiés et inactivés
du SRAS-CoV et par un conjugué d’anticomps de chévre anti-lgGi{H+L) de lapin couplé au FITC (Jackson).

[0411] Comme le montrent les figures 41 et 42, les virus recombinants MVSchw2-5ARS-S et MVSchw2-SARS-Sgol
dirigent 'expression de |a protéine S et du polypeptide Ssol respectivement & des niveaux comparables & ceux que I'on
peut observer 8h aprés infection par le SRAS-CoV. L'expression de ces polypeptides est stable aprés 3 passages des
virus recombinants en culture cellulaire. Ces résultats démontrent que les virus rougeole recombinants sont bien porteurs
des transpeénes et permettent I'expression de la glycoprotéine du SRAS sous sa forme membranaire (S) ou sous une
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forme soluble {Ssol). On s'attend a ce que |2 polypeptide Ssol soit sécrété des cellules infectées par le virus MY Schw2-
SARS-3s0l comme c'est le cas lorsque ce méme polypeptide est exprimé dans des cellules de mammiféres aprés
transfection transitoire des séquences correspondantes (cf exemple 11 ci-dessus).

4) Applications

[0412] Ayant montré que les virus MVYSchw2-SARS-8 et MVSchw2-SARS-Ssol permettent I'expression de la S du
SRAS-CoV, leur capacité a induire une réponse immunitaire protectrice contre le SRAS-CoV chez la souris CD46+"
IFN-apR*, qui est susceptible & I'nfection par le MV, est évaluée, La réponse en anticerps des souris immunisées est
évaluée partest ELISA contre les antigénes natifs du SRAS-CoV et pour leur capacité & neutraliser 'infectivité du SRAS-
CoV in vitro, en utilisant les méthodelogies décrites ci-dessus, Le pouvelr protecteur de la réponse sera évalué en
mesurant la réduction de la charge virale pulmonaire 2 jours aprés une infection d'épreuve non létale par le SRAS-CoV.
[0413]) Desvirusreugeele recombinants de seconde génération sent censtruits en substituant les séquences sauvages
des génes S et Sol par des g&nes synthétiques optimisés pour 'expression en cellules de mammiféres, décrits a lexemple
15 ci-dessus. Ces virus rougeole recombinants sont susceptibles d'exprimer des guantités plus importantes des anti-
genes S et Ssol et done de présenter une immunogénicité accrue.

[0414] Ahernativement, les génes sauvages ou synthétiques codant pour laprotéine S ou le polypeptide Ssol peuvent
étreinsérés dans le vecteur rougeole MYSchw-ATU3 sous la forme d'une unité de transcription supplémentaire localisée
entre les génes H et L, puis les virus recombinants produits et caractérisés de fagon similaire. Cette insettion est
susceptible de générer des virus recombinants possédant des caractéristiques (multiplication du virus, niveau d'expres-
sion du transgéne) différentes et possiblement une immunogénicité ameliorée par rapport 4 ceux obtenus aprés insertion
des transgénes entre les génes P et N.

[0418] Le virus rougecle recombinant MVSchw2-SARS-Ssol peut &tre utilisé pour la production en quantité et la
purification de I'antigéne Ssal en vue d’applications diagnostiques et vaceinales.

Exemple 18 : Autres applications liées a la protéine S
[0416]

a) Les vecteurs lentiviraux permettant 'expression de la S ou de Ssol (voire de fragments de |a 8) peuvent constituer
unvaccin recombinantcontre le SRAS-CoV, pour étre utilise en prophylaxie humaine et vétérinaire. Afin de démontrer
la faisabilité d’un tel vaccin, limmunogénicité des vecteurs lentiviraux recombinants TRIP-SD/SA-S-WFPRE et TRIP-
SD/SA-Ssol-WPRE est étudiée chez la souris.

b) Des anticorps monoclonaux sont produits al'aide du polypeptide recombinant Ssol, D'aprés lesrésultats présentés
& Fexemple 14 ci-dessus, ces anticorps ou du moins la majorité d’entre eux reconnaitront la forme native de la S
du SRAS-CoV et seront susceptibles d'applications diagnostiques et/ou prophylactiques.

¢) Un test de sérologie du SRAS est mis au point avec le polypeptide Ssol utilisé comme antigéne et la méthodelogie
du double épitope.

SEQUENCE LISTING

[0417]

<110> INSTITUT PASTEUR
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atattaggtt
ctctaaacga
gcagtataaa
tctgcagact
gtccgggtrgt
cacgtccaac
gactctgtgg
ctagtagagc
cgttctgatg
gacggcattc
gaaaccccaa
gotcataget
cccattgaag
ctcactcgtg
ccagatgggt
tgcactcttt
gaccatgage
acaccctteg
trtgtgrtte
actgagggtt
aacaatatgc
acgtgcgact
gaacctacta
tgtcaagacc
attgaaactc
tatgttggct

tcaggccata

tttacctacc
actttaaaat
caataataaa
gcttacggtt
gaccgaaagg
tcagtrtgece
aagaggcect
tyggaaaaagg
ccttaageac
agtacggtcg
ttgcataccy
atggcatcga
attatgaaca
agctcaatgg
accctcttga
ccgaacaact
atgaaattgc
aaattaagag
ctcttaactce
tcatggggcy
acttgtctac
ttctgaaage
catgtgggta
cagagattag
gactccgcaa
gctataataa

ctggeattac
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caggaaaagc
ctgtgtaget
ttttactgtce
tcglccgrgt
taagatggag
tgtcctteag
atcggaggca
cgtactgccce
caatcacggce
tagcggtata
caatgttctt
tctaaagret
aaactggaac
aggtgcagtc
ttgcatcaaa
tgattacatc
ctggttcact
tgccaagaaa
aaaagtcaaa
tatacgcrct
cttgatgaaa
cacttgigaa
cctacctact
acctgagcat
gggaggtagg
gcgtgectac
tggtgacaat

caaccaacct
gtcgetcgygc
gttgacaaga
tgcagtcgat
agcettgtte
gttagagacg
cgtgaacacc
cagcttgaac
cacaaggteg
acactgggag
cttcgtaaga
tatgacttag
actaagcatg
actcgctatg
gattttcteg
gagtcgaaga
gagcgetctg
tttgacactt
gtcattcaac
gtgtaccctyg
tgtaatcatt
cattgtggca
aatgctgtag
agtgttgcag
actagatgtt
tgagttectc
gtggagacct

67

cgatctctrg
tgcatgccta
aacgagtaac
catcagcata
ttggtgtcaa
tgctagtgeg
tcaaaaatgg
agccctatot
ttgagctgot
tactcgtgee
acggtaataa
gtgacgaget
gcagtgatyc
tcgacaacaa
cacgcgcggy
gaggtgtcta
ataagagcta
tcaaagggga
cacgtgtiga
titgcatctec
gcgatgaagt
ctgaaaattt
tgaaaatgcc
attatcacaa
ttggaggcty
gtgctagtge
tgaatgagga

tagatctgtt
gtgcacctac
tcgtcoctcet
cctaggttte
cgagaaaaca
tggcttcgyy
cacttgtggt
gttcattaaa
tgcagaaatyg
acatgtgagc
gggagccggt
tggcactgat
actccgrgaa
tttctgtyge
caagtcaatg
ctgctgccyt
cgagcaccag
atgcecaaag
aaagaaaaag
acaggagtgt
ttcatggcag
agttattgaa
atgtcctgec
ctactcgaac
Tgtgrrtacc
tgatattgge
tctecttgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



iG

15

25

35

46

45

50

55

atactgagtc
gttgccatca
agtcttgatt
aagggaaagc
ctgtgtggrt
gatgcagcaa
atttctgaac
aacagtgtca
ttgtctaatc
gcgaaactta
attacaggtg
gattgtgtaa
gtcactatcg
agcaagggac
crtaaggcac
tctgaggagg
ttcacaaatg
attaaggaca
tttegcttaa
gaagttcaag
gtgcttaatg
geatgtgtty
aacatgggta
ggtgaagaaa
gaggacgatg
acagaggatyg
gttgaggaag
ccagaaccag
dctgacaatg
arggtgattg
ctcaacaagg
ggcccrctta
ctgcatgttg
tatgaaaatt

gtgaacgtgt
ttttggeate
acaagtcttt
ccgtaaaagg
Tieccteaca
accactcaat
agrcattacyg
ttattatgge
tttrgggeac
gtgcaggagt
tttttgacat
aatgctrcat
ctggcgcaaa
tttaccgtca
caaaagaagt
ttattctcaa
gagctatcgt
dagaacadata
4a09ggggtgc
gttacaagaa
aaaagtgctce
tagcagagge
ttgatcttga
acttttcatc
cagagtgtga
attatcaagg
aagaagagga
aacctacacce
ttgccattaa
taaatgctge
caaccaatgg
cagtaggagg
ttggacctaa

fcaattcaca
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taacattaac
tttctctget
caaaaccatt
tgcrtggaac
ggcrgetggt
tcctgatteyg
Tctigtegac
atatgtaact
tactgttgaa
tgaatttctce
cgtcaagagt
tgatgttgrt
gttgcgatca
gtgtatacgt
aaccrrictt
gaacggtgaa
tggcacacca
ctgcgeattyg
accaattaaa
tgtgagaate
tgtctacact
tgttgtgaag
tgagtggagt
acgtatgtat
ggaagaagaa
tetocctety
agactggctg
tgaagaacca
atgtgttgac
taacatacac
tgccatgcaa
gtcttgtttg
cctaaatgca

ggacatctra

attgttggcg
tctacaagty
gttgagtcct
attggacaac
gttatcagat
caaagagcag
gccatgotet
gatgagtcity
aaactcaggce
aaggatgctt
caaatacagg
aacaaggcac
ctcaacttag
ggcaaggagc
gaaggtgatt
ctcgaageac
gtctgtgtaa
TctcctggLt
ggtgtaacct
acatttgagce
gttgaatccg
actttacaac
gtagctacat
TgttcctTte
artgatgaaa
gaatttggty
gatgatacta
gttaatcagt
atcgttaagg
ctgaaacatg
aaggagagtg
ctttctggac
dagtgaggaca
ctrgcaccat
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attttcatet
cctttatiga
gcggtaacta
agagatecagt
caatttttgc
ctgtcaccat
atacttcaga
tacaacagac
ctatctttga
gggagattct
ttgcttcaga
tcgaaatgty
gtgaagtctt
agctgcaact
cacatgacac
tcgagacace
atggcctcat
tactggetac
ttggagaaga
ttgatgaacg
gtaccgaagt
cagrttctga
tctacttatt
dcectecaga
cctgtgaaca
c¢tcagetga
ctgagcaatc
ttactggtta
aggcacaaag
gTggtggtgt
atgattacat
ataatcttgc
tccagetict
tgttgtcagce

gaatgaagag
cactataaag
taaagttacc
tttaacacca
gcgeacactt
acttgatggt
cctgcteacc
ttctcagtgg
atggattoag

caaatttctc

taacatcaag

cattgatcaa
catcgctcaa
actcatgcct
agtacttacc
cgttgatagc
gctcttagag
aaacaatgtc
tactgtttog
tgttgacaaa
tactgagttt
tctocttace
tgargatgcr
Tgaggaagaa
tgagtacggt
aacagttcga
agagattgag
tttaaaactt
tgrraatcer
agcaggtgea
taagctaaat
taagaagrgt
taaggcagea

aggcatattt

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
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ggtgctaaac
attgcagtca
aagcctagag
gaggagaaat
gatgaggtta
gctgatatca
tetttectty
acttgtgttg
ttgaagaaag
tatacacttg
ccrtcagaag
gaaatgctty
gccataatgyg
gactatggtg
aagctgaact
trtaarcttg
gtatcatcac
tctgaggage
tcaggacagce
cacactctgg
ctaaagagtc
aacactaatc
ccaacatact
aagactttct
catactcttyg
tggaaatrttc
ttgtctagty
caagaggctt
gcttacagta
ctacagcatg
ggtcagaaaa
tatgataatc
tatctagtac

ttacagcaag

cacttcagrc
atgacaaagc
tggaagcace
ctgtcgtaca
ccacaacact
atggtraagcet
agaaggatge
taataccctc
tgccagttga
aggaagctaa
cacctaatgc
cteatgctga
caaccatccea
tcegattctt
ctctaaatga
aagagoctgc
cagatgcrgt
actttgtaga
gtacagagtt
agagceccgt
tcttatecoct
tccacacaca
tggatggtyc
ttgtactacce
atgagagtie
ctcaagttog
ttttattage
attatagagc
dtaaaactgr
ctaatttgga
ctactacctt
ttaagacagg
aacaagagtc

gtacattctt
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tttacaagty
tetttatgag
taaacaagag
gaagcctgte
ggaagaaact
ttaccatrgat
accttacatg
caaaaaggct
tgagtatata
gactgctctt
taaggaagag
agagacaaga
acgtaagtat
ctrttatact
gccgetigee
gcgetgratg
tactacatat
aacagttict
aggtgttgaa
cgagtttcat
gcgggaggtret
gcttgtyggat
tgatgttaca
tagtgatgac
tcttggtagg
tggtttaact
acttcaacag
ccgtgctggrt
tggcgagett
atctgcaaag
aacgggrgta
tgtttccatt
ttettttgrt
atgtgcgaat

tgegtgeaga
caggttgtea
gagccaccaa
gatgtgaage
adgtttctia
tctcagaaca
gtaggtgatg
ggtggcacta
accacgtacc
aagaaatgca
attcraggaa
aaattaatgc
aaaggaatta
agtaaagagc
acaatgccaa
cortcrctta
datggatacc
ttggctgget
tttcttaage
cttgacggtg
aagactataa
atgtctatga
aaaattaaac
acactacgta
tacatgtctg
fcaattaaat
cttgaagtea
gargcrgcta
ggtgatgtca
cgagtretta
gaagctatga
ccatgrgtgt
atgatgtcty
gagtacacty
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cggtregtac
tggattatct
acacagaaga
caaaaattaa
Ccaataagtt
tgcttagagy
ttatcactag
ctgagatgct
ctggacaagy
aatctgcatt
crtgtatcctg
ctatatgcat
aaattcaaga
ctgtagcttc
ttgottatgt
aagctectac
tcactrcgtc
cttacagaga
gtggtgacaa
aggrtettte
aagtgtrcac
catatggaca
ctcatgtaaa
gtgaagcttt
ctttaaacca
gggctgataa
aattcaatgc
acttttgtge
gagaaactat
atgtggtgtg
tgtatatgog
gtggtcgtoa
caccacctygc

ataactatca

acaggtrrat
tgataacctg
ttccaaaact
ggcctgcatt
actcrtgttt
tgaagatatg
tggtgatatc
ctcaagaget
atgtgctggt
ttatgtacta
gaatttgaga
ggatgrtaga
gggcatcgtt
tattattacg
gacacatggti
cgragtrgtca
atcaaagaca
ttggtcctat
aattgtgtac
acttgacaaa
aactgtggac
gcagtttggt
tcatgagggt
cgagtactac
cacaaagaaa
caattgttat
accagcactt
actcatactc
gacccatctt
taaacattgt
tactctatct
tgctacacaa
tgagtataaa
gtgrggtcat

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
3100
5160
5220
5280
5340
5400
3460
5520
5580
5640
5700
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tacactcata
atgtcagagt
accatcaagc
ttggatggat
ccaactcaac
aaatttgctg
tctgtcacat
tcagcgagit
caggctacaa
acaaagccag
atggacaatc
accatacaga
atacttaaac
atggctgert
gccttagott
agtazaatyt
tgcgetaaga
ttgttccaat
acaactattg
aattatgtaa
ttaagtattt
aatrttggry
gttactacta
gactecctty
ctagacttga
dazttcttet
agtcatttca
ccegtttetg
agctatgttc
aatcgtgcca
gtctatgcaa
gacacatttt
cagtttaaaa

gtgaaaaaty

taactgctaa
acaaaggacc
ctgtgrcgea
attataaaaa
cattaccaaa
atgatttaaa
tettcecaga
tcaagaaagy
ccaagacaac
tagatactrc
ttgcttgtga
aggaagtcat
catcagatga
atgtggaaaa
taaaaacaat
tggcttatgl
gattagcaca
tgtgtacttt
ctaaaaatag
agtcacccaa
gcttaggttce
ctcerterea
tggatttctg
artcttatec
caattttagg
atttattagg
tcageaattce
caatggttag
atatcatgga
cacgcgrttga
atggaggccy
gcactggtag
gaccaatcaa

gegcgettca
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ggagacccec
agtgactgat
taaactcgat
ggataatgct
tgcgagtttt
tcaaatgaca
cttgaatggc
tgctaaatta
gttcaaacca
azattcatit
dagtcaacaa
agagtgtgac
aggrgttaaa
cacaagcatt
tgccacteat
caaaccattic
acgtgtgttt
tactaaaagt
tgttaagagt
attttctaaa
tCtaatetgt
Trgraarggc
tgaaggttct
agctcttgaa
tctggecget
Tctttcagct
ttggcteatg
gatgtacatc
tggttgeace
gtgtacaact
tggettotyge
tacattcatt
ccctactgac

ccrctactrt

tatcgtattg
grettctaca
goagttactt
tactatacag
gataatttca
ggcttcacaa
gatgtagtgg
ctgcataage
aacacttogt
gaagttctgg
ceeacctotg
gtgaaaacta
gtaacacaag
accattaaga
ggtattgctg
ttaggacaag
aacaatrtata
accaattcta
gttgctaaat
ttgttcacaa
gtaactgctg
gttagagaat
trtocttgea
accattcagg
gagtgggtte
ataatgcagg
tggtrrarca
ttetttgett
tcttcgactt
attgttaatyg
aagactcaca
agtgatgaag
cagtcatcot
gacaaggctg
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acggagctca
aggaaacatc
acacagagat
agcagectat
aactcacatyg
agccagette
ctattgacta
caatrgtrrg
grrtacgteg
cagtagaaga
aagaagtagt
ccgaagttgt
agttaggtca
aacctaatga
caattaatag
cagcaattac
tgecttatgt
gaattagagc
tatgtttgga
tegetatgty
cttttggtgt
tgtatctraa
geatrrgrte
tgacgatttc
tggcatatat
tgttctttgg
ttagtattgt
ctttctacta
gcatgatogtyg
gcatgaagag
attggaattg
ttgctcgtga
atattgttga

gtcaaaagac

ccttacaaag
ttacactaca
tgaaccaaaa
agacctigta
tictaacaca
acgagagcta
tagacactat
gcacatrtaac
terttggagt
cacacaagga
ggaaaatcct
aggcaatgic
tgaggatcrt
gctrtcacta
tgttectigy
aacatcaaat
gtttacatta
ttcactacct
tyceggeatt
gcrattgttyg
actctratct
ttegtctaac
aagtggatta
atcgtacaag
gttgttcaca
ctattttget
acaaatggca
catatggaag
ctataagegce
atctttctat
tctcaattgt
tttgtcactc
tagrgergct

ctatgagaga

5760
5820
5880
5940
6000
6060

6120

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
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catcegetct

-ctgcctatta

tctgetteeg
crtgtatecag
gacacctttt
gctcacageq
gctgeecgac
aaacttteac
acctataata
gcaaggcata
aaagactaca
aacaacatac
actaaaatct
gccacattat
ttgtcaatec
gtcactcgtg
gcatgottta
gctatcatta
gcaatcaatg
tgctacacac
gcrgctgagt
actaatttgc
cttatggatg
gtaacaactt
atttgcctat
goagttttct
caacctgtgg
ttggtgactt
catgttgtty
ccagcttaca
ttcaccaaty
gtgccrtitt
Tictttaaca

gaggagycty

cceattttgt
atgtcatagt
tgtactacag
acgtiggaga
cagcaacttt
agttagcaaa
aaggtgtrgt
atcactctga
agagtrgaaaa
tcaatgecca
tgtctttate
cttrttagact
cacrcaaggg
tgtgcgttet
atgatggtta
acatcatttc
gccagegtag
caagagagat
gtgacttctt
cttccaaact
gracaatttt
tagagggtic
gtrccatcat
ttgatgctga
ctaccagtgg
gtggtgttoa
gtgcttraga
gtgetgocta
ctgctaatge
getttetgec
atgtttcatt
ggataacagc
acratcttag

ctttgtgtac
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caatttagac
ttttgatgge
tcagctgaty
tagtactgaa
tagtgttect
gggigtagct
tgataccgat
cttagaagtg
catgacgece
agtagcaaaa
tgaacagetg
aacttgrget
tggtaagatt
tgctgeatty
cacaaatgaa
tactgatgat
tggttcatac
tggtttcata
geattrtitcta
cattgagtat
taaggatrgct
tatttctiat
acagtttecet
gtactgtaga
tagatgggtt
tgcgatgaat
Tgtgtctget
ctactttatg
actittgttt
gggagtctac
cttggctcac
aatctatgta
gaaaagagtc

cttitrgete

aatrttganag
aagtccaaar
tgccaaccta
gtttcegtta
atggaaaaac
ttagatggtg
gttgacacaa
acaggtgaca
agagatcrtg
agtcacaatg
cgtaaacaaa
acaactagac
grtagtactt
gtttgttata
atcattggtt
tgttttgcaa
aaaaatgaca
gtgectgget
cctegtgtret
agtgatttig
atgggcaaac
agtgagcttc
aacacttacc
catggtacat
cttaataatqg
ctcatagcta
tcagtagtaqg
aaattcagac
ttgatgtctt
tcagtettit
cttcaatggt
ttctgtattt
atgrttaatg

adcaaggaad

71

ctaacaacac
gcgacgagtc
TTctgrtgct
agatgtttga
ttaaggcact
tcetrtetac
aggatgttat
gttgtaacaa
gcgcatgtat
titcactcat
ttcgtagtge
aggttytcaa
grtttaaact
tegttatgee
acaaagccat
ataaacatgce
aaagctgcce
taccgggtac
ttagtgctgt
ctacctctgc
ctgtgccata
gtccagacac
tggagggtrrc
gcgaaaggte
agcattacag
acatctttac
ctggtggtat
gtgtttttgg
tcactatact
acttgtactt
ttgccatgtt
ctctgaagca
gagrracatt

tgtacctaaa

taaaggttca
tgcttctaag
tgaccaagct
tgcttatgtc
tgttgctaca
attcgtgtca
tgaatgictc
ttrcatgetc
tgactgtaat
ctggaatgta
tgccaagaag
tgtcataact
tatgcttaag
agtacataca
tcaggatggt
tggtittgac
tgtagtagct
Tgrgctgaga
tggcaacatt
ttgcgttett
ttgttatgac
tcgttatotg
tgttagagta
agaagtaggt
agctctatea
tectettyty
tattgccata
tgagtacaac
ctgtctagta
gacattctat
ttctectatt
ctgecattgy
tagtaccrtc
attgcgtage

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
£640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
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gagacactgt
tatttcagtyg
aaggctctaa
tcaatcactt
gttgaagggl
gatgacacag
aactatgaag
gttcaacttc
acttcetaacc
tcagttctag
aatcatacca
gattatgatt
gctggtactg
gctgeaggta
atcaatggtg
gtggcaatga
crttetgete
cagaatggta
ccatttgaty
gttaagggca
caaagtacac
crtggtatra
ttgtgcttgt
cctgctaget
gottataggc
acagctcgea
acacttgttt
ttagttatee
agagctatag
ttacagtgta
Cttttctgtt
tctacacaag
gatgctttca

gctactgtac

tgccacttac
gagccttaga
atgactttag
ctgctgttct
gcatggtaca
tatactgtcc
atctgetcat
gtgtrtattgg
ctaagacacc
catgctacaa
ttaaaggttc
gcgtgtettt
acttagaago
cagacacaac
ataggtggtt
agtacaacta
aaacaggaat
tgaatggtcg
ttgttagaca
ctcatcattg
agtggtcact
tggcaattgc
trcrgttace
gggtgatgcg
ttaaggatto
ctgtrtatga
acaaagtcta
ctgtaacctc
tgtttgtgtg
tcatgettgt
tactcaaccg
aatrtaggta
agcttaacat

agtctaaaat
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acagtataac
tactaccage
caactcaggt
gcagagtgat
agtaacctgt
aagacatgtc
tcgcaaatce
ccatrtctatg
caagtataaa
tggttcacca
fttccttaat
ctgctatatg
taaattctat
cataacatta
tcttaataga
tgaacctiig
tgccgtcrta
tactatccett
atgctctggt
gatgctitta
gtrtrtctet
tgcatgtget
ttctcttgea
tatcatgaca
tgttatgtat
tgatgctgct
ctatggtaat
taactattct
tgttgagtat
rtattgttte
ttacttcaqgg
tatgaactce
taagttgttg
gtergacga

aggtatcttg
tatcgtgaag
gctgatrgrte
tttaggaaaa
ggaactacaa
atttgcacag
aaccatagct
rtaazattgte
tttgtcegta
tetggtgttt
ggatcatgty
catcatatgg
ggtccatttg
aatgttttgg
ttcaccacta
acacaagatc
gatatgtgtyg
ggtagcacta
gttaccttee
acttrcttga
gtttacgaga
atgcergettg
acagtigcett
tggcttgaat
gcrtcagett
agacgtgttt
gctttagatc
ggtgtcgtta
tacccattgt
ttaggctatt
cttactcttg
caggggcttt
ggtattggag
aagtgcacat

ctctatataa
cagcrrgety
tcraccaacce
tggcattcec
ctcttaatgg
cagaagacat
ttctrgttca
tgcttagget
tccaacctgg
atcagtgtgc
gtagtgttgg
agcttccaac
ttgacagaca
catggcrgta
ctitgaatyga
atgttgacat
ctgctttgaa
ttttagaaga
aaggtaagtt
catcactatt
atgcrrecte
ttaagcataa
actttaatat
tggctgacac
tagttitget
ggacactgat
aagctattec
cgactatcat
tatttattac
gttgctoctg
gtgtitatga
tgectcctaa
gtaaaccatg

ctgtggtact

caagtacaag
ccacttagca
accacagaca
gtcaggcaaa
attgtggtty
gcttaatect
ggctggcaat
taaagttgat
tcaaacattt
catgagacct
ttttaacatt
aggagtracac
aactgcacag
tgctgctgtt
ctttaacctt
attgggacct
agagctgcty
tgagtttaca
€aagaaaatt
gattctigrt
gccatttact
gcacgeattc
ggtctacatyg
tagcttgtet
tattctcaty
gaatgtcatt
catgrygggcc
grttttagct
tgocaacacce
ctactrtggc
ctacttggte
gagtagtatt
tatcaaggrt

gctcteggtt

9840

9960

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
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sttcaacaac
aatgatattc
tetgtrttge
gataaccgtyg
gcttatgeca
gttctcaaaa
gceargeaac
gcaagatcty
atgcitagoa
tgtgticcac
gattatggta
tgggaaatcc
atggacaatt
gctgttaaac
gcrggtacca
aagggaggta
ttcecctaaga
gttacagaca
aacctaaata
aatgctacag
¢Crgctaaag
ddgatgtigt
atggaccaag
catccaaatc
tgtgctaaty
tggaaaggtt
gcatcaacgt
caggcactag
gttttacaaa
atttattaga
agactattta
ttagagtaga
tggetgattt

aaatactcge

ttagagtaga
trertgeaaa
tatccatgea
ctactctica
ctgcecagga
agttaaagaa
gcaagttoga
aggacaagag
agcttgataa
tcaacatcat
cctacaagaa
agcaagttgt
caccaaattt
tacagaataa
cacaaacagc
ggttigtgct
gtgatrggtac
<accaaaagg
gaggtatggt
aagtacctgce
catataagga
gracacacac
agtcctitgg
ctaaaggatt
acccagtogg
atggetgrag
ttitaaacag
tactgatgtc
gttcctagaa
ctcrtacttt
taacttogtt
tggtgacaty
agtctatgct

cacatacaat
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gtcatctict aaattgtggg cacaatgtgt

agacacaact
gggtgergta
ggctattget
ggcctatgag
atctitgaat
aaagatggca
gocaaaagta
tgatgcactt
accattgact
cacttgtgat
tgatgcggat
gygcttggcet
tgaactgagt
ttgtactgat
ggcattacta
aggtacaatt
gcctaaagtg
gctgggcagt
caattcaact
ttacctagea
tggtracagga
tggtgcttea
ctgtgacttg
ttttacactt
ttgtgaccaa
gtrtgcggto
gtctacaggg
actaattgct
gtagttaaga
aaagattgte
gtaccacata
ctacgtcatt
tgctgtgatg

gaagetttcg
gacattaata
tcagaattta
caggctgtag
gtggctaaatc
gatcaggcta
actagtgcta
aacaacatta
acagcageca
ggtaacacct
agcaagattg
cttattgtta
ccagtageac
gacaatgcac
tcagaccacc
tacacagaac
aaatacttgt
ttagetgeta
gtgctttect
agtggaggac
caggcaatta
tgttgtctgt
aaaggtaagt
agaaacacag
ciccgegaac
taagtgcage
crtttgatat
gtcgcttcca
ggcatactat
€agcogttgce
tatcacgtea
ttgatgaggg
atgattattt

agaagatggt
ggttatgcga
grrctttace
ctaatggtga
ctgagtttga
tgacccaaat
tgcaaacaat
tcaacaatge
aactcatggt
ttacatatgc
ttcaacttag
cagctctaag
tacgacagat
ttgcctacta
aagatctcaa
tggaaccace
acttcatcaa
cagtacgtct
tetgtgettt
gaccaatcac
ctgtaacacc
attgtagaty
acgtccaaat
tctgtaccot
ccttgatgea
ceygretraca
ttacaacgaa
ggagaaggat
gtctaactac
tgtccatgac
gecgrctaact
taattgtgat

caataagaag

acaactccac
tTtctcttteg
ggaaatgctce
atcatatgcee
ttctgaagtc
ccgtgatget
gtacaaacayg
gctetecact
gcgtgataggt
tgttgtccet
atctgeactce
tgaaattaac
agccaactea

gtcctgtgcy

taacaattcg .

atgggctaga
ttgtaggtrtt
aggcttaaac
tcaggctgga
tgcagtagac
caactgrgig
agaagctaac
ccacattgac
acctaccact
ctgcggaatg
gtctgcggat
ccgtgeqggea
aaagttgcty
gaggaaggca
caacatgaag
tttttcaagt
aaatacacaa
acattaaaag

gattggtaty

11830
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
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acttcgtaga
aatcatract
tactgacate
aagtagcacc
tecetcactte
racttattaa
accgrrartr
ataggtgtat
caagttitgg
ctggatacca
cgegtcteag
ctggcaattit
atgttgctrt
tgtctaaagg
aggatggcaa
grgatatcag
arggtggety
teccatttaa
aagatgcact
ttaagratac
gtactatgac
gagctactgr
ctgrrracag
gagccatgcee
cttgergtaa
grcagatggt
atgctacaac
taaatgcact
aacacaggct
agtritacgc
tgtgctataa
cagttctita
accttactaa

atgattacgt

gaatcctgac
aaagacrtgta
agataatcag
aggctgcgga
gactagggea
gtgggatiig
taaatattgg
cerrcattor
accactagta
ttttcgtygag
tttcaaggaa
attgctragat
tcaaactgtc
trtcttiaag
cgetgetatc
acaactccta
tattaatgece
taaatgggat
tttcgegtat
cattagtgcea
aaatagacag
ggtaattgga
tgatgtagaa
taacatgcett
cttatcacac
catgtgtgge
tgcttatgee
totttcaact
ctatgagtgt
ttacctgegt
cagtaactat
tratcaaaat
aggacctcac

gtacctgect

EP 1 694 828 B1

atcttacgeg
caattctgeg
gatcitaatg
gttcctattg
ttggctgctg
ctgaaatatg
gaccagacat
gcaaacttta
agaaaaatat
ttaggagtcg
cttttagtgt
aaacgcacta
aaacccggta
gaaggaagtt
agtgattatg
ttcgtagtto
aaccaagtaa
aaggctagac
actaagcgta
aagaatagag
trtcatcaga
acaagcaagt
actecacace
aggataatgg
cgtttctaca
ggctcactat
aatagigrct
gatggtaata
ctctatagaa
aaacatttct
gcggcetcaag
aatgtgttea
gaartttgct

tacccagatc

tatatgctaa
atgctatgeyg
ggaactggta
tggattcata
agtcccatat
atttiacgga
accatcccaa
atgtgttatt
ttgtagargyg
Tacataatca
dtgctgciga
catgctttte
attttaataa
ctgttgaact
actattatcg
aagtigttga
tegttaacaa
tttattatga
atgtcatcce
ctcgcacegt
aattattgaa
tttacggtag
ttatgggttg
cectetcttgt
ggttagctaa
atgttaaacc
rTraacatrteg
agatagctga
atagggatgt
ccatgatgat
gtttagtagc
tgtctgaggc
cacagcatac

catcaagaat

74

cttaggtgag
tgatrgcaggc
cgatttcggt
ttactcattg
ggatgctgat
agagagactt
ttgtattaac
ttctactytg
tgttcctitt
ggatgtaaac
tccagctatg
agtagctgea
agacttttat
aaaacactte
trataatctg
Taaatacttit
tctggataaa
ctcaatgagt
tactataact
agctggtgte
gtcaatagcece
ctggcataat
ggattatcca
tettgetege
cgagtgtgcy
aggtggaaca
tcaagetgtet
caagtatgte
tgatcatgaa
tCtrtetgat
tagcattaag
aaaatgttgy
aatgctagtt
attaggcgcea

cgrgtacgec
attgraggcg
gatttcgtac

ctgatgccca

“ctcgcaaaac

tgtctertcy
tgttiggatg
tttccaccta
grrgtttcaa
ttacatagct
catgcagctt
Ctaacaaaca
gactttgctg
ttetttgete
ccaacaatgt
gattgttacg
tecagetggtt
tatgaggatc
caaatgaatc
tctatctgta
gccactagag
atgttaaaaa
aaatgtgaca
aaacataacy
caagtattaa
Tcatcegorg
acagccaaty
cgcaatctac
ttegtggatg
gatgccgttg
aactttaagg
actgagactqg
aaacaaggag

ggctgtrrrg

13820
13880

14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
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tcgatrgatat
ttgatgctta
atttacaata
ccgtaatget
tgtacacacc
cttcactteg
accatgrcat
ccecaggtteyg
gcaagtcaca
tatacaaaaa
gltgattggac
ttrtcgcage
ccactgtacy
ctagaccacc
aagtacagat
gaggractac
taatgccact
tgtacccaac
teggeatgea
ccateggact
cagctgrtga
gaatcatacc
tagaacagta
tctttgatga
gtgcaaaaca
tgactaaagg
taggtccaga
tgagtgcttt
{caagatgtt
aaatagycgt
tcteacctta
ctgrrgatec
cagcacactc

ftritgtgcat

tgtcaaaaca
ccecactraca
tattagaaag
aactaatgat
acatacagtc
ttogcggtuce
ttcaacatca
tgatgtcact
taagectece
cacatgtgta
taatgctgge
agaaacgcrc
cgaagtactc
atrtgaacaga
tggagagtac
gacatacaag
tagtgcacct
actcaacatc
aaagtactct
tgetctetat
tgccctatgt
tgcgcgtgcey
tgrtttciyc
aatctctatg
ctacgtctat
cacactagaa
catgttcctt
agtttatgac
ctacaaaggrc
tgraagagaa
taattcacag
atcacagggr
ttgtaatgtc
aatgtctgat
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gatggtacac ttatgattga aaggttcgrg

asacatccra
ttacatgaty
aacaccteac
ttgcaggety
tgtattagga
cacaaattag
gatgtgacac
attagttitc
gygcagtgaca
gattacatac
aaagccactg
tetgacagay
aactatgtct
acctttgaaa
ttgaatgrtg
actctagtge
tcagatgagt
acacteccaag
tacccatctg
gaaaaggcat
cgcgtagagt
actgtaaatyg
gctactaatt
attagegatc
ccagaatatt
ggaactrgrc
aataagctaa
gttattacac
tttcttacac
aacgctgtag
tctgaatatg
aaccgcttea

agagatcrtt

atcaggagta
agcttactgg
ggtactggda
taggtgcttg
gaccattect
tgttgtcegt
aactgtatct
cattatgtgc
atgtcactga
ttgccaacac
aggaaacatt
aattgcatet
ttactggita
aaggtgacta
gtgattactt
cacaagagca
tttctagcaa
gaccacctgy
ctcgcatagt
taaaatattt
gttrrgataa
cattgccaga
atgacttgag
ctgctcaatt
ttaattcagt
geecgrtgree
aagcacacaa
atgatgtrec
gcaatcctgc
Ctitcaaaaat
actatgtcat
atgtggetat

atgacaaact

75

tgctgatgte
ccacatgtty
accrgagttt
tgtattgtyc
atgttgcaag
taatcecctat
aggaggtatg
taatggtcay
Cttczatgcy
ttgtactgag
taagctygtea
tteatggoag
ccgtgtaact
tggtgatgct
Tgrgttgaca
ctatgtgaga
tgttgcaaat
tactggtaag
gtatacggca
gcccatagat
attcaaagtg
aacaactgct
tgttgtcaat
accageeece
gtgcagactt
TgCctgaaart
gygataagtca
arctgcaate
ttggagaaaa
cttagoattg
artcacacaa
cacaagggca

gcaatttaca

tcactggera
tttcacttgr
gacatgtatt
tatgaggcta
aattcacaga
tgctgetatg
gttrgcaatg
agctattatt
gtrrttggtt
atagcaacat
agactcaage
tatggtattg
gttggaaaac
aaaaatagta
gttgtgtaca
tctcacactg
attactgget
tatcaaaagg
agtcattttg
tgctctcaty
aaatgtagta
dattcaacac
gacattgtag
gctagacttc
cgcacattgc
atgaaaacaa
gttgacactg
gctcaatget
aacagacctc
gctgrtitta
cctacgcaga
actactgaaa
aaaattggea

agtctagaaa

15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17380
17940
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taccacgteg
gtagtaagat
taaagttcaa
accgtagact
atatgtttat
tagagggetg
tttctacagg
cagaaticac
cactcatgta
gtgatacact
agcrtacatc
acaaacgtygce
tgggttttga
gtaaccttca
gitgtgatge
atrggtcrgt
aagtacaaca
acattggaaa
acgatgctca
ctacacatca
gtracccagc
taccaggctg
tcgataaaag
cttgtgagtc
ctacgtgtat
accgacagta
acaaacaatt
atgtgactta
tticcatcat
azaataagac
aaccagtgce
taatrctagga
tgactgacat
atggtagagr

caatgtgget
cattactggt
gactgaagga
catctctatg
cacccgegaa
tcatgcaact
tgttaactta
cagagttaat
taaaggcttg
gaaaggaitg
aatgaagtac
aacttgettt
ctatgtctat
gagtaaccat
tatcatgact
tgaataccct
catgottgty
tccaaagygct
gccatgtagt
cgataaattc
caatgcaart
tgatggtggt
tgcatttact
tcatggcaaa
tacacgatgc
cttggatgea
tgatacttat
taatgrtgtt
taataatgct
aacacttcct
agagattaag
ctacaaaaga
tgccaagaaa

ggaaggacag
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acattacaag
cttcatccta
ttatgrgtty
atgggtttca
gaagctattc
agagatrgctg
gtagctgtac
gcaaaaccte
ccctggaaty
tcagacagag
tttgtcaaga
tctacttcat
dacccattta
gaccaacatt
agatgtrtag
attataggag
aagtctgcat
atcaagtgtg
gacaaagctt
actgatggtg
grgrgtaggt
agtttgtatg
aatttaaagce
caagtagtgt
aatttaggtg
tataatatga
aacctgtgga
aataaaggac
gtttacacaa
gttaatgtty
atactcaata
gaagccccag
cctactgaga

gtagaccrtt

cagaaaatgr
cacaggeacc
acataccagg
adatgaatta
gtcacgticg
tgggtactaa
cgactggtta
caccaggtga
tagtocgtat
tcgtgticge
ttggacctga
cagatactta
tgattgatgt
gccaggtaca
cagtccatga
atgaactgag
tgettgetaa
tgccteagac
acaaaataga
tttgtttgtt
Ttgacacaag
tgaataagca
aattgectit
cggatattga
gtgctgtetyg
tgatttcrge
atacatttac
actttgatgg
aggtagatgg
catttgaget
atttggotgt
cacatgtatc
grgcttgrtc

ttagaaacgc

76

aactggactt
tacacaccre
cataccaaag
ccaagtcaat
tgcgtggatt
cctacctcte
tgttgacact
ccagtttaaa
taagatagtd
ccittgageg
aagaacgtgt
tgectgetag
tcageagigg
tggaaatgca
grgctrrgrt
ggttaattct
taagttteca
tgaagtagaa
ggaactctte
ttggaattgt
agecrigrea
tgcattccac
cttttactat
ttatgttcca
cagacaccat
tggatrtage
caggttacag
acacgccgge
tattgatgtg
ttggyctaay
tgatatcgct
tacaataggt
ttcacttact

ccgtaatggt

tttaaggact
agcgttgata
gacatgacct
ggttacccta
ggctttgatg
cagctaggat
gaaaataaca
catcttatac
caaatgctca
catggctttg
tgtctgtgtg
aatcattctg
ggctttacay
catgtggcta
aagcgegetg
gctigeagaa
gttcttcaty
tggaagttct
tattcttatg
aacgttgatc
aacrigaact
actecagett
tctgatagtce
ctcaaatctyg
graaatgagt
ctatggatte
agtttagaaa
gaagcacctg
gagatctttg
cgtaacatta
getaatactyg
gtectgcacaa
gtcttgttty
gttttaataa

18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18%00
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19220
19980
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cagaaggttc
gagtcacatt
gcattattca
agcccagatc
gatataagct
aacttggcgg
aattagagga
aaacaggttc
agataataaa
atgctgaaat
aactacaagc
aaagaatgct
aaggaataat
ctttagcigy
ttgcaccagg
cagatcttaa
tacaracggc
atgtgacaaa
agcaaaaact
ctgaccrrta
atgcatcate
aaattgatgg
agttgtctte
ctgtaatgte
gtaggcttat
acraaacgaa
accggtgcac
92999999t
attrtatttct
gcaaccctgt
ttgtcegtog
ttaacaattc
retttgotgt
ttaattgcac

agtcaaaggt
aatrtggagaa
acagttgect
acaaatggaa
cgagggctat
tctteattta
Ltrtatccct
atcaaaatgt
gtcacaagat
ticattcatg
aagtcaagcg
tcttgaaaag
gatgaatgtc
accotacaac
tacagctgtg
tgacttcgtc
taataaatgg
agagaatgac
agcecctgogt
caagcttatg
atcggaagca
ctataccatg
ctattcactce
tcttaaggag
cattagagaa
catgtrrtatt
cactrttgat
ttactatcct
tccattttat
catacctitt
ttgggttttt
tactaatgrt
ttctaaaccc

Tttcgagtac
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Ctaacacctt
fcagtaaaaa
gaaacctact
actgacttte
gccttegaac
atgataggct
atggacagca
gtgtgttctg
ttgtcagtga
ctttggtgta
tggcaaccag
tgtgaccttc
gcaaagtata
atgagagtta
ctcagacaat
tccgacgceag
gaccttatta
tctaaagaag
ggttetatag
ggccattict
tttttaatty
catgctaact
tttgacatga
aatcaaatca
dacaacagag
ttcttattat
gatgttcaag
gatgaaattt
tctaatgtta
aaggatggta
ggttctacca
gttatacgag
atgggtacac

atatctgatg

caaagggacc
cacagrtrtaa
ttactcagag
tcgagctege
acatcgttta
tagccaagceg
cagtgaaaaa
tgattgatct
tttcaaaagt
aggatggaca
gtgttgcgat
agaattatgg
Crcaactotg
ttcactttgy
ggttgccaac
attctacttt
tragcgatat
ggttrttcac
ctgtaaagat
catggtggac
gggctaacta
acattttcty
gcaaatttec
atgatatgat
ttatggtttc
ttcttactct
crcctaatta
ttagatcaga
cagggtttca
ttrattttge
tgaacaacaa
catgraactt
agacacatac

cctttteget

agcacaagct
ctactttaag
cagagactta
tatggatgaa
tggagatttc
ctcacaagat
tracticata
tttacttgat
ggtcaagott
tgttgaaacc
gcctaacttg
tgaaaatgct
tcaatactta
tgctggetet
tggcacacta
aattggagac
gtatgaccct
ttatetgtgt
aacagagcat
agctrttgtt
tcttggcaag
gaggaacaca
tcttaaatta
ttattctctt
aagtgatatt
cactagtggt
cactcaacat
cactctrtat
tactattaat
tgccacagag
gtcacagtcg
tgaattgrgt
Tatgatattc

tgatgtttca

agcgtcaato
aaagtagacy
gaggatttta
ttcatacagc
agtcatggac
tcaccactta
acagatgcge
gactitgtcg
acaattgact
ttctaccecaa
tacaagatgc
gttataccaa
aatacactta
gataaaggag
cttgtcoatt
tgtgcaacag
aggaccaaac
ggatttataa
tcttggaatg
acaaatgtaa
ccgaaggaac
aatcctatcc
agaggaactg
ctygazaaay
cttgttaaca
agtgaccttg
acttcatcta
ttaacteagg
catacgtttg
aaatcaaatg
gtgattatta
gacaacccty
gataatgcat

gaaaagtcag

20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21130
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
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gtaattttaa
ataagggcta
aacctatttt
cettttcace
taaagecaac
attgttctca
aaggaattta
ctaatattac
tctatgeaty
actcaacatt
trttgcticec
tagcgecagg
tgggttgtgt
attataaata
atgtgccttt
cattaaatga
tagtactttc
ctgacctrat
tgttaactee
atttcactoa
ctittggggg
tatatcaaga
cagcttggeg
taggagctga
gtgctagtta
atactatgtc
ctactaactt
ccgtagatty
aatatggtag
atcgcaacac
aatattttgg
ggtcttreat
agcaatatgy
tcaatggact

acacttacga
tcaacctata
taagttgect
tgcteaagac
tacatttatg
aaatccactt
ccagacctct
aaacttgtgt
ggagagaaaa
tttttcaacc
caatgtctat
acaaactggt
ccrrgettgg
taggtatctt
ctcccetgat
ttatggtitt
ttttgaactt
taagaaccag
ttettcaaag
ttccgticga
tgtaagtgta
tgttaactgce
catatattct
gcatgtcgac
ccatacagtt
tttaggtgct
ttcaattage
taatatgtac
cttttgcaca
acgtgaagtg
togttttaat
tgaggacttg
cgaatgccta

tacagtgttg
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gagtrtgrgt
gatgtagttc
cttggtatta
atttggagea
Cctcaagtatg
gctgaactca
aatrtrtcaggg
ccrirtggag
aaaatttcta
tttaagtgct
gcagattctt
gttattgetg
aatactagga
agacatggca
ggcaaacctt
tacaccacta
ttaaatgcac
tgrgtcaatt
agatttcaac
gatcctaaaa
attacacctg
actgatgrtt
actggaaaca
acttcttatg
tctttattac
gatagttcaa
attactacag
atctgeggag
caactaaatc
ttcgetcaag
ttttcacaaa
ctctrtaata
ggrgatatta

ccacctetge

ttaaaaataa
gtgatctace
acattacaaa
cgtcagctye
atgaaaatgg
aatgctctot
ttgtteccte
aggtttttaa
attgtottoc
atggcgttte
ttgtagtcaa
atrtataatta
acattgatoc
agcttaggec
gcacceccace
ctggcattgg
cggccacyggt
ttaatttrtaa
cattrcaaca
catctgazat
gaacaaatgc
ctacagcaat
atgtattcea
agtgcgacat
gtagtactag
ttgcttacte
aagtaatgec
attctactga
gtgcactcte
tcaaacaaat
tattacctga
aggtgacact
atgctagaga

tcactgatga

78

agatgggtrt
Trctggtitt
tttragagcc
agectatttt
tacaatcaca
taagagcttt
aggagatgtt
tgctactaaa
tgattactct
tgccactaag
gggagatgat
taaattgcca
tacttcaact
ctttgagaga
tgctettaat
ctaccaacct
ttgtggacca
tgpactcact
attrgaccgt
attagacatt
ttcatctgaa
tcatgcagat
gactcaagca
tcctattdgga
CCadaaatct
taataacacc
tgtttctatg
atgtgctaat
aggtattgct
gtacaaaacc
ccctctaaag
cgctgatget
tctcatttgt

tatgattgct

ctctatgrit
aacactttga
attcttacag
gttggctatt
gatgctgttg
gagattgaca
gtgagattcc
ttccettety
gtgctctaca
ttgaatgatc
gtaagacaaa
gatgattica
ggtaatrtata
gacatatcta
tgttattggc
tacagagttg
aaattatcca
ggractggtg
gatgtrtetg
tcaccttget
gttgctgtte
caactcacac
ggctgtctra
gctggeattt
attgtggcett
attgctatac
gctaaaacct
ttgcttectcc
gctgaacagy
ccaactttga
ccaactaaga
ggctrcatga
gcgcagaagt

gcctacactg

22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
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ctgctctagt
aaataccret
ttetctatga
aagaatcact
atgctcaage
gtgtgctaaa
ggttaattac
ctgctgaaat
gacaatcaaa
cagccecgea
tcaccacagce
ttgtgtttaa
ttactacaga
acacagttta
acttcaaaaa
ctgtcgtcaa
aatcactcat
atgtttogct
gttgcatgac
agtttgatga
cgaacttatg
adaaattgac
agecteacte
cgctaccaaa
gttcatttgce
tgcaggtatg
caacgcatgt
attactttat
accatataac
daaactcaaa
agactatgtc
aattacraca
agacccaccy

aatggatcca

tagtggtact
tgcratgcaa
gaaccaaaaa
tacaacaaca
attaaacaca
tgatatcctt
aggcagactt
cagggcttct
aagagttgac
tggtgttgtc
gccagcaatt
tggcacttct
caatacatyt
tgatcctctg
tcatacatca
cattcaaaaa
tgacctrtcaa
cggctteatt
tagttgttgce
ggatgactct
gatttgttta
aatgecttcte
ccttrteggat
ataattgcge
aatttactge
gaggcgcaat
zgaattatta
gatgccaact
agtgtcacag
gaagactacc
gttgtacatg
gacactggta
aatgtgcaaa

atttatgatg
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gccactgetg
atggcatata
caaatcgeca
tcaactgeat
cttgttaaac
tcgegacttg
caaagccttc
gcraatcteg
Ttttgtggaa
ttcctacaty
tgtcatgaag
tggtttatta
gtcteaggaa
caacctgagc
ccagatgttg
gaaattgacc
gaattgggaa
gctggactaa
agttgectea
gagccagtte
tgagatttett
ctgcaagtac
ggcttgttat
tcaataaaag
tgctatttgt
Ttttgtacct
tgagatgttg
actttytttg
atacaattgt
aaattggtag
gctatttcac
ttgaaaatgc
tacacacaat

agccgacgac

gatggacatt
ggtrcaatog
acCaatttaa
tgggcaaget
aacttagcte
ataaagtcga
aaacctatgt
ctgctactaa
agggctacca
tcacgtatgt
gcaaagcata
cacagaggaa
attgtgatgt
ttgactcatt
atcttggcega
gcctcaatga
aatatgagca
ttgccategt
agggtocatg
tcaaggytgt
tactcttgga
tgttcatget
tggcgttgea
atggcageta
taccatctat
ctatgccityg
getttgrtgg
ctggcacaca
cgttactgaa
ttattctgag
cgaagtttac
tacattcrte
cgacggerct
gactactagc

tggtgctggc
cattggagtt
caaggcgatt
gcaagacgtt
taattttggt
ggcggaggta
aacacaacaa
aatgrctgag
ccttatgtcc
geeateccag
cttecceteagt
cttcttttct
cottattggc
caaagazgag
carttcagyc
ggtcgctaaa
atatattaaa
catggttaca
ctcttgtggt
caaattacat
tcaattactg
acagcaacga
tttettgltg
gccctttata
tcacatcttt
atatattttc
aagtgcaaat
cataactatg
ggtgacggea
gataggcact
taccagcttg
atcttrtaaca
tcaggagttg
gtgcctttgt

gctgctctte
acccaaaatg
agtcaaattc
gttaaccaga
gcaatttcaa
caaattgaca
ctaatcaggg
TgrgrTcttg
ttcccacaag
gagaggaact
gaaggtgttt
ccacadataa
atcattaaca
ctggacaagt
attaacgctt
aatttaaatg
tggccttggt
atcttgettt
tettgetgea
tacacataaa
cacagccagt
taccgetaca
tttttcagag
agggcetteea
tgcttgtcge
tacaatgcat
ccaagaaccc
actactgtat
tttcaacacc
caggtgttaa
agtctacaca
agettgttaa
ctaatccage

aagcacaaga

24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
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aagtgagtac
tagcgtact
tgcgettcga
ggtttacgtc
ggtctaaacg
gcagacaacg
gtaataggrt
aacaggtttt
gcttgtttty
gcaatggett
trtgctcegta
cctetocgga
grgatcattc
gacctgccaa
gcgtegeage
aactataaat
taagtgacaa
tatcattatg
agtgagacaa
acctatggag
ttgtatttac
tactaaaaga
ctgacaataa
gtactcgaca
aagaggaggt
ttttaatact
ctictatrttg
ttggttrtea
gaaacttcte
gegctgtgca
gtaatactta
ggcacactar
gtggtgegct
gagacgtact

gaacttatgt
cttrrrettg
ttgtgtycot
tactcgogtyg
aactaactat
gtactattac
TCCtattcct
tgtacataat
tgcttgotge
gtattgtagg
cccgetcaat
ggacaattgt
gtogtcactt
aagagatcac
gtgtaggcac
taaatacaga
cagatgtttc
aggactttca
ttatttaagc
ttagattatc
atcttgcgag
acctrgecca
atttgcacta
tacctatcag
tcaacaagag
trgcttcace
tgctrtttag
ctegaaatec
attgttttga
tctaataaac
tagcactgcet
ggrtcaaaca
tatagctagy
tgttgtitta
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actcattcgt
crrrcgrggt
actgctgcaa
ttaaaaatct
tattatratc
cgttgaggag
agectggatt
aaagettgee
tgtctacaga
cttgatgtgg
gtggtcattc
gaccagaccy
gcgaatggec
Tgrggctaca
tgattcaggt
ccacgecggt
atctigttga
ggattgctat
ctctaactaa
caraaaacga
ctatatcact
tcaggaacat
acttgcacta
ctgcgtgcaa
ctctactcge
attaagagaa
cctrtetget
aggatctaga
cttgtatttc
ctcatgtgct
tggctttgty
tgracaccta
tgttyggtacc

aataaacgaa

ttcggaagaa
artcttgeta
tattgttaac
gaactcttct
ctgtttggaa
cttaaacaac
atgttactac
trcctoctgge
attaattgyg
cttagctact
aacccagaaa
ctcatggaaa
ggacactcee
tcacgaacgce
tttgctgcat
agcaacgaca
cttccagytt
ttggaatctt
gaagaattat
acatgaaaat
atcaggagtg
acgaggygcaa
gcacacactt
gatcagtttc
cactrtttct
agacagaatg
attccregre
agaaccttgt
tctatgeagt
tgaagatcct
ctctaggaaa
atgttactat
ttcatgaagg

Caaattaaaa

80

acaggtacgt
gtcacactag
gtgagtttag
gaaggagttc
ctttaacaty
tcctagaaca
aatttgccta
tcttgtggcec
tgactggcog
tcgttgcttc
caaacattct
gtgaactrgt
tagggcgcetg
tttcttatta
acaaccgcta
atattgettt
acaatageag
gacgttataa
tcggagttag
tattctcttc
tgitagaggt
ttcaccattt
tgcrtttget
accaaaactt
cattgttgct
aatgagctca
ttaataatgc
accaaagtct
tgcatargca
tgtaaggtac
ggttitacct
caactgtcaa
tcaccaaact

tgtctgataa

taatagttaa
ccatcettac
taaaaccaac
ctgatcttce
gcttatcatg
atggaaccta
ttctaategg
agtaacactt
gattgcgatt
cttcaggcety
tctcaatgty
cattggtoct
tgacattaag
caaattagga
ccgtattgoa
gctagtacag
agatattgat
taagttcaat
atgatgaaga
ctgacattga
acgactgtac
cacccretty
tgtactgacg
ttcatcagac
gctctagtat
ctttaattga
Ttattatart
daacgaacat
ctgtagtaca
aacactaggy
tttcatagat
gatccagctg
gctgecattta

tggaccccaa

26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060

27120

27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
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tcaaaccaac
aaccagaatg
aataatactg
cctegaggec
taccgaagag
agatggtact
aaagaaggca
ggcaccegea
trgccaaaag
tcatcacgta
cctgctegaa
ttgaaccagc
actaagaaat
cagtacaacyg
ggggaccaag
tttgctccaa
tcaggaacat
aaagacaacg
gagcctaaaa
aagaagcagc
cttcagaart
accacacaag
tactcrtgrg
atctcacata
cattttcate
ctgcctatat

attttaatag

<210 2
<211> 3945
<212> DNA

gtagtgccecc
gaggacgcaa
cgrcttggtt
agggegitec
ctacccgacg
tctattacct
Tcgtatpgot
atcctaataa
gcttctacgc
gtcgeggtaa
tggctagegy
ttgagagcaa
ctgctgctga
tcactcaage
acctaatcag
gtgccictpe
ggctgactta
tcatactgct
aggacaaaaa
ccactgtgac
ccatgagtygg
gcagatgggc
cagaatgaat
gcaatcttta
gaggecacyc
ggaagagccc
cttcttagga

<213> CORONAVIRUS

<220
<221> CD8

<222= (89)..(3853)

<223

<400> 2
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ccgcattaca
tggogcaagqg
cacagctete
aatcaacace
agttcgtggt
aggaactggc
tgcaactgag
caatgctgee
agagggaagc
ttcaagaaat
aggtgotgaa
agtttctggr
ggcatctaaa
atttggygaga
acaaggaact
attcttigga
tcatggagec
gaacaagcac
gaaaaagact
tcttcttect
agcttctget
tatgtaaacg
tctegtaact
atcaatgtgt
ggagtacgat
taatgtgtaa

gaatgacaaa

tttggtggac
ccaaaacage
actcagecatg
aatagtggtc
ggtgacggca
ccagaagctt
ggagcettga
accgtgctac
agagycggca
tcaactccty
actgooctog
aaaggccaac
aajcctcgcc
cgtggtccag
géttacaaac
atgrcacgca
attaaattgy
éttgacgcat
gatgaagcte
gcggctgaca
gattcaactc
rtrregeaat
aaacagcaca
aacattaggg
cgagggtaca
aattaatttt

a3daaaaaaaa

81

ccacagatte
QCCgacecea
graaggagga
cagatgacca
aaatgaaaga
cacttcecta
atacacccaa
aacttcctca
gtcaagecte
gcagcagtag
cgctattget
aacaacaagg
aaaaacgtac
aacaaaccca
attggecgea
trggcatgga
atgacaaaga
acaaaacatt
agectttgee
tggatgattt
aggcataaac
Tecgtrtacy
agtaggttta
aggacttgaa
gtgaataatg
agtagrgcta

dadaaa

aactgacaat
aggtttacce
acttagattc
aattggctac
gcrcagcece
cggegetaac
agaccacatt
adggaacaaca
ttctcgetcc
gggaaattct
gctagacaga
ccaaactgtc
tgccacaaaa
aggaaatttc
aattgcacas
agtcacacct
tecacaatte
cccaccaaca
gcagagacag
ctccagacaa
actcatgaty
atacatagtc
gttaacttta
agagccacca
ctagggagag
tccecatgtg

28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29746
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ttctcttctg gaaaaaggra ggettatcat tagagaaaac aacagagttg togtttcaag

EP 1 694 828 B1

tgatattctt gttaacaact aaacgaac atg ttt att ttc tta tta ttt ctt
Met Phe Ile Phe Leu Leu Phe Lau

act
Thr

gtt
val
25

tac
Tyr

gat
AsSp

aat
Asn

Tttt
Phe

tct
ser
105

act
Thr

tte
Phe

ttc
Phe

tcg
Ser

Tt
Phe
185

caa
Gln

dada

ctc
Leu
10

caa
Gln

Tat
Tyr

tia
Leu

cat
His

gct
Ala
a0

acc
Thr

aat
AsSn

trt
Phe

gat
Asp

¢ttt
Leu
170

gt
va

cct
Pro

cCct

act
Thr

gct
Ala

cct
Pro

Tttt
Phe

acg
Thr
75

gce
Ala

atg
Met

gtt
val

gct
Ala

aat
Asn
155

gat
Asp

Tttt
Phe

ata
Ile

att

agt
ser

cct
Pre

gat
Asp

ctt
Leu
60

ittt
Phe

aca
The

aac
Asn

gtx
val

gtt
val
140

gca
Ala

gtt
val

aaa
Lys

gat
Asp

Tttt

&

aat
Asn

gaa
Glu
45

cca
Pro

&y

ga
&

aac
Asn

ata
Ile
125

tct
ser

Tttt
Phe

tca
ser

aat
Asn

gta
val
205

aag

agt
ser

tac
Tyr
30

att
Ile

it
Phe

aac
AsSn

ada
Lys

aag
Lys
110
cga
Arg

dadd
Lys

aat
Asn

aa
glu

aaa
LYS
150
gtt
val

1tg

gac
Asp
15

act
Thr

Tttt
Phe

tat
Tyr

cCct
Pro

tca
ser
95

tca
ser

gca
Ala

ccc
Pro

tgc
Cys

aag
Lys
1)7,5
gat
Asp

cgt
Arg

cct

ctt
Led

caa
Glin

aga
Arg

tct
Ser

gtc
val
80

aat
Asn

cag
Gin

tgt
Cys

atg
Met

act
Thr
160

tca
s5er

3

gat
Asp

crt

1

gac
ASp

cat
His

tca
Ser

aat
Asn
65

ata
Ilae

gtt
val

tcg
ser

adc
AsSn

&y
145

ttc
Phe

&

trt
Phe

cta
Leu

ggt

cag
Arg

act
Thr

gac
Asp
50

gt
val

cct
Pro

gtc
val

gt
va

ttt
Phe
130

aca
Thr

aat
Asn

ctc
Leu

cct
Pro
210

att

82

tgc
Cys

tca
ser
35

act
Thr

aca
Thy

trt
Phe

cgt
Arg

att
Ite
115

gaa
Glu

cag
Gin

tac
Tyr

Tttt
Phe

tat
TYr
195

tct
Ser

aac

acc
Thr
20

tct
ser

ctt
Leu

&ty

aag
Lys

got
&y
100
att
Ile

ttg
Leu

aca
Thr

ata
Ile
aaa
LyS
180
grt
val

ggt
6Ty

att

5

act
Thr

atg
Met

tat
TV

Tt
Phe

gat
Asp
85

t9g
Trp

att
Ite

tat
cys

cat
Hls

tct
Ser
165

cac
His

tat
TVYr

£ttt
Phe

aca

trt
phe

agg
Arg

tta
Leu

cat
His
70

&y

grt
val

aac
Asn

gac
ASp

act
Thr
150

gat
Asp

tta
Leu

aag
Lys

aac
Asn

aat

gat
Asp

sty

act
Thr
55

act
Thr

att
Tle

ttt
Phe

aat
Asn

aac
Asn
135

atg
Met

gce
Ala

cga
Arg

Sty

act
Thr
215

ttt

gat
AsSp

gtt
val
40

cag
Gin

att
Ile

tat
Tyr

&y

tCct
Ser
120
cct
Pro

ata
Ile

Tttt
Phe

gagd
Glu

tat
Tyr
200

ttg
Leu

aga

60
112

160

208

256

304

352

400

448

436

544

592

640

688

736

784
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gct
Ala

aag
LyS
265

aat
Asn

aaa
Lys

gtt
val

ttt
Phe

att
Ile
345

trr
Phe

ctt
Leu

gat
Asp

aat
Asn

act
Thr
425

449
Arg

aat
AsSn

aat
Asn

att

Pro

att
Ile

gca
Ala
250

tat
Tyr

cCcd
Pro

gga
Gly

gt
va

aat
Asn
330

tct
ser

tca
ser

tgc
Cys

gta
val

tat
TYyr
410

agg
Arg

tat
Tyr

gt
va

tgt
Cys

ggc

Ile

ctt
teu
235
gce
Ala

gat
Asp

cty
Leu

att
Ile
aga
Ar

31

gct
Ala

aat
Asn

ace
Thr

TtC
Phe

aga
Ar
39
aaa
Lys

aac
Asn

ctt
Leu

cct
Pro

%at
475

tac

Phe
220

aca
Thr

tat
Tyr

aa
g1u

gct
Ala
tac
Tyr
300

) o of of
Phe

act
Thr

tgt
Cys

ttt
Phe

tce
Ser
380

caa
GIn

ttg
Leu

att
Ile

aga
Arg

ttc
Phe
460

tgg
Trp

caa

Lys

gcc
Ala

Lttt
Phe

aat
Asn
gaa
285
caq
Gln

cce
Pro

aaa
Lys

gtt
val

aag
LYS
365

aat
Asn

ata
Ile

cca
Pro

gat

cat
H1§
445

tce
ser

cca
Pro

CcCt

Ley

Tttt
Phe

att
val

&
270
cte

Leu

acc
Thr

aat
Asn

ttc
Phe

gct
Ala
350

tgc
Cys

gtc
val

gcg
Ala

gat
Asp

gct
Ala
430

&y

cct
Pro

tta
Leu

tac

PTo

tca
ser

3y
255

aca
Thr

aaa
LyS

tct
Ser

att
Ile

cct
Pro
335

gat
Asp

tat
Tyr

tat
Tyr

cca
Pro

gat
Asp
415

act
Thr

aag
LysS

gat
ASp

aat
Asn

aga
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Leu

cct
Pro
240
tat
Tyr

atc
Ile

tge
cys

aat
Asn

aca
Thr
320
tct
Ser

tac
Tyr

sty

Ala

&5
400
ttc
Phe

tca
Ser

ctt
L.eu

aly

524

ct
gla

tta
Leu

aca
Thr

tct
Ser

ttc
Phe
305

dac
Asn

tc
831

tct
ser

grt
val

gat
ASp
385

caa
Gin

aty
Met

act
Thr

a99
Arg

aaa
LYS

" 465

gat
Asp
480

gtt

tat
Tyr

gta

83

Ile

caa
Gln

aag
Lys

gat
Asp

gtt
val
290

agyg
Arg

ttg
Leu

tat
Tyr

ot
va

tct
ser
370

tct
ser

act
Thr

&
&y

cce
Pro
450

cct
Pro

ety

gta

Asn

gac
Asp

cca
Pro

act
275
aag

Lys

gtt
val

gt
Ccys

ca
g1a

ctc
Leu
355

gee
Ala

ttt
Phe

ggt
Gly

tyt
Cys

aat
Asn
435

ttt
Phe

tgc
Cys

Tttt
Phe

cIt

Ile

att
Ile

act
Thr
260

ort
val

agce
Ser

gttt
val

cct
Pro

199
Trp

340
Tac
Tyr

act
Thr

gta
val

gtt
val

gte
val
420

tat
Tvr

gag
Glu

acg
Thr

tac
Tyr

tct

Thr

99
243

aca
Thr

gat
Asp

ttt
Phe

ccc
Pro

ttt
Phe
325

gag
Glu

aac
Asn

aag
LyS

gtc
val

att
Ile
405

ctt
Leu

aat
Asn

aga
Arg

cca
Pro

acc
Thr
485

Ittt

Asn
230

ety

Tttt
Phe

tgt
Cys

gag
Glu

tca
Ser
310

&y

aga
Arg

tca
ser

ttg
Leu
25

¥5
390
gct
Ala

gct
Ala

tat
Tyr

gac
Asp

cct
Pro
470

act
Thr

gaa

Phe

acg
Thr

atg

Met

Tt
ser

att
Ile
295

ety

a
5

aaa
LyS

aca
Thr

aat
Asn
375

&ty

gat
Asp

tog
Trp

aaa
Lys

ata
Ile
455

get
Ala

act
Thr

CTtt

Arg

tca
sSer

ctc
Leu

caa
Gln
280
gac
Asp

gat
Asp

Tt
3a1

/a3
LYyS

ttt
Phe
360
gat
Asp

gat
Asp

tat
Tyr

aat
Asn

tat
Tyr
440

tct
ser

ctt
Ley

&y

tta

832

880

928

976

1024

1072

1120

1168

1216

1264

1312

1360

1408

1456

1504

1552

1600
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Ile

aat
ASh
505

aag
Lys

cgt
Arg

gaa
Glu

aca
Thr
585

gtt
val

cca
Pro

gca
Ala

gac
ASp

tta
Leu
665

tta
Leu

cCt
Pro

atg
Met

act
Thr

cta
Ley
745

cgt

Gly
490

ca
213

aac
Asn

tta
Leu

gat
Asp

ata
Ile
570

cct
Pro

aac
Asn

gct
Ala

ggc
Gly

atr
Ile
650

tta
Leu

&y

act
Thr

gct
Ala

gaa
Glu
730

aat
Asn

gaa

Tyr

ccg
Pro

cag
GlIn

act
Thr

gtt
val
555

tta
Leu

Ty

tgc
Cys

1gg
Trp

gt
Cys
635

cct
Pro

cgt
Arg

gct
Ala

aac
Asnh

aga
LyS
715

tat
Cys

eqt
Arg

gtg

Gln

gec
Ala

tgt
Cys

cct
Pro
540

tct
Ser

gac
Asp

aca
Thr

act
Thr
coc
Ar

620
ctt
Leu

att
Ile

agt
ser

gat
AsSp

tte
Fhe
700

acc
Thr

gct
Ala

ca
g1a

Ttc

Pro

ac
The

gtc
val
525

tct
Ser

gat
ASD

att
Ile

aat
Asn

gat
Asp
603

ata

g Ile

ata
1le

&y

act
Thr

agt
Ser
685

tca
ser

tcce
Ser

aat
Asn

ctc
Leu

gct

Tyr

gtt
val
510

aat
Asn

tca
ser

tte
Phe

tca
Ser

gct
Ala
590

gtt
val

tat
Tyr

gct
Ala

agc
ser
670

tca
Ser

att
Ile

gta
val

ttg
Leu

tca
ser
750

caa
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arg val val
49?

tgt
Cys

£t
Phe

aag
LyS

act
Thr

cct
Pro
575

tca
Ser

et
Ser

Lct
ser

gct
Ala

oty
655

caa
GlIn

att
Ile

age
ser

gat
Asp

ctt
Leu
735

&

gte

&y

aat
Asn

aga
Arg

gat
Asp
560

tgc
cys

tct
ser

aca
Thr

act
Thr

gag
Glu
640

art
Ile

aaa
LysS

gct
Ala

att
Ile

tgt
Cys
720

Cctc
Leu

ate
Ile

aaa

£ca
Fro

Tttt
Phe

Lt
Phe
545

tecc
ser

1ct
ser

gaa
Glu

gca
Ala

gga
iy
629
cat
His

tgt
cys

tct
ser

tac
Tyr

act
Thr
705

aat
ASN

caa
Gln

ct
g]a

caa

val

aaa
Lys

aat
Asn
330

caa
Gln

Tt
3a1

Tttt
Phe

gtt
val

att
Ile
610

aac
Ash

gtc
val

ct
213

att
Ile

tct
ser
690

aca
Thr

atg
Met

tat
Tyr

ct
g]a

atg

84

Leu

tta
Leu
515

ety

£ca
Pro

cga
Arg

oty

gct
Ala
595

cat
His

aat
AsSn

gac
Asp

agt
ser

gt
va
675

aat
Asn

gaa
Glu

tac
Tyr

&y

gaa
Glu
755

tac

ser
300

tec
Ser

Ctc
Leu

ttt
Phe

gat
Asp

&
580

gtt
val

gca
Ala

gta
val

act
Thr

tac
Tyr
660

gct
Ala

aac
Asn

ta
3a1

atc
Tle

agc
Ser
740

cag
aln

aaa

fhe

act
Thr

act
Thr

caa
Gln

cct
Pro
565

gta
val

cta
Leu

gat
Asp

tic
Phe

tct
Ser
645
cat
His

tat
TVr

acc
Thr

atg
Met

tgc
Cys
75
ttt
Phe

gat
Asp

acc

Glu

gac
Asp

ggt
Gly

caa
GIn
550

aaa
Lys

agt
ser

tat
Tyr

caa
GIn

cayg
GIn
630

tat
Tyr

aca
Thr

act
Thr

att
Tle

cct
Pro
710

Ty

tgc
Cys

cgc
Arg

cca

Leu

ctt
Leu

act
Thr
535

tr:
Phe

aca
Thr

gta
val

caa
Gln

ctc
Leu
615

act
Thr

gag
Glu

Tt
331

atg
Met

gct
Ala
695

gtt
val

gat
ASD

aca
Thr

dac
Asn

act

Leu

att
Ile
520

ggt
Gly

aly

tct
ser

att
Ile

gat
Asp
600

aca
Thr

cdd
GIn

tgc
Cys

tct
Ser

tct
sar
680

ata
Ile

tct
ser

tct
ser

caa
Gln

aca
Thr
760

ttg

1648

1690

1744

1792

1840

1888

1936

1934

2032

2080

2128

2176

2224

2272

2320

2368

2416
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Arg

aaa
Lys

aag
Lys

aca
Thr

gat
As
82
aca
Thr

gct
Ala

&

aat
Asn
atc
Ile

905
aca
Thr

aat
Asn

agt
Gly

gte
val

agc
ser
985

agg
Arg

ctr
Leu

citt

Glu

tat
TYr

cca
Pro

ctc
Leu
810

att
Ile

gt
Va

gct
Ala

gct
Ala

&y
890
gce

Ala

aca
Thr

gct
aAla

gca
Ala

gag
Glu
970
ctt
Leu

gct
Ala

&ty

atg

val

Tttt

FPhe G

act
795
gct
Ala

aat
Asnh

ttg
Leu

cta
Leu

gct
Ala
875

att

Ile G

aac
Asn

aca
Thr

caa
Gln

att
Ile
955

acg
Ala

caa
Gln

tct
Ser

caa
Gln

tcC

phe

[a]a) 4
780

aag
Lys

gat
ASp

gct
Ala

cca
Pro

gtt
val
860

cte
Leu

gga
¥

caa
GIn

tca
Ser

gca
Ala
940

tca
Ser

acgc
Thr

gct
Ala

tca
Ser

TtC
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Ala 61n val Lys Gln Met
765 770

g?t ttt aat ttt tca caz
Gly Phe Asn Phe ?gg Glin

agg tct ttt att gag gac
Arg ser Phe %38 Glu Asp

gct ggc trc atg aag caa
Ala Gly ggg Met Lys Gin

aga gat ctc att tgt g¢g
Arg ggg Leu Ile Cys Ala

CCt ¢tg ctc act gat gat
Pro Leu Leu Thr Asp Asp
845 850

agr ggt act gec act get
Ser Gly Thr Ala Tgr Ala G
865

caa ata cct ttt get atg
6In Ile Pro Phe Ala Met
880

gtt acc caa aat gtt ctc
val Thr g;g asn val Leu

ttt aac aag gcg att agt
Phe gig Lys Ala Ile Ser

act gea 1ty g?c aag cty
Thr Ala Leu Gly Lys Leu
925 930

tta aac aca ctt gtt aaa
Leu Asn Thr Leu ;z} LysS

agt gtg cta aat gat atc
Ser val Leu Asn Asp Ile
960

gta caa att gac agg tta
val GIn ITe Asp Arg Leu
975

tat gta aca caa caa cta
Tyr val Thr GIn GIn Leu
990

TYr

ata
INe

Tty
Leu

Tat
Tyr

cag
Gin
835

atg
Met

aga
Gly

caa
Gln

tat
TYr

cada
Gln
915

caa
GlIn

caa
Gln

ctt
Leu

att
Ile

ate
Ile
995

LysS

tta
Leu

ctc
Leu

Q?C
Gly
B20
aag

LyS

att
Ile

tgg
Trp

atg

Met

gag
Glu
900

att
ITe

gac
Asp

ctt
Leu

tcg
Ser

aca
Thr
980

249
Arg

Thr

cct
Fro

Tttt
Phe
809

gaa
Gly

tre
Phe

ct
g]a

aca
Thr

gca
Ala
885

dac
ASn

caa
Gln

gte
val

agce
ser

cga
Ar
96

&y

gct
Ala

Pro

gac
Asp
790

aat
Asn

toc
Cys

aat
Asn

gee
Ala

Ttt

Phe G

870

tat
Tyr

caa
Gin

gaa
Glu

otT
val

tet
Ser
950

ctt
Leu

aga
Arg

gct
Ala

Thr
775

cct
Pro

aag
Lys

cta
Leu

&y

tac
TYr
855

ggt
Y

agg
AFg

aaa
LyS

tca
Ser

aac
Asn
935

aat
Asn

gat
Asp

ctt
Leu

gaa
Glu

aat Ctt get get act aaa atg tct gag tot g

Asn Leu Ala Ala Thr L zs Met ser Glu Cys V.

1005 0L

1

aaa aga gtt gac ttt tgt gga aag ggc tac ¢

Lys Arg val Asp Phe Cys Gly Lys Gly Tyr H
1 y B 1030

020

€ca <€aa gca gcoc ccg cat ggt gtt gtc ttec ¢

85

Leu

cta
Leu

gt
Va

&y

ctt
Leu
840

act
Thr

gct
Ala

TrC
Phe

caa
Gln

ctt
Leu
920

cag
Gln

ttt
Phe

aada
Lys

caa
Gln

atc
Ile
1000

tt
al
015
ac
is

ta

2464

2512

2560

2608

2656

2704

2752

2800

2848

2896

2944

2992

3040

3088

3133

3178

3223
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Leu

cat
His

cca
Pro

gtt
val

ttc
Phe

Ty

gat
Asp

aag
LysS

att
Ile

gac
Asp

gac
Asp

jsle
Trp

atg
Met

ctc
Leu

gat
Asp

Met

tc
8a1

gca
Ala

Tttt
Phe

ttt
Fhe

aat
ASn

Ccct
Pro

tac
TYr

tca
Ser

cge
Arg

ctt
Leu

tat
Tyr

gtt
val

aag
Lys

gac
Asp

Ser

ac
The

att
Ile

gt
Va

tct
Ser

tgt
Cys

ctg
Lel

ttre
Phe

ety

ctc
Leu

caa
Gln

gtt
val

aca
Thr

&

tct
ser

Phe

tat
TYr

tot
Cys

Tttt
Phe

cca
Pro

gat
ASp

caa
Gln

aad
Lys

att
Ile

aat
Asn

gaa
Glu

tag
Trp

atce
Ile

gca
Ala

gag
Glu

Pro
1035

al
1050

cat
His
1065

aat
Asn
1080

caa
Gln
1095

gtc
val
1110

cct
Pro
1125

aatr
Asn
1140

aac
Asn
1155

gag
Glu
1170

ttg
Leu
1185

ctc
Leu
1200

ttg
Leu
1215
tgc
Cys
1230
cca

Pro
1245

Gln

cca
Pro

gaa
Glu

aly

ata
Ile

gtt
val

ga
G]g

cat
His

gct
Ala

gte
val

3ty

&ty

ctt
Leu

tct
ser

gtt
val

Ala

tcc
sear

&ty

act
Thr

att
Ile

att
Ile

ctt
Lau

aca
Thr

Tct
sSer

gct
Ala

aaa
Lys

ttC
Phe

Tyt
Cys

tgt
Cys

c1C
Leu
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Ala

cag
Glin

aaa
Lys

Tct
Ser

act
Thr

ety

gac
Asp

tca
Ser

gtc
val

aga
LyS

tat
Tyr

att
Ile

tgc
Cys

&

aag
Lys

taaacgaact tatggatttg tttatgagat

cagtaaaaat tgacaatgct tctcctgcaa

«<210> 3
<211> 1265

Pro His
1040

939 agg
Glu Ar
1055

gca tac
Ala Tyr
1070

tgg Tttt
Trp Phe
1085

aca gac
Thr Asp
1100

atc att
Ite Ile
1115

tca tic
ser Phe
1130

cca gat
Pro Asp
1145

gtc aac
val Asn
1160

aat tta
Asn Leu
1175

gag caa
Glu GIn
1190

gct g?a

Ala Gly
1205

atg act

Met Thr
1220

tct tge
Ser Cys
1235

T gtc
g?y 331
1250

tttrtactct tggatcaatt actgcacage

gt

86

cly

ddac
Asn

ttc
Phe

att
Ile

aat
Ash

adcC
Asn

aaa
Lys

grt
val

att
Ile

aat
Asn

tat
Tyr

cta
Leu

agt
ser

tgc
Cys

aaa
Lys

val

ttc
Phe

cCct
Pro

aca
Thr

aca
Thr

aac
Asn

gaa
clu

gat
Asp

caa
Gln

gaa
Glu

att
Ile

att
Ile

tgt
Cys

aag
Lys

tta
Leu

val

acc
Thr

cot
Arg

cag
Gin

Tttt
Phe

aca
Thr

Glu

ot
Leu

aaa
Lys

tca
Ser

ada
Lys

tgc
Cys

ttt
Phe

cat
His

Phe

aca
Thr

gaa
Glu

ad9
APrg

gtc
val

gtt
val

ctg
Lel

&y

gaa
Glu

ctc
teu

tgg
Trp

ate
Ile

agt
ser

gat
Asp

tac
TV

Ley
1045

gcg
Ala
1060

&y
1075

aac
Asn
1090

tca
Ser
1105

tat
Tyr
1120

gac
Asp
1135

gac
ASp
1150
att

Ile
1165

att
Ile
1180

cct
Pro
1195

gtc
val
1210

tgc
Cys
1225

gag
Glu
1240

aca
Thr
1255

3268
3313
3358
3403
3448
3493
3538
3583
3628
3673
3718
3763
3808
3853

3913
3945
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<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400> 3

Met

Asp

His

Ser

Asnh

65

Ile

val

Ser

AsSn

Gly

Phe

Gly

Phe

Leu

Gly

Phe
Arg
Thr
ASp
50

val
Pro
val
val
Phe
130
Thr
Glu
Ash
iLeu
Pro

210

Ile

Ile

cys

Ser

35

Thr

Thr

Phe

Arg

Ile

115

Glu

Gln

Tyr

Phe

Tyr

195

5er

Asn

Phe

Thr

20

Ser

Ley

Gly

LYsS

Gly

Ile

Leu

Thr

Ile

Lys

180

val

Gly

Ile

Leu

Thr

Met

Tyr

Phe

ASp

B3

Trp

Ile

Cys

His

ser

165

His

Tyr

Phe

Thr

Leu

Phe

Arg

Leu

His

70

Gly

val

Asn

Asp

Thr

150

Asp

Leu

Lys

Asn

Asn
230

EP 1 694 828 B1

Phe
Asp
Gly
Thr
55

Thr
Ile
rhe
Asn
Asn
135
Met
Ala
Arg
Gly
Thr

215

Phe

Leu
Asp
val
40

Gln

Ile

Gly
ser
120
Pro
I1le
Phe
Glu
Tyr
200

Leu

Arg

Thr

val

25

Tyr

ASp

ASN

Fhe

Ser

105

Thr

Phe

Phe

ser

Phe

185

Gin

LyS

Ala

87

Leu

10

Gln

Tyr

Leu

His

Ala

20

Thr

ASN

Phe

ASp

Leu

170

val

Pro

Pro

Ile

Thr

Ala

Pro

Phe

Thr

75

Ala

Met

val

Ala

Asn

155

Asp

Phe

Ile

Ie

Leu
235

ser

Pro

Asp

Ley

60

Phe

Thr

Asn

va'l

val

140

Ala

val

LysS

Asp

Phe

220

Thr

Gly

Asn

Glu

45

Pro

Gly

Glu

Asn

Ile

125

ser

Phe

Ser

Asn

val
205

LyS

Ala

ser

Tyr

30

Ile

Phe

Asn

Lys

Lys

110

Arg

Lys

Asnh

Glu

Lys

val

Leu

Phe

ASp

15

Thr

Phe

Tyr

Pro

ser

9%

Ser

Ala

Pro

Cys

Lys

Asp

Arg

Pro

Ser

Leu
GlIn
Arg
Ser
val
80
Asn
Gin
Cys
Met
Thr
160
Ser
Gly
Asp

Leu

Pro
240
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Ala

Leu

Thr

Ser

Phe

305

Asn

val

Ser

val

Asp

385

Gln

Met

Thr

Arg

Tyr

val

Gln

Lys

Asp

val

290

Arg

Leu

Tyr

val

Ser

370

Ser

Thr

Gly

Gly

Pro

450

Pro

Gly

val

Asp

Pro

Ala

275

Lys

val

Cys

Ala

Leu

355

Ala

Phe

Gly

Cys

AsSn

435

Phe

cys

Phe

Leuy

Ile

Thr

260

val

Ser

val

Pro

Trp

340

Tyr

Thr

val

val

val

420

Tyr

Glu

Thr

Tyr

Ser
500

245

Thr
Asp
Phe
Pro
Phe
Glu
Asn
Lys
val
Ile
405
Leu
Asn
Arg
Pro
Thr

485

Phe

Gly

Phe

Cys

Glu

Ser

310

Gly

Arg

Ser

Leu

Lys

390

Ala

Ala

TYr

Asp

Pro

470

Thr

Glu

EP 1 694 828 B1

Thr

Met

ser

Ile

295

Gly

Glu

Lys

Thr

Asn

375

Gly

Asp

Trp

Lys

Ile

455

Ala

Thr

Leu

ser

Lau

Gln

280

Asp

Asp

val

Lys

Phe

360

ASp

Asp

Tyr

Asnh

Tyr

440

Ser

Leu

Gly

Leu

Ala

Lys

265

Asn

Lys

val

Fhe

Ile

345

Phe

Leu

Asp

Asn Ty

Thr

425

Arg

AsSn

Asn

Ile

Asn
505

38

Ala

250

Tyr

Pro

Gly

val

Asn

330

Ser

ser

cys

val

410

Arg

Tyr

val

Cys

Ala

Asp

Leu

Ile Ty

Arg
315
Ala
Ash
Thr
Phe
Arg
345
Lys
Asn
ey
Pro
Tyr
4)7(5
Tyr

Pro

TYr

Glu

Ala

300

Phe

Thr

Cys

Phe

ser

380

GIn

Leu

ITe

Arq

Phe

460

Trp

Gln

Ala

Phe

Asn

Glu

285

GIn

Pro

Lys

val

Lys

365

Asn

Ile

Pro

Asp

His

445

ser

Pro

Pro

Thr

Leu

Thr

ASn

Phe

Ala

350

Cys

val

Ala

Asp

Ala

430

Gly

Pro

Leu

TP

val
510

Gly

255

Thr

LyS

Ser

Ile

Pro

335

AsSp

Tyr

TYr

Pro

Lys

Asp

Asn

Ar

49

Cys

Tyr

Ile

Cys

ASN

Thr

320

ser

Tyr

Gly

Ala

Gly

400

Phe

ser

Lau

Gly

Asp

val

Gly
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Pro
Phe
2
Ser
Ser
Glu
Ala
Gly
His
Cys
Ser
Tyr
Thr
705
Asn
Gln

aAla

Gln

Lys

Asn

530

Glin

val

Phe

val

Ile

610

Asn

val

Ala

Ile

Ser

690

Thr

Met

Tyr

Ala

Met
770

Leu

515

Gly

Pro

Arg

Gly

Ala

595

His

Asn

Asp

Ser

val

675

Asn

Glu

Tyr

Gly

Glu

Tyr

ser

Leu

Phe

Asp

Ala

val

Thr

Tyr

660

Ala

Asn

val

Ile

Ser

740

GlIn

Lys

Thr

Thr

Gln

Pro

565

val

Leu

Asp

Phe

Ser

645

His

Tyr

Met

Cys

725

Phe

Asp

Thr

Asp

Gly

Gln

550

Lys

Ser

Tyr

Gln

GIn

630

Tyr

Thr

Thr

Ile

Pro

710

Gly

Cys

Arg

Pro

EP 1 694 828 B1

Leu Ile Lys

Thr

535

Phe

Thr

val

GIn

Leu

615

Thr

Glu

val

Met

Ala

695

val

Asp

Thr

Asn

Thr
775

520

Gly

Gly

ser

1le

Glin

Cys

Ser

Ser

680

Ile

Ser

Ser

Gln

The

760

Leu

val

Arg

Glu

Thr

585

val

Pro

ala

Asp

Leu

665

Leu

Pro

Met

Thr

Leu

745

Arg

AsSn

Leu

Asp

Ile

570

Pro

Asn

Ala

Gly

Ile

650

Leu

Gly

Thr

Ala

Glu

730

Asn

Glu

Gln

Thr

val

555

Leuy

Gly

cys

Trp

Cys

633

Pro

Arg

Ala

Asn

Lys

715

Cys

Arg

val

Lys Tyr Phe

89

Cys

Pro

540

ser

ASp

Thr

Thr

Ar

62

Leu

Ile

Ser

ASP

Phe

700

Thr

Ala

Ala

Phe

Gly

val
525
5er
Asp

Ile

Asn

Ile

Gly

Thr

Ser

685

Ser

Ser

Asn

Leu

Ala

765

Gly

Asn

Ser

Phe

Ser

Ala

590

val

Tyr

Gly

Ala

Ser

670

Ser

Ile

val

Leu

Ser

750

Gln

Phe

Phe

Lys

Thr

Pro

575

Ser

Ser

Ser

Ala

Ile

Ser

Asp

Leu

735

Gly

val

Asn

Asn

Arg

Asp

560

Cys

ser

Thr

Thr

Glu

640

1le

Lys

Ala

Ile

Cys

Leu

Ile

Lys

Phe
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Ser

785

Glu

Lys

Cys

ASp

Thr

865

Ala

val

Ile

LYs

val

945

ASp

Arg

Glin

Thr

Phe

Pro

GIn

ASp

GIn

Ala

ASD

ala

Met

Leu

sSer

Leu

930

Lys

Ile

Leu

Leu

Lys Met Ser Glu C

Ile

Leu

TYr

Gln

835

Met

Gly

Gln

TYr

Gln

915

Gln

Gln

Leu

Ile

Ile
995

1010

Cys

1025

Leu

Leu

Gly

Lys

Ile

Trp

Met

Glu

200

Ile

ASp

Ley

Ser

Thr

980

Arg

Pro

Phe

805

GHu

Phe

Ala

Thr

Ala

885

Asn

Gln

val

ser

Ala

Asp
790
Asn
Cys
Asn
ala
Phe
§70
Tyr
¢in
Glu
val
Ser
950
Ley

Arg

Ala

EP 1 694 828 B1

Pro

LYS

Leu

Gly

Tyr

855

Gly

Arg

Lys

Ser

Asn

935

Asn

Asp

Leu

Glu

Leu

val

Gly

Leu

340

Thr

Ala

Phe

GIn

Leu

920

Gln

Lys Pro Thr

Thr
ASp
825
Thr
Ala
Gly
Asn
Ile
905

Thr

Asn

Leu

810

Ile

val

Ala

Ala

Gly

Ala

Thr

Ala

795

Ala

Asn

Leu

Leu

Ala

875

ile

Asn

Thr

Gln

Phe Gly Ala Ile

Lys

GIn

val

ser
985

Glu
970

Leu

955

Ala

Glin

Lys

ASp

Ala

Pro

val

860

Leu

Gly

GIn

Ser

Ala

940

Ser

Glu

Thr

Arg

Ala

Arg

Pro

845

Ser

Gln

val

Phe

Thr

925

Leu

Ser

val

Tyr

Ser

Gly

Leu

Gly

Ile

Thr

Asn

910

Ala

Asn

val

GlIn

val
990

Phe

Phe

815

Leu

Leu

Thr

Pro

GlIn

895

Lys

Leu

Thr

Leu

Ile

975

Thr

Tle

800

Met

Ile

Thr

Ala

Phe

880

Asn

Ala

Gly

Leu

ASN

960

Asp

ain

Ile Arg Ala ser Ala Asn Leu Ala Ala
1000 1005

ys val Leu Gly GIn Ser Lys Arg val Asp
1015 10620

Gly Lys Gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Ala Ala
1030 1035

His GTy val val phe Ley His val Thr T
1040 1045

90

yf val Pro Ser Gln
1050
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Glu Arg
1055

Ala Tyr
1070

Trp fhe
1085

Thr Asp
1100

Ile Ile
1115

S5er Phe
1130

Pro Asp
1145

val Asn
1160

Asn Leu
1175

Glu G1n
1190

ala Gl

Met Thr
1220

ser Cys
1235

Gly val
12590

<210= 4
«211> 3943
<212> DNA,

Asn

Phe

iTe

Asn

Asn

Lys

val

Ile

Asn

Tyr

Leu

Ser

Cys

LYs

<213> CORONAVIRUS

<400= 4

Phe

Pro

Thr

Thr

Asn

Glu

Asp

Gin

Glu

Ile

Ile

Cys

Lys

Leu

Thr

Arg

GTn

Phe

Thr

Glu

Leu

LyS

Ser

Lys

Ala

Cys

Phe

His

Thr

Glu

Arg

val

val

Leu

Gly

Glu

Leu

Trp

Ile

Ser

ASp

Tyr

EP 1 694 828 B1

Ala Pro Ala Ile Cys

1060

Gly
1075

Asn
1090

Ser
1105

Tyr
1120

Asp
1135

Asp
1150

Ile
1165

Tle
1180

Pro
1195

val
1210

Cys
1225

Glu
1240

Thr
1255

val

Phe

Gly

ASpD

Lys

Ile

Asp

AsSp

Trp

Met

Ley

Asp

91

Phe

Phe

Asn

Pro

Tyr

Ser

Arg

Leu

Tyr

val

Lys

ASp

val

Ser

Cys

Leu

Phe

Gly

ten

GIn

val

Thr

Phe

Pro

Asp

GIn

Lys

Ile

Asn

Glu

Trp

Ile

Gly Ala

ser

Glu

His
1065

Asn
1080

Gln
1095

val
1110

Pro
1125

Asn
1140

Ash
1155

Glu
1170

Leu
1185

Leu
1200

Leu
1215

Cys
1230

Pro
1245

Glu

Gly

Ile

val

Glu

His

Ala

val

Gly

Gly

Leu

Ser

val

Gly

Thr

ITe

Ile

Leu

ser

Ala

Lys

phe

Cys

Cys

Leu

Lys

Ser

Thr

Gly

ASp

Ser

val

Lys

Tyr

Ile

Cys

Gly

Lys
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EP 1 694 828 B1

ctcttctgga aaaaggtagg cttatcatta gagaaaacaa cagagttgtg gtttcaagry

92

60
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atattcrtgt
gtggtagtga
aacatacttc
tttattraac
ttaatcatac
cagagaaatc
agtcgotgat
tgtgtgacaa
tattcgataa
tttcagaaaa
gatitctcta
grtrtaacac
gagecattct
artttgrrgg
tcacagatgce
gctttgagat
atgttgtgag
ctaaattcec
actctotget
ctaagttgaa
atgatgtaag
tgccagatga
caactggraa
agagagacat
ttaattgttra
aaccttacag
gaccaaaatt
fcactggtac
gccgtgatgt
acatttcace
ctgaagrtgce
cagatcaact
aagcaggcetg
ttggagctgg

taacaactaa
cctrgaccyg
atctatgagg
tcaggattta
grrtggcaac
aaatgttgte
tattattaac
ccctricttt
tgcatttaat
gtcaggtaat
tgttiataag
Tttgaaacct
tacagccttt
cratttaaag
tgttgattgt
tgacaaagga
attccctaat
rtctgtctat
ctacaactca
tgatctttgc
acaaatagcg
tttcatgggt
ttataattat
atctaatgty
ttggceatta
agttgtagta
atccactgac
tggtgtgtta
ctctgattic
ttgcrcrttt
tgtrctatat
cacaccaget
tcttatagga
catttgtgct

EP 1 694 828 B1

acgaacatgt
tgcaccactt
ggggttract
tttcttccat
cctgtcatac
cgtggttogg
aattctacta
gctgtttcta
tgcactttcg
tttaaacact
ggctatcaac
atttttaagt
tcacctygctc
¢ctaactacat
tctcaaaatc
atttaccaga
attacaaact
gcatgggaga
acattrittt
ttctecaatg
ccaggacaaa
tgtgtccttyg
aaatataggt
cctttetece
aaxgattatg
Cttrcttttyg
crtattaaga
actectrett
actgattccyg
gggggtgtaa
caagatgtta
tgacgeatat
getgageatg

agtraceata

Trattrtcert
ttgatgatgt
atcctgatga
tttatictaa
Cttttaagga
tttrtgotte
atgttgttat
aacccatggg
agtacatatc
tacgagagtt
ctatagatot
tgcetettgg
aagacatttyg
ttatgcteaa
cacttgctga
cctctaattt
tgtgtecttt
gaaaaaaaat
caacctttaa
tctatgcaga
ctggtgtrat
cttggaatac
atcttagaca
ctgatggcaa
gttittacac
aacttttaaa
accagtgrgt
caaagagatrt
ttcgagatcc
gtgtaattac
actgcactga
attctactgg
tcgacactte

cagtttcrtt

93

attartictt
tcaagetect
aatttttaga
tgttacaggg
tggtatttat
taccatgaac
acgagcatgt
tacacagaca
tgatgcerit
tgtgtttaaa
agttcgtgat
tattaacatt
gggcacgtca
gtatgatgaa
actcaaatgc
cagggttgtt
tagagaggtt
ttctaattot
gtgctatggc
ttottttgta
tgctgattat
taggaacatt
tggcaagcet
accttgcacc
cactactggce
tgcaccggcee
caattttaat
fcaaccattt
taaaacatct
acctagaaca
tgtttctaca
aaacaatgta
ttatgagtgce
attacgragt

actctcacta
aattacactc
tcagacactc
tttcatacta
trtgctgoca
aacaagtcac
aacttigaat
catactatga
tcgettgatg
aataaagatg
ctaccttctg
acaaatttta
gctgcagect
aatggtacaa
tctgttaaga
ccctcaggag
tttaatgcta
gttgctoatt
gtttctgcca
gtcaagggag
aattataaat
gatgctactt
aggccettty
ccacctgcte
attagetace
acggtttgty
tttaatgaac
caacaatttg
gaaatattag
aatgcttecat
gcaatecatyg
ttccagacte
gacattccta

actagccaaa

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1680
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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aatctattgt
acaccattgc
cratggctaa
ctaatttgct
ttgctgetga
aaaccccaac
Taaagccaac
atgctggctt
tttgtgcgca
ttgcrgecta
ctagcgetge
gagttaccca
cgattagtca
acgttgttraa
ttggtgcaat
aggracaaat
aacaactaat
ctgagtgtgt
tgtcctteec
¢cccaggagag
ctcgtgaagg
tttctecaca
ttggcatcat
aagagctgga
caggcattaa
ctaaaaattt
ttaaatggcc
ttacaatctt
gtggttcttyg
tacattacac

Tactgcacag

<2105
<211» 2049
<212> DNA

ggctratact
tatacctact
aacctecgta
tcrccaatat
acaggatcgce
tttgaaatat
taagaggtet
catgaagcaa
gaagttcaat
cacrgcrgct
tcttcaaata
aaatgttctc
aattcaagaa
ccagaatget
ttcaagtgtg
tgacaggcta
cagggctgcet
tcttggacaa
acaagcagcc
gaacttcacc
tgttttigtyg
aataattact
taacaacaca
caagtactte
cgcttetgte
aaatgaatca
ttggtatgtt
gctttgtioe
ctgcaagttt
ataaacgaac

ccagtaaaaa

<213> CORONAVIRUS

EP 1 694 828 B1

atgtctrtag
aacttttcaa
gattgtaata
gotagertt
aacacacgtg
tttgotggtt
tttattgagg
tatggcgaat
gggcttacag
ctagttagtg
ccttttygcta
tatgagaacc
tcacttacaa
caagcattaa
ctaaatgata
attacagocea
gaaatcaggg
tcaaaaagag
ccgcatggty
acagcgccag
tttaatggea
acagacaata
gtttatgatc
aaaaatcata
gtcaacattc
ctcattgacc
tggctegact
atgactagtt
gatgaggatg
ttatggattt

ttgacaatge

gtgctgatag
ttagcattac
tgtacatctg
gcacacaact
aagtgttcge
ttaatttttce
acttgctctt
gcetaggrga
tgttgccacc
gtactgccac
tgraaatgge
aaaaacaaat
caacatcaac
acacacttgt
tcetitegeg
gacttcaaag
cttctgctaa
ttgacttitg
ttgtcttect
caatttgtca
cttcttyggtt
catttgtcte
ctctgeaace
catcaccaga
aaaaagaaat
ttcaagaatt
tcattgctag
gttgcaottg
actctgagec
gtttatgaga
ttctectgea

94

ttcaattget
tacagaagta
cggagattct
aaatcgtgca
tcaagtcaaa
acaaatatta
taataaggtoy
tattaatget
tctgctcact
tgctggatag
atataggttc
cgccaaccaa
tgcatigggc
taaacaactt
acttgataaa
ccttcaaacce
tcttgctget
tggaaagggc
acatgtcacy
tgaaggcaaa
tattacacag
aggaaattgt
tgagcttgac
tgttgatctt
tgaccgecte
gggaaaatat
actaattgece
cctcaagggt
agttctcaag
trttttactc

agt

tactcraata
atgcctgrrt
actgaatgty
ctctcaggta
caaatgtaca
cctgaccctc
acactcgety
agagatctca
gatgatatga
acatitggtg
aatggcattg
tttaacaagg
aagciocaag
agctctaatt
grcgaggcag
tatgtaacac
actaaaatgt
taccacctta
tatgtoccat
gcatacttcc
aggaactrct
gatgtcgtta
tcattcaaag
ggcgacattt
aatgaggtcyg
gagcaatata
atcgtcatyg
gcatgcrcett
ggtgtcaaat
ttggatcaat

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3943
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<400> 5

ctcrtcrgga
atattcttgt
gtggtagtga
aacatacttc
tttatttaac
ttaatcatac
cagagaaatc
agrcggtgat
tgtgtgacaa
tattcgataa
trtcagaaaa
ggttictcta
gttttaacac
gagccattct
attttgttga
teacagatgce
gcrttgagat
atgttatgay
ctaaattecc
actctgtget
ctaagtrtgaa
atgatgtaag
tgccagatga
caactggtaa
agagagacat
ttaattgtta
aaccttacag
gaccaaaatt
tcactggtac
gcegrgatgt

acatttcacc

aaaaggtagg
taacaactaa
ccrtgaccedg
atctatgagg
tcaggattta
gtttggcaac
aaatgttgtc
tattattaac
ccetttettt
tgcatttaat
grcaggraat
tgtttataag
tttgaaacct
tacagccttt
ctatttaaag
tgrtgattgt
tgacaaagga
attccctaat
ttctgtctat
ctacaactca
tgatcttrgc
acaaatageg
tttcatgggt
ttataattart
atctaatgtg
ttggccatta
agttgtagta
atccactgac
tggtgtgtta
ctctgattte
ttgctetttt

EP 1 694 828 B1

cttatcatta
acgaacatgt
tgcaccactt
ggggtttact
tttcttccat
cctgtecatac
cotggttogy
aattctacta
getgttteta
tgcacttteg
tttaaacact
ggctatcaac
atttttaagt
tcacctgctc
ccaactacat
tctcaaaatc
atttaccaga
attacaaact
gcatgggaga
acatttrity
ttctecaatg
ccaggacaaa
tgtgtecttg
aaatataggt
ccrttctece
aatgattatg
cttrertrtg
cttattaaga
actccttctt

actgattccg

gggggtgraa

gagaaaacaa
ttatrtttetrt
ttgatgatgt
atcctgatga
titattctaa
cttttaagga
ttttrtggttc
atgttgttat
aacccatggg
agtacatatc
tacgagagtt
ctatagatgt
tgcctcttgg
aagacatttg
ttatgctcaa
cacttgctga
cctctaattt
Tgtgtcctrt
gaaaaaaaat
caacctttaa
tctatgcaga
ctggtgttat
cttggaatac
atctragaca
ctgatggeaa
gtttttacac
aactttiaaa
accagtgtgt
caaagagatt
Ttcgagatcc
gtgtaattac

95

cagagttgtg
attatrtett
tcaagctect
aatttttaga
tgttacaggg
tggtatttat
taccatgaac
acgagcatgt
tacacagaca
tgatgecttt
tgtgtttaaa
agttcgtgat
tattaacatt
gggcacgtca
gtatgatgaa
actcaaatgce
cagggttgtt
tggagaggtt
ttctaattgt
gtgctatgge
ttettttota
tgctgattat
taggaacatt
tggcaagett
accttgeacce
cactractggc
tgcaccggec
caattttaat
tcaaccattt
taaaacatct

acctggaaca

gtttcaagtg
actctcacta
aattacactc
tcagacacte
tttcatacta
ttigctgeea
aacaagtcac
aactttgaat
catactatga
tcgettgatg

aataaagatg

ctaccrtctg-

acaaatttta
gctgcageet
aatggtacaa
tctgttaaga
ccctcaggag
tttaatgcta
gttoctgatt
gtttctgeca
gtcaagggag
aattataaat
gatgctactt
aggcecttiq
ccacctycte
attggetace
acggtttgtg
tttaatggac
caacaattty
gaaatattag

aatgcttcat

bv
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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ctgaagttgc tgttctatat caagatgtia actgcacrga tgtttctaca gcaatccaty

cagatcaact cacaccagct tgocgcatat atictactgg aaacaatgta ttccagactc

aagcaggctg tcttatagga gctgagecatg tcgacacttc ttatgagtge gacattccta

ttggagctg

<210> 6
<211> 2027
<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 6

catgcagatc
actcaagcag
cctattggag
caaaaatcta
aataacacca
gtttctatgg
tgtgctaatt
ggtattgctg
tacaaaacce
cctctaaage
gctgatgcetyg
ctcatttgtg
atgattgctg
ggtgctggey
attggagtta
aaggcgatta
caagacgttyg
aattttggtg
gcggaggtac
acacaacaac
atgtctgagt
cttatgtect
ccateccagy

ttecctegty

aactcacace
gctgtertat
ctggcattig
ttgtggetta
ttgctatace
Cctaaaaccic
tgcrtcteca
ctgaacagga
caactttgaa
caactaagag
gcttcatgaa
cgcagaagtt
cctacactgc
ctgctcttca
cccaaaatgt
gtcaaattca
ttaaccagaa
caatttcaag
daattgacag
taatcaggge
gtgttctigg
tcecacaage
agaggaactt
aaggtgrttt

agcrtggcgc
aggagctgag
tgctagttac
tactatgtct
tactaacttt
cgtagattgt
atatggtagc
tcgcaacaca
atattttggt
grcttttatt
gcaatatggc
caatgggctt
tgctctaget
aatacctttt
tctctatgag
agaatcactt
tgctcaagca
tgtgctaaax
gttaattaca
tgctgaaatc
acaatcaaaa
agceceegeat
caccacagcg

tgtgtttaat

atatattcta

catgtcgaca

catacagttt:

ttaggtgctg
fcaattagca
aatatgtaca
ttttgcacac
cgtgaagtgt
ggttttaatt
gaggacttgc
gaatgcctag
acagtgttygc
agtggractg
gctatgcaaa
aaccaaaaac
acaacaacat
ttaaacacac
gatatccttt
ggcagacttc
agggcttcto
agagttgact
ggtotitgtct
ccagcaattt

ggcacttctt

96

ctggaaacaa
cttcttatga
ctttattacg
atagttcaat
ttactacaga
tctgcggaga
aactaaatcg
tcgctcaagt
tttcacaaat
tctttaataa
gtgatattaa
cacctctgct
ccactgetgg
tggcatatag
aaatcgccaa
caactgcatt
ttgttaaaca
cgcgacttga
aaagecttca
ctaatcttge
tttgtggaaa
tcctacatgt
gtcatgaagg
ggtttattac

tgrattccag
gtgcgacatt
tagtactagc
tgcttactct
agtaatgcct
ttctactgaa
tgcactctea
caaacaaatg
attacctgac
ggtgacactc
tgctagagat
cactgatgat
atggacattt
gttcaatggc
ccaatttaac
gggcaagcty
acttagctct
taaagtcgag
aacctatgta
tgctactaaa
gggctaccac
cacgtatgte
caaagcatac

acagaggaac

1920
1980
2040
2049

60
120
1380
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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trettttcte
gttattgocy
aaagaagagc
arttcaggca
gtcgctaaaa
tatattaaat
atggttacaa
tctigtggtt
aaattacatt

caattactgc

«<210=7
<211> 1098
<212> DNA
<213> CORO

<400= 7

tcttgctttg
cttgergeaa
acacataaac
acagccagta
accgctacaa
ttttcagagc
gggctrccag
gettgtcget
acaatgeatc
caagaaccca
ctactgtata
ttcaacacca
aggtgttaaa
gtctacacaa
gcttgttaaa
taatccagea
dgcacaagaa

aatagttaat

cacaaataat
tcattaacaa
tggacaagta
ttaacgcttc
atttaaatga
ggccttggta
tcttgettty
ctrgcrgcaa
acacataaac

acagccagta

NAVIRUS

ttgcatgact
gtttgatgag
gaacttratgy
aaaattgaca
gccteactcece
gctaccaaaa
ttcatrtgea
gcaggtatgg
aacgcatgta
ttactttatg
ccatataaca
aaactcaaag
gactatgtcg
attactacag
gacccaccga
atggatccaa
agtgagtacg
agcgtacttc

EP 1 694 828 B1

tactacagac
cacagtttat
cttcaaaaat
tgtcgtcaac
atcactcatt
tgtttyggetc
ttgcatgact
grttgatgag
gaacttatgg

aaaattgaca

agttgttgeca
gatgactctg
AtTTgrTtdt
atgcttctcc
ctttcggatg
taattgceget
atttactgct
aggcgcaatt
gaattattat
atgccaacta
gtgtcacaga
aagactacca
ttgtacatgy
acactgogtat
atgtgcaaat
tttatgatga
aactratgta

trtttcttge

aatacatttg
gatcctetge
catacatcac
attcaaaaag
gaccttcaag
ggcttcattyg
agttgttgca
gatgactctg
atttgttrat

atgcttetee

gttgcctcaz
agccagtict
gagatttitt
tgcaagtace
gcttgttatt
caataaaaga
gctatrtgte
titgtaccte
gagatgtidgg
cttrgtttge
tacaattgte
aattggtggt
ctatttcacc
tgaaaatgct
acacacaatc
gccgacgacy
ctcattcott

tttegtggta

a7

tctcaggaaa
aacctgagct
cagatgttga
aaattgaccyg
aattgggaaza
ctggactaat
gttgccrcaa
agccagttct
gagatttitt

tgcaagt

gogtgcatge
caagggtgte
actcttggat
gttcatgcta
ggcgttgceat
tggcagctag
accatctatt
tatgcetiga
ctttgttgga
tggcacacac
gttactgaag
tattctgagg
gaagtttact
acattcttca
gacggctctt
actactagcg
tcggaagasa

ttcttgctag

ttgtgatgtc
tgactcattc
tcttggegac
cctcaatgag
atatgagcaa
tgccategte
gggtgcatgac
caagggtgtc
actcttagat

tcttatggtt
aaattacatt
caattactgc
cagcaacgat
ttettgorgt
ccctttataa
cacatctttt
tatattttct
agtgcaaatc
ataactatga
gtgacggcat
ataggcactc
accagcttga
rctttaacaa
caggagttge
tgcctitgta
caggtacgtt

tcacactagc

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2027

b0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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catccttact gcgcett

<210> 8
<211> 1135
<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 8

attgcecatcg
aagggrgcat
ctcaagggtg
ttactctrgg
ctgttcatgc
Ttggegrrge
gatggcaget
ttaccatcta
fctatgectt
ggctttgttg
gctggcacac
Tcgrtactga
gttattctga
ccgaagttta
ctacattctt
tcgacggete
cgactactag
trtcggaaga
tattcttget

«210>9
«211= 1098
«<212= DNA

tcatgattac
gctcrtotygyg
tcaaattaca
atcaattact
tacagcaacg
atttecttgcet
agcectttat
ttcacatctt
gatatatttt
gaagtacaaa
acataactat
aggtgacgac
ggataggcac
ctaccagctt
catctttaac
ttcaggagtt
cgtgeetttg
aacaggtacyg

agtcacacta

«213> CORONAVIRUS

<220
«221> CDS

<2225 (137)..(958)

<223

<400= 9

EP 1 694 828 B1

aatcttgcett
ttcttgetgc
ttacacataa
gcacagccag
ataccgctac
gtttttcaga
aagggcttcc
ttgcttgteg
cracaatgeca
tccaagaacc
gactactgta
arttcaacac
tcaggtgtta
gagtctacac
aagcttgtta
gctaatccag
Taagcacaag
ttaatagtta
gecatectta

tgttgcatga
aagtttgatg
acgaacttat
taaaaattga
aageeteact
gcgetaccaa
agttcatttg
ctgcaggtat
tcaacgcatg
cattacttta
taccatataa
Caaaactcaa
aagactatgt
aaattactac
aagacccacc
caatggatcc
aaagtgagta
atagcgtact
ctgcogettcg

98

Ctagttgttg
aggatgactc
ggatttgtrt
caatgcttct
cectticgga
aataattgeg
caatttactg
ggaggcgcaa
tagaattatt
tgatgccaac
cagtgtcaca
agaagactac
cgttgtacat
agacactggt
gaatgtgcaa
aatttatgat
cgaacttatg
LCtrtrtett
attgtgtgcy

cagttgcctc
tgagccagtt
atgagatttt
cctgcaagta
tggctigtta
ctcaataaaa
ctgctatttg
tttttgtace
argagatgrt
tactttgttt
gatacaattg
caaattggtg
ggctatttea
attgaaaatg
atacacacaa
gagccgacga
tactcattcg
gcrttcgtgo
tactg

1096

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1135
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tcttgetttg ttgcatgact agttgrtgea gttgectcaa gggtgcatge tettgtggtt

cttgctgcaa gtttgatgag gatgactctg agccagttct caagagtgtc aaattacatt

acacataaac gaactt atg gat ttg ttt atg aga ttt ttt act ctt gga tca

att
Ile

Tt
3a1

tag
Trp
45

aad
Lys

tte
Phe

cat
His

tat
Tyr

atg
Met
125
tat
Tyr

19t
Cys

gac
ASp

tat
Tyr

Qgc
chy

acd

act
Thr

cat
H1s
30

ctt
Leu

ata
Ile

cag
Gln

crLt
Leu

gce
Ala
110

aga
Arg

gat
Asp

ata
Ile

tct
sSer
190

tat
Tyr

gac

gca
Ala
15

gct
Ala

gtt
val

att
Ile

TIc
fhe

Tty
Leu
25

ttg
Leu

tgt
Cys

CCa
Pro

art
Ile
175

gag
Glu

Ttc
Phe

act

cag
GIn

aca
Thr

att
Ile

gcg
Ala

att
Ile
80

Ctt
Leu

ata
Ile

tgg
Trp

aac
ASn

tat
TYr
160

tca
Ser

gat
Asp

acc
Thr

got

1
cca
Pro

gea
Ala

&ty

Cctc
Leu
63

1gc
Cys

gtc
val

tat
Tyr

ctt
Leu

tac
Tyr
145

dac
AsSN

aca
Thr

ag9
Arg

gaa
Glu

att

gta
vai

acg
Thr

gtt
val
50

aat
AsSn

aat
Asn

ct
g]a

Tttt
Phe

tgt
Cys
130

Tttt
Phe

agt
ser

cca
Pro

cac
His

gtt
val
210

gaa

aaa
LyS

ata
Ile
35

gca
Ala

aaa
LysS

tta
Leu

gca
Ala

cta
Ley
115

tgqg
Trp

gtt
val

gtc
val

aad
Lys

tca
sar
195

tac
Tyr

aat

att gac aat

Ile
20

ccg
Pro

ttt
Phe

aga
Arg

cty
Leu

&y
100

caa
GIn

aag
Lys

tgc
cys

aca
Thr

ctc
Leu
180

&

tac
Tyr

gct

Asp

cta
Leu

ctt
Leu

tgy
Trp

ctg
Leu
85

atg
Met

tgc
Cys

tac
Cys

tag
Trp

gat
Asp
165

aaa
Lys

gtt
val

cag
GIn

aca

Asn

caa
GIn

gct
Ala

cag
Gin
70

cta
Leu

ate
ITe

aaa
LyS

cac
His
150
aca
Thr

gaa
Glu

aaa
LyS

ctt
Leu

ttcC

99

gct
Ala

gce
Ala

att
val
55

cta
Leu

ttt
Phe

gcg
Ala

aac
Asn

tce
ser
135

aca
Thr

ate
Ile

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu
215

ttc

Tct
ser

tca
Ser
40

ttt
Phe

lodo
g1a

gtt
val

caa
Gln

gca
Ala
120
aag
Lys

cat
His

gtc
val

tac
Tyr
tat
Tyr
200
tct
Ser

atc

cct
Pro
25

cte
Leu

cag
Gln

ctt
Leu

aCcC
Thr

Tttt
Phe
105

tgt
Cys

aac
Asn

dac
AsSnh

gt
val

caa
Gln
185

t¢
3a1

aca
Thr

Tttt

aca
Ala

CCt
Fro

age
Ser

tat
Tyr

atc
Ile
a0

ttg
Leu

aga
Arg

cca
Pro

tat
Tyr

act
Thr
170

att
Ile

gtt
val

caa
Gln

aac

Met Asp Leu Phe ?et Arg Phe Phe Thr Leu G
10

agt
ser

tte
Phe

gct
Ala

aag
Lys
7

Tat
Tyr

tac
Tyr

att
Ile

tta
Leu

gac
As
155

gaa
Glu

ggt
Gly

gta
val

att
Ile

aag

y ser

act
Thr

&y

acc
Thr
60

oty

tca
sSer

ctc
Leu

att
Ile

ctt
Leu
140

tac

p Tyr

&y
&y

cat
His

act
Thr
220

ctt

60

120

172

220

268

316

364

412

460

508

556

604

652

700

748

796

844
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Thr

gtt

val

&y

act
Thr

Asp

aaa
LyS

gtt
val

act
Thr
270

Thr

gac
Asp

get
Ala
255

agc
ser

Gly

cca
Pro
240

aat
Asn

gt
va

Ile
225

ccg
Pro

CCa
Pro

cCct
Pro

Glu Asn

aat gt
Asn Va

gca atg
Ala Met

EP 1 694 828 B1

Ala

caa
GIn

gat
ASp
260

Thr

ata
Ile
245

cca
Pro

Phe Phe Ile Phe
230

cac aca atc gac
His Thr Ile Asp

att tat gat gag
Ile Tyr Asp ggg

Asn Lys Leu
235

g?c tct tea
Gly Ser Ser

250

ccg acg ac
Prg Thr Thg

tto taagcacaag aaagtgagta cgaacttatg

Leu

tactcattcg tttcggaaga aacaggtacg ttaatagtta atagcgtact tottrrtert

gctttogtgg tattettget agtcdcacta gocatectta ctgegett

<210= 10

<211 274

«212= PRT
<213> CORONAVIRUS

<400= 10

Met

Pro

Ala

Gly

Leu

65

Cys

val

Tyr

Leu

Asp
val
Thr
val
50

ASn
Asn

Ala

Phe

3

Leu

Lys

Ile

35

Ala

LysS

Leu

Ala

Leu

115

Trp

Phe

Ile

20

Fro

Phe

Arg

Leu

Gly

100

Gln

LyS

MeT
5
ASp
Leu
Leu
Trp
Leu
85
Met

Cys

Cys

Arg

AsSn

GIn

Ala

GIn

70

Leu

Giu

Ile

Lys

Phe

Ala

Ala

val

55

Leu

Phe

Ala

AsSn

Ser
135

rhe

Ser

Ser

40

Phe

Ala

val

Gln

Ala

120

Lys

1

Thr

Pro

23

Leu

GIn

Leu

Thr

Phe

105

Cys

Asn

00

Leu

10

Ala

Pro

Ser

TV P

Ile

90

Leu

Arg

Pro

Gly

Ser

Phe

Ala

LyS

75

Tyr

Tyr

Ie

Ley

ser

Thre

Gly

The

60

Gly

Ser

Leu

Ile

Leu
140

ile

val

Trp

45

Lys

Phe

His

Tyr

Met
125

TYF

Thr

His

30

Leu

Ile

GIn

Leu

Ala

110

Arg

Asp

Ala

15

Ala

val

Ile

Phe

Leu

95

Leu

Cys

Ala

Gln

Thr

Ile

Ala

Ile

80

Leu

Ile

Trp

Asn

892

940

988

1048
1096
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Tyr Phe val Cys Trp His
145 150

Asn ser val Thr Asp Thr

Thr Pro Lys Leu Lys Glu
180

Arg His Ser Gly val Lys
195

Glu val Tyr Tyr GIn Leu
210

Ile Glu Asn Ala Thr phe
225 230

Pro Asn val GIn Ile His
245

Pro Ala Met Asp Pro Ile

Pro Leu

<210> 11

<211> 1096

<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<220

<221> CDS

<222 (558)..(1019)
<223>

<400 11

Thr

Ile

Asp

Asp Ty

Glu
215
Phe

Thr

TYFPF

EP 1 694 828 B1

His Asn Tyr Asp Tyr Cys

val

Tyr

200

Ser

Ile

ITe

Asp

val

Gln

185

val

Thr

Phe

ASD

Glu
265

155
Thr Glu
170
Ile Gly
val val

Gln Ile

Asn Lys

TCttgctttg ttgcatgact agttgttgca gttgcctcaa

cttgctgcaa gtrtgatgag gatgactetg agecagttet

dcacataaac gaacttatgyg atttgtttat gagatttttt

acagccagta aaaattgaca atgcttctcc tgcaagtact

accgctacaa goctcactce ctttCggatg gertgttatte

tittcagagc gctaccaaaa taattgcget caataaaaga

101

Gly Asp

Gly Tyr

His G)
20

Thr Thr
220
Leu val

ser Gly

Thr Thr

Ile

Gly

Ser
190

Tyr

Asp

Lys

val

The
270

gogtgcatygc
caagggtgte

actcttggat

gttcatgcta

ggcgttgeat

tggcagctag

Pro Tyr
160

Ile Ser
175

Glu Asp

Phe Thr

Thr Gly

ASp Pro
240

Ala Asn
255

Sar val

tcttgtagtt
aaattacatt
caattactogc
cagcaacgat
ttcttgetgt

ccctttataa

60
120
180
240
300
360
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gggcrtccag ttcatttgea atttactget getatttgtt accatctatt cacatctttt 420

gcttgtcget gcaggtatgg aggcgcaatt tttgtaccic tatgecttga tatattttet 480

acaatgcatc aacgcatgta gaattattat gagatgttgg crtrgrtgga agtgcaaatc 540

caagaaccca ttacttt atg atg cca act act ttg ttt get ggc aca cac 590
get Met Pro Thr ;hr Leu phe Ala Gly Igr His

ata act atg act act gta tac cat ata aca gtg tca cag ata caa ttg 638
Ile Thr Met Thr Thr val Tyr His Ile Thr val Ser GIn Ile Gin Leu

15

25

35

46

45

50

55

15 20 25
tcg tta ¢tg aag gtg acg gca ttt caa cac caa aac tca aag aag act 686
Ser Leu Leu Lys val Thr Ala Phe Gln His GIn Asn Ser Lys Lys Thr
30 35 40
acc aaa ttg grg gttt att ctg agog ata g?c act cag grg tta aag act 734
Thr Lys Leu val val Ile Leu Arg Ile Gly Thr GIn val Leu Lys Thr
45 50 55
atg tcg ttg tac atg gct att tca ccg aag ttt act acc agc ttg agt 782
Met Ser Leu Tyr Met Ala Ile Ser Pro Lys Phe Thr Thr Ser Leu Ser
60 65 70 75
€ta cac aaa tta cta cag aca ctg gta ttg aaa atg cta cat tct tca - 830
Leu His Lys Leu Leu GIn Thr Leu val Leu Lys Met Leu His Ser Ser
80 85 20
TCt tta aca agc ttg tta aag acc cac cga 3tg tgc aaa tac aca caa g78
ser Leu Thr Ser Leu Leu Lys Thr His Arg Met Cys Lys Tyr Thr Gin
95 100 105
tCy acg gct ctt cag gag ttg cta atc cag caa tgg atc caa ttt atg 826
Ser Thr Ala Leu GIn Glu Leu Leu Ile GIln GIn Trp Ile GIn Phe Met
110 115 120
atg age cga cga cga cta cta gcg tge ctt tgt aag cac aag aaa gt 974
Met Ser Arg Arg Arg Leu Leu Ala Cys Leu Cys Lys His Lys Lys va
125 130 135
agt acg aac tta tgt act c@t tcg ttt cgg aag aaa cag gta cgt 1019
ser Thir Asn Leu Cys Thr His Ser Phe Arg Lys Lys Gln val Arg
140 145 150
taatagttaa tagcgtactt ctttttcttg ctttcgtggt attcttgeta gtcacactag 1079
ccatccttac tgcgett 1096

«<210> 12

<211 1564
«<212= PHAT
<213> CORONAVIRUS

<400 12

Tet Met Pro Thr Ehr Leu Phe Ala Gly Igr His Ile Thr Met Igr Thr

102
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val

Thr

Ile

Ala

65

GIn

Leu

Glu

Leu

Thr
145

Tyr

Ala

Leu

50

Ile

Thr

Lys

Leu

Leu

130

His

<210>13

<211> 332

His

Phe

35

Arg

Sar

Leu

Thr

Leu

115

Ala

Ser

<212 DNA,
<213> CORONAVIRUS

<220
<221> CDS
<222> {36)..(263)
<223>

<400 13

Ile
20

G1in

Ile.

Pro

val

His

100

Ile

Cys

Phe

Thr

His

Gly

Lys

Leu

8>

Arg

GIn

Leu

Arg

val

GIn

Thr

Phe

70

Lys

Met

GIn

Cys

Ser

Asn

Gln

55

Thr

Met

Cys

Trp

Lys

135

Lys

EP 1 694 828 B1

Gln

Ser

40

val

Thr

Leu

Lys

Ile

120

His

Gln

Ile Gln Leu
25

Lys

Leu

Ser

His

Lys

val

Lys

Lys

Leu

ser

90

Thr

. Phe

LyS

Arg

Thr

Thr

ser

75

ser

GlIn

Met

val

Ser

Thr

Met

60

Leu

Ser

Ser

Met

ser
140

Leu

Lys

45

ser

His

Leu

Thr

Ser

125

Thr

Leu

30

Leu

Leu

Lys

Thr

Ala

110

Arg

AsSn

Lys

val

Fyr

Ley

Ser

95

Leu

Arg

Leu

val

val

Met

Leu

80

Leu

Gln

Arg

Cys

tgcctttgta agcacaagaa agtgagtacg aactt atg tac tca tic gtt tcg

gaa gaa aca
Glu Glu Thr

ttc

gt

Fhe Vva

gta ttc ttg cta grc aca cta gcc atc Ctt act gcg ctt cga
val Phe Leu Leu val ;Er Leu Ala Ile Leu ;Er Ala Leu Arg

25

&
10

acg tta ata gtt aat agc gta ctt ctt ttt ctt gct
The Leu Tl1e Val Asn Ser vVal Leu Leu Phe Leu Ala

15

103

Met Tyr Ser Phe ga1 Ser
1

53

101

149
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Ttg tgt 9cg tac tgc tgc aat att git aac grg agr tta gta aaa cca
Leu CES Ala Tyr Cys Cys Asn Ile Val Asn val Ser Leu Val Lys Pro
4 45 50

acg gtt tac gtc tac tcg cgt gtt aaa aat ctg aac tct tet gaa g?a
Thr val Tyr val Tyr ggr Arg val Lys Asn Leu Asn Ser Ser Glu Gly
55 65 70

gtt cct gat Ctt ctg gtc taaacgaact aactattatt artartctgt
val Pro Asp Leu Leu val

75
Tiggaacttt aacattgctt atcatggcag acaacggta
<210= 14
<211> 76
<212= PRT
<213> CORONAVIRUS
<400= 14

?et Tyr ser Phe ga1 ser Glu Glu Thr ?3y Thr Leu Ile val ggn ser

val Leu Leu Phe Leu Ala Phe val val fhe Leu Leu val Thr Leu Ala
ITe Leu Thr Ala Leu Arg Leu Cys Ala Tyr Cys Cys Asn Ile val Asn
35 40 45
val Ser Leu val Lys Pro Thr val Tyr val Tyr Ser Arg val Lys Asnh
50 55 60
Leu Asn Ser Ser Glu Gly val Pro Asp Leu Leu val
65 70 75

<210> 156

<211> 332

<212= DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 15

tgcctttgta agcacaagaa agtgagtacg aacttatgta ctcattcgtt tcggaagaaa
caggtacgtt aatagttaat agcgtacttc tttttcttge tttcgtggta ttcttgctag
tcacactage catcctract gegottcgat tgtgtgecgta ctgetgcaat attgttaacg
tgagtttagt aaaaccaacg gtttacgtct actcgcgtgt taaaaatctg aactcttcotg
aaggagttcc tgatcttctg gtctaaacga actaactatt attattatic tgtttggaac

tttaacattg cttatcatgg cagacaacgg ta

104

197

245

293

332

60
120
180
240
300

332
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<210> 16
<211> 708
<212> DNA
<213> CORONAVIRUS

<220>
<221> CDS
<222> (41)..(703)
<223>

<400 16

EP 1 694 828 B1

tattattatt attctgtttg gaactttaac attgcttate

act
Thr

gta
val

tat
Tyr

g9
Trp

tac
TYr
70

att
Ile

Tttt
Fhe

ctt
Leu

gaa
Glu

atg
Met
150

att
Ile

ata
Ile

tcr
ser

ctc
Leu
55

aga
Arg

gta
val

ct
g'l a

ctc
Leu

agt
ser
135

gcc
Ala

acc
Thr

aat
Asn
40

ttg
Leu

att
Ile

&ty

cgt
Arg

aat
Asn
120

gaa
Glu

sty

Tt
ga‘l

ttc
Phe
25

cag
Arg

tgg
Trp

aat
Asn

ttg
Leu

acc
Thr
105

gt
Va

ctt
Leu

cac
His

gag
Glu
10

cta
Leu

aac
ASNn

cca
Pro

tgg
Trp

atg
Met
a0

cqge
Arg

cct
Pro

gte
val

LcC
ser

gag
Glu

ttc
Phe

aqgq
Arg

gta
val

gt
va
75

tod
Trp

tca
Ser

ctc
Leu

att
Ile

cta
Leu
155

ctt
Leu

cta
Leu

Tt
Phe

aca
Thr
60

act
Thr

ctt
Leu

atg
Met

€99
Arg

gyt
o

&y

aaa
LyS

o] =4
g]a

tig
Leu
45

ctt
Lau

3ty

age
ser

tog
Trp

gEilg
Gly
125
gct
Ala

cyc
Arg

caa
Gln

tgg
Trp
30

tac
Tyr

gct
Ala

&y

tac
Tyr

tca
ser
110

aca
Thr

gt
va

tgt
Cys

ctc
Leu
15

att
Ile

ata
Ile

tgt
Cys

att
Ile

ttc
Phe
85

TtC
Phe

att
Ile

ate
Ile

gac
Asp

105

ctg
Leu

atg
met

ata
Ile

ttt
Phe

acyg
Ala
80

gtt
val

aac
Asn

gt
Va

att
Ile

att
Ile
160

atg
Met

gaa
Glu

tta
Leu

aag
LyS

Val
65

att
Ile

gct
Ala

cca
Pro

acc
Thr

cot
Arg
145

aag
Lys

ca
g‘l a

caa
GIn

cta
Ley

ctt
Leu
50

ctt
Leu

gca
Ala

tcc
Ser

gaa
Glu

aga
Arg
130

&y

gac
ASp

gac
Asp

199
Trp

caa
GIn
39

gt
val

get
Ala

atg
Met

tt¢
Phe

aca
Thr
115

ccqg
Pro

cac
His

ctg
Ley

aac
AsSn

aac
Asn
20

ttt
Phe

1TtcC
Phe

gct
Ala

Ala

agg
Ar

10
aac
Asn

ctc
Leu

ttg
Leu

cca
Pro

ety
5

cta
Leu

gce
Ala

ctc
teu

tc
33'!

tgt
Cys
85

ctg

Leu

att
Ile

atg
Met

cga
Arg

dda
Lys
165

55

103

151

199

247

295

343

391

439

487

535
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gag
Glu

acg
Ala

tac
Tyr

gac
Asp

atc act
1le Thr

tcg cag
sar GIn

cgt att
arg Ile

gt
va

cgt
Ar

gct
Ala

170

18

200

aat att
Asn Ile

215

<210> 17

<211 221
«212> PRT
<213> CORONAVIRUS

<400 17

Met

Glu

Leu

Lys

val

65

ITe

Ala

Pro

Thr

Arg
145

Ala

Gln

Leu

Leu

50

Leu

Ala

Ser

Glu

&y

gct
Ala

ASp

Trp

GlIn

35

val

Ala

Met

Phe

Thr

115

Pro

His

gta
val

aac
Asn

Tty
Leu

Asn

Asn

20

Phe

Phe

Ala

Ala

Arg

100

ASn

Ley

Ley

aca
Thr

ety

tat
Tyr

cta
Leu

tca
Ser

act
Thre

aaa
Lys

gta
val

EP 1 694 828 B1

cga acg
Arg Thr

gat tca
Asp Ser

ctt
Leu

175

190

tta aat
Leu Asn

205

220

aly
5
Leu
Ala
Leu
val
Cys
85
Leu
Ile
Met

Arg

Thr

val

Tyr

Trp

Tyr

70

ITe

Phe

Leu

Glu

Met,
150

Ile

Ile

ser

Leu

55

Arg

val

Ala

Leu

Ser

135

Ala

cag taagt
GIn

Thr

Gly

AsH

40

Leu

Ile

Gly

Arg

Asn

120

Glu

Gly

Q?t

aca
Thr

val

Phe

25

Arg

Trp

ASN

Leu

Thr

105

val

Leu

His

106

Glu

10

teu

Asn

Pra

Trp

Met

90

Arg

Pro

val

Ser

tct tat tac aaa
Ser Tyr Tyr Lys

ttt gct gca tac
Gly Phe Ala Ala Tyr

gac cac gcc ggt
Asp His Ala Gly ser Asn
210

Glu

Phe

Arg

val

val

75

Trp

ser

Leu

Ile

Leu
155

195

Leu Lys
Leu Ala
Phe Leu
45
Thr Leu
60
Thr Gly
Leu Ser
Met Trp
Arg Gly
125

Gly Ala
140

Gly Arg

tta g
Leu 'c

Gin

Trp

30

Tyr

Ala

Gly

Tyr

Ser

110

Thr

val

Cys

Ty

aac cgc
AsSh Arg

agc aac

Let

15

Ile

Ile

Cys

Lle

Phe

95

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu

Met

Ile

Phe

Ala

80

val

Asn

val

Ile

Ile
160

583

631

679

708
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Lys Asp Leu Pro Lys Giu Ile Thr val Ala Thr Ser Arg Thr Leu Ser
165 170 175

Tyr Tyr Lys Leu Gly Ala ser GIn Arg val Gly Thr Asp Ser Gly Phe
180 185 190

Ala Ala Igg Asn Arg Tyr Arg Ile Gly Asn Tyr Lys 53? Asn Thr Asp

200

15

25

35

46

45

50

55

His Ala Gly Ser Asn Asp Asn
210 215

<210 18
<211 769
«212> DNA

<213> CORONAVIRUS

ITe Ala Leu Leu val GlIn
220

<400> 18
cctgatcttc tggtctaaac gaactaacta ttattattat tctgtttgga actttaacat 60
tgcttatcat ggcagacaac ggtactatta ccgttgagga gcttaaacaa ctcctggaac 120
aatggaacct agtaataggt ttcctattcc tagectggat tatgttacta caatttgect 180
attctaatcyg gaacaggttt ttgtacataa taaagcttgt tttcctctgg ctottgtgge 240
cagtaacact tgcttgtttt gtgctitgctg ctgtctacag aattaattgg gtgactggcg 300
ggattygcgat tgcaatgget tgtattgtag gotitgatgtg gotiagctac rtogtigott 360
¢cttcagget gtttgetegt accggetcaa tgtggtcatt caacccagaa acaaacatte 420
ttctcaatgt gectctecgg gggacaattg tgaccagacc gctcatggaa agtgaactto 480
tcattggigc tgtgatcatt cgtggtcact tgcgaatggc cggacactcc ctagggcgcet 540
gtgacattaa ggacctgcca aaagagatca ctgtggctac atcacgaacg ctttcttatt 600
acaaattagg agcgtcgeag cgtgtaggea ctgattcagg ttttgotgca tacaaccgct 660
accgtattgg aaactataaa ttaaatacag accacgccgg tagcaacgac aatattgett 720
tgctagtaca gtaagtgaca acagatgttt catcttgttyg acttccagg 769

<210> 19

<211> 1231

<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 19
taccgtattg gaaactataa attaaataca gaccacgccy gtagcaacga caatattget 60

107
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sgctagtac
agagatattg
aataagrtca
agatgatgaa
Tcctgacatt
gtacgactgt
Ttcaccctct
ctigtgctga
ttttcatcag
ctgctctagt
cactitaatt
gcttattata
ctaaacgaac
cactgtagta
acaacactag
cttticatag
aagatrccage
crgctacatt
aatggaccec
tcaactgaca
<210 20

<211= 1242
<212> DNA

agtaagtgac
attatcatta
atagtgagac
gaacctatgg
gattgtattt
actactaaaa
tgctgacaat
cggtactcga
acaagaggag
atttttaata
gacttctatt
trttggtttt
atgaaacttc
cagcgetgtyg
gggtaatact
atggcacact
tgatogtocy
tagagacgta
aatcaaacca

ataaccagaa

<213> CORONAVIRUS

<400 20

gcatacaacce
gacaatattyg
ggttacaata
tcttgacgtt
ttattcggag
aaattartct
agtgtgttag

gcaattcace

gctaccgtat
ctrtgctagt
gcagagatat
ataataagtt
Ttagatgatg
cttectgaca
aggtacgact

atttcaccct

EP

aacagatgtt
tgaggacttt
aattatitaa
agttagatta
acatcttgeg
gaacctrgce
aaattrtgcac
catacciatc
gttcaacaag
ctttgcttca
tgtgettttt
cactcgaaat
tcattgtttt
catctaataa
tatagcactg
atggttcaaa
cttatagcta
crrgrigrtt
acgtagtgcc
tggaggacgc

tggaaactat
acagtaagtg
tgattatcat
caatagtgag
aagaacctat
ttgattgtat
gtactactaa

cttgctgaca

1694 829 B1

tcatcttgtt
caggattgct
gcctetaact
tccataaaac
agctatatca
catcaggaac
taacttgcac
agctgegtge
agctctactce
ccattaagag
agccttictyg
ccaggatcta
gacttgtatt
acctcatgtyg
ctrggctitg
catgcacace
ggtgtiggta
taaataaacg
ccecgeatta

a

aaattaaata
acaacagatg
tatgaggact
acagttattt
ggagttagat
ttacatcttg
aagaaccttg

ataaatttge

108

gacttccagg
atttggaate
aagaagaatt
gaacatgaaa
ctatcaggag
atacgagoqyc
tagcacacac
aagatcagtt
gecacttttt
aaagacagaa
ctattccttg
gaagaacctt
tctotatgea
cttgaagatc
tgctectagga
taatgttact
ccttcatgaa
aacaaattaa

catttggtag

cagaccacqc
tTtcatcttg
ttcaggattyg
aagcctctaa
tatccataaa
cgagctartat
cccatcagga

actaacttgce

ttacaatagc
ttgacgttat
attcggagtt
attattctct
tgtgttagag
aattcaccat
tttgcttttg
tcaccaaaac
ctcattgtty
tgaatgagct
ftttaataat
gtaccaaagt
gttgcatatg
cttgtaaggt
aaggrrreac
atcaactgtc
ggtcaccaaa
aargtctgat

acccacagat

cggtagcaac
ttgacttceca
ctatttggaa
ctaagaagaa
acgaacatga
cactatcagg
acatacgagyg

actagcacac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1231

60
120
180
240
300
360
420
480
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acrtigetrtt
tttcaccaaa
trctcattgt
aatgaatgag
tgttttaata
ttgtaccaaa
cagttocata
tecttgtaag
gaaaggtttt
ctatcaactg
aaggtcacca
aaaatgtctg

ggacccacag

<Z210= 21
<211 1231
<Z12> DNA,

tgcttgtget
acttttcatc
tgetgeteta
Cctcactttaa
atgcttatta
gtctaaacga
tgcactgtag
gtacaacact
accttticat
tcaagateca
aactgctgeca
ataatggacc

attcaactga

<213> CORONAVIRUS

<220>
<221> CDS

<222> (86)..(274)

<223>

<400> 21

EP 1 694 828 B1

gacggtactc
agacaagagg
gtatttttaa
ttgacttcta
tattttggtt
acatgaaact
facagcgetg
aggggtaata
agatggcaca
getggtagty
tttagagacg
ccaatcaaac

Cdataaccag

gacataccta
aggticaaca
tactttgett
tttgtgettt
ttcactcgaa
tctcattgtt
tgcatctaat
cttatagceac
ctatggtrtca
cgettatage
tacttgttgt
caacgtagtg

aatggaggac

taccgtattg gaaactataa attaaataca gaccacgecg

ttgctagtac agtaagtgac aacag atg

aca ata
Thr Ile
10

atrt

tgg
Ile

Trp

cer
Pro

aag
Lys

atg gag

gca gayg
Ala

aat
Asn

cta
l.eu

tta

ata

Glu Ile

Met
1

ttg att atc
Ley

Iie 1le

15

ctt
Leu

gac
ASp
30

act
Thr
45

gat

aag
Lys

tat

gtt
val

aag
LyS

cca

ata ata
ITe Ile

aat tat
Asn Tyr

Tt
Phe

cat ctt
His Leu

att

at
Ile :

Met

1
20

tca
ser
35

gag
Glu

ata

agt
Iie

Ser

1cg
Ser
50

tta
Leu

109

tcagetgegt
agagctctac
caccattaag
ttagcettte
atccaggatc
ttgacttgta
aaacctcatg
tgcttggett
aacatgcaca
taggtottgg
tttaaataaa

ccceccgeat

gc

gtagcaacga caatattgct

gtt
val
5

gac
Asp

ttc
Phe

act
Thr

aga
Arg

gt
va

gat
Asp

gat
Asp

499
Arg

caa
Gin

gaa
Glu
55

taaaacgaac atgaaaatta ttctcttcct

gcaagatcag
tcgecacttt
agaaagacag
tgctattect
tagaagaacc
tttctctaty
tgcttgaaga
tgtgctctag
CCctaatgtta
taccttcata
cgaacgaatt

tacatttggt

ttc cag gtt
Phe GIn

val

att

gct
Ile

Ala
25

Tttt
Phe

Tta
Leu
40

gaa
Glu

cct
Pro

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1242

60
112

160

208

256

304
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EP 1 694 828 B1

met Glu Egu Asp Tyr Pro

gacattgatt
gactgtacta
ccctettget
tgctgacggt
catcagacaa
tctagtattt
ttaattgact
attatartte
acgaacatga
gtagtacagc
cactaggggt
tcatagatog
tccagetggt
tgcatttaga
gacceccaate

ctgacaataa

<210= 22
<211> 63
<212> PRT

gtatttacat
ctaaaagaac
gaczataaat
actcgacata
gaggaggtrc
ttaatacttt
tctattigtyg
ggtrttcact
aacttctcat
gctgtgeate
aatacttata
cacactatga
ggtgcgctta
gacgtacttg
aaaccaacgt

ccagaatgga

<213> CORONAVIRUS

<400 22

cttgcgaget
cttgeccatc
ttgcactaac
cctatcaget
aacaagagct
gcttcaccat
crttttagec
cgaaatccag
tgttttgact
taataaacct
gcactgctty
ttcaaacatg
tagctaggty
ttgttttaaa
agtgcceecc

ggacgea

aratcactat
agogaacatac
ttgcactage
gcgtgcaaga
ctactcgeca
taagagaaag
tttctgetat
gatctagaag
tgtatttcte
catgrgcrtg
gcettgtgct
catacctaat
ttggraccrt
faaacgaaca

gcattacatt

caggagtgtg
gagggcaatt
acacactttg
tcagtttcac
Crttttctca
acagaatgaa
tecttgtrtt
aaccttgrac
tatgg¢agtig
aagatccttg
ctaggaaagg
gttactatca
catgaaggtc
aattaaaatg

tagtggacce

ttagaggtac
caccatttca
cttttgctty
caaaactttr
ttgttgctge
tgagctcact
aataatgctt
caaagtctaa
catatgcact
taaggtacaa
ttttaccttt
actgtcaaga
accaaactgc
tctgataatg

acagattcaa

get Phe His

Ile Ile Met

Leu

Arg

val Asp Phe G1n val Thr Ile Ala Glu Ile Leu
5 10 15

20

Ile Ser Ser Ile
35

Tyr Ser Glu
50

<210> 23
<211 1231
<212> DNA

Leu

«<213> CORONAVIRUS

Thr Phe Arg Ile g}a Ile Trp Asn Leu ggp val

val Arg G1n hgu Phe Lys Pro Leu Igr Lys LyS

AsSp Asp g;u Glu Pro Met Glu Leu ASp Tyr Pro
60

110

364
424
484
344
604
664
724
784
844
904
964
1024
1084
1144
1204
1231

Ile

Ile

Asn
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<220>
<221>CDS
<222> (285)..(650)
<223>

<400= 23

EP 1 694 828 B1

taccgtattg gaaactataa attaaataca gaccacgecg

rtgctagtac agtaagtgac aacagatgtt tcatcttgtt

agagatattg attatcatta tgaggacttt caggattgct

aataagttca atagtgagac aattatttaa gcctctaact

agatgatgaa gaacctatgg agttagatta tccataaaac

cte
Leu

cag
Gin

tca
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

aaa
Lys
85

ctt
Leu

att
Tle

ttc ctg aca ttg

rhe

gag
Glu

&y

Tttt
phe

g?t
Gly
70

ctt

Leu

Tttt
Phe

aag
Lys

Leu

tgt
Cys

aca
Thr

gca
Ala
55

act
Thr

tte
Phe

ctc
Leu

aga
Arg

Thr

gtt
val

tac
Tyr
40

cta
Leu

cga
Arg

atc
ITe

att
Ile

aag
Lys
120

Leuy

aga
Arg
25

a
%

act
Thr

cat
H1s

aga
AFg

gtt
val
105

aca
Thr

att gta ttt aca tct tgc
Ile val Phe Thr sSer Cys
10 15

g?t acg act gta cta cta
Gly Thr Thr val ggu Leu

g?c aat tca cca ttt cac
Gly Asn Ser :ga Phe His

tgc act agc aca cac tit
Cys Thr ggr Thr His Phe

acc tat cag ctg cgt gca
Thr ;gr GIn Leu Arg Ala

caa gag gag gtt caa caa
GIn Glu Glu val aln Gln
90 95

gct gt cta gta ttt tta
Ala Ala Leu val igg Leu

gtagcaacga caatattgct

gacttccagg ttacaatage

atttggaatc ttgacgttat .

aagaagaatt attcggagrt

gaac atg aaa att att
Met Lys Ile Ile
1

gag cta tat cac tat
Glu Leu Tyr His ;ﬁr

aaa gaa cct tgc cca
Lys Glu Pro ggs Pro

cct ctt gct gac aat
Pro Leu gga ASp Asn

gct trt gct tgt get
Ala E?e Ala Cys Ala

aga tca gtt tca cca
Arg Ser val Ser Pro
RO

gag ct¢ tac tcg cca
Glu Leu Tyr Sser Pro
100

ata ctt tgc ttc acc
Ile Leu Cys Phe Thr
115

gaa tgaatgagct cactttaatt gacttctart

Glu

tgtgcttttt agcctttetg ctattcottg ttttaataat gettattata trttggrret

cactcgaaat ccaggatcta gaagaacctt gtaccaaagt ctaaacgaac atgaaacttc

tcattgtttt gacttgtatt tctctatgca gttgcatatg cactgtagta cagcgcetgty

catctaataa acctcatgty cttgaagatc ctitgtaaggt acaacactag gggtaatact

1

60

120

180

240

296

344

392

440

488

536

584

632

680

740

800

860
920
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tatagcactg cttggctttg tgctctagga aaggttttac cttttcatag atggcacact 980
atggtrtcaaa catgcacace taatgttact atcaactgtc aagatccage tggtggtgeg 1040
cttatagcta ggtgttggta ccttcatgaa ggtcaccaaa ctgetgcatt tagagacgta 1100
cttgttgttt taaataaacg aacaaattaa aatgtctgat aatggacccc aatcaaacca 1160

acgtagtgce ccccgcatta catttggtgg acccacagat tcaactgaca ataaccagaa 1220

iG

15

25

35

46

45

50

55

tggaggacgce a

<210> 24

211> 122

<212= PRT

<213> CORONAVIRUS

«400> 24

Met Lys ITe Ile Leu Phe Leu Thr Leu Ile
1 5 10

Leu Tyr His ;gr GIn Glu Cys val ;gg Gly

Glu Pro Cys Pro Ser Gly Thr I%r Glu Gly

Leu ?Ea Asp Asn Lys Phe ?}a Leu Thr Cys

phe Ala Cys Ala Asp Gly Thr Arg His Thr
65 70

Ser val Ser Pro Lys Leu Phe Ile Arg Gln

Leu Tyr Ser Pro Leu Phe Leu Ile val Ala
100 105

Leu Cys Phe Thr Ile Lys Arg Lys Thr Glu
115 120

<210= 25

<211> 1231

<212> DNA

«213> CORCNAVIRUS

<220

<221> CDS

<222> (650)..(781)
<223

<400> 26

112

val

Thr

ASn

Thr

Tyr

75

Glu

Ala

Phe

Thr

Ser

Ser

60

GIn

Glu

Leu

Thr

val

Pro

45

Thr

Leu

val

val

Ser

Leu

30

Phe

His

Arg

Gln

Phe
110

Cys

15

Leu

His

Phe

Ala

GlIn

95

Leu

Glu

Lys

Fro

Ala

Arg

80

Glu

Ile

1231
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taccgtattg
ttgctagtac
agagatattg
aataagttca
agatgatgaa
tcctgacatt
gtacgactgt
ttcaccctct
ctrgtgctga
ttttcatcag

ctgctctagt

ctc
Leu

ctt
Leu
20

gat
Asp

val

cattgttttyg
atctaataaa
atagcactgc
tgottcaaac
ttatagctag
ttgttgtrtt
cgtagtgccc
ggaggacgca
<210> 26

«211> 44
«212= PRT

gaaactataa
agtaagtoac
attatcatta
atagtgagac
gaacctatgg
gattgrattt
actactaaaa
tgctgacaat
cggtactcga
acaagaggag

atttttaata

act tta att gac ttc
Ehr Len Ile Asp Phe

gtt tta ata atg ctt
Leu Tle Met Leuy
25

cta gaa gaa cct tgt
Leu Glu Glu Pro cys

40
acttgtattt
ccteatgtge
ttggctttgt
atgcacacct
gtgttggtac
aaataaacga

ccecgeattac

<213> CORONAVIRUS

<400=> 26

EP 1 694 828 B1

attaaataca
aacagatgtt
tgaggacttt
aattatttaa
agttagatta
acatcttgcg
gaaccttgce
aaatttgcac
catacctatc
gttcaacaag

ctttgcttca

att
Ile

acg
Thr
ctetatgeag
ttgaagatce
gctctaggaa
aatgttacta
cttcatgaag
acaaattaaa

atttggtgga

ata ttt
ITe Phe Trp Phe

aaa gtc
Lys val

gaccacgceg
tcatcttgtt
caggattgct
gcctctaact
tccataaaac
agctatatca
catcaggaac
taacttgcac
agctgegtac
agctetacte

ccattaagag

tat ttg tge ttt tra
Tgr Leu Cys
1

Phe Leu

tgg ttt
30

ttgcatatge
ttgtaaggta
aggttttacc
tcaactgtca
gtcaccaaac
atgtctgata

cccacagatt

113

gtagcaacga
gacttccagg
attrtggaatc
aagaagaatt
gaacatgaaa
ctatcaggag
atacgagggce
tageacacac
aagatcagtt
gccactrrte

caatattgct
ttacaatagc
ttgacgttat
attcagagtt
attattcect
tgtgttagag
aattcaccat
tttgcttttg
tcaccaaaac

ctcattgttg

aaagacaga atg aat gag
Met Asn Glu

1

gcc ttt ctg cta tte
Q}a FPhe Lew Leu pPhe

tca ctc gaa atc cag
Ser Leu GTu Ile Gin

actgtagtac
caacactagg
ttttcataga
agatccaget
tgctgcattt
atggacccca

caactgacaa

35

taaacgaaca tgaaacttct

agcgetgtyc
ggtaatactt
tggcacacta
ggtggtgcge
agagacgtac
atcaaaccaa

taaccagaat

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
658

706

754

801

861
921
981
1041
1101
1161
1221
1231
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Met Asn Glu Leu ghr Leu I1e Asp Phe {5r Leu Cys Phe Leu Aga Phe
1 i

Leu Leu Phe Sgu val Leu Tle Met Egu Ile Ile Phe Trp gge ser Leu

Glu Ile g}n Asp Leu Glu Glu 250 Cys Thr Lys val

<210> 27
<211> 1231
<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<220
«<221= CDS

<2225 (791)..(907)

«223>

<400 27

taccgtatig
ttgctagtac
agagatattg
aataagtica
agatgatgaa
tcctgacatt
gtacgactgt
ttcacectct
cttgtgetga
ttrtcatcag
ctgetctagt
cactttaatt
gcttattata

crtadacgaac

gaaactataa
agtaagtgac
attatcatta
atagtgagac
gaacctatgg
gattgtattt
actactadaa
tgctgacaat
cggtactcga
acaagaggag
arttttaata
gacttctatt
trttggtitt

attaaataca
aacagatgtt
tgaggacttt
aattatttaa
agttagatta
acatcttgeg
gaaccttgce
aaatttgcac
catacctatc
gttcaacaag
ctttgcrtea
tgtgcttttt

cactcgaaat

gaccacgeeg
tcatcrgte
caggattgct
gcctctaact
tccataaaac
agctatatca
catcaggaac
taacttgcac
agctgcgtge
agctctactce
ccattaagag
agectttety

ccaggatcta

gtagcaacga
gacttccagg
attrggaatc
aagaagaatt
gaacargaaa
ctatcaggag
atacgagggc
tagcacacac
aagatcagtt
gccactrttt
aaagacagaa
ctattccttg
gaagaacctt

atg aaa ctt ctc att gtt ttg act tgt att tct

114

caatattgct
ttacaatagc
ttgacgttat
attcggagtt
attattctct
tgtgttagag
aattcaccat
tttgettttyg
tcaccaaaac
ctcattgttg
tgaatgagct
ttttaataat
gtaccaaagt
cta tgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
829
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Tet Lys Leu Leu %1& val Leu Thr Cys {ge ser Leu Cys

agt tgc ata tgc act gta gta cag cgc tgt gca tct aat aaa ccr cat
ser Egs Ile Cys Thr val gg] GIn Arg Cys Ala gsr ASN LYS Pro His

gtg ctt gaa gat cct tgl aag gta caa cac taggggtaat acttatagca
val Leu Glu Asp Pro Cys Lys val Gln His
30 35
ctgcttggct ttgtgctcta ggaaaggttt tacctittca tagatggcac actatggttc
aaacatgcac acctaatgtt actatcaact gtcaagatcc agctggtggt gcgcttatag
ctaggtyttg gtaccttcat gaaggtcace aaactgctgc atttagagac gtacttgtty
ttttaaataa acgaacaaat taa2atgtct gataatggac cccaatcaaa ccaacgtagt
gccecccgea ttacatttgyg tggacccaca gattcaactg acaataacca gaatggagga
cgca

<210=> 28

<211> 39

<212» PRT
<213= CORONAVIRUS

<400> 28

Met Lys Leu Leu Ile val Leu Thr Cys Ile Ser Leu Cys Ser Cys Ile
1 5 10 15

Cys Thr val 581 Gin Arg Cys Ala ggr Asn Lys Pro His gg1 Leu Glu

Asp Pro %gs Lys val GlIn His

<210> 29

<211> 1231

<212= DNA

<213> CORONAVIRUS

<220

«221> CDS

<222 (876)..(1127)
<223>

<400 29

115

877
927

987
1047
1107
1167
1227
1231
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taccgtattd
trgctagtac
agagatattg
aataagttca
agatgatgaa
tcctgacatt
gtacgactgt
ttcacectet
cttgtgetga
ttttcatcad
ctgetetagrt
cactttaatt
gcttattata
Ctaaacgaac

cacrgtagta

Tac
Tyr

9?3
25’

aca
Thr

gta

499
val

ATQ

cta
Leu

gcr
Ala

aca

tgc
Thr g

Cys
40

CttT
Ley

ata

gcg
Ile

Ala
55

Tttt

aca
Phe

aga
Ala

Arg

gaaactataa
agtaagtgac
artatcatrta
atagtgagac
gaacctatgg
gattgtattt
actactaaaa
tgctgacaat
cggtactcga
acaagaggag
attrrraata
gacttetatt
ttttggtitt
atgaaacttc

cagcgetgtg

EP 1 694 828 B1

attaaataca
aacagatgtt
tgaggactit
aattatttaa
agttagatta
acatcttgcg
gaaccttgee
aaatttgcac
catacctatc
gttcaacaag
ctttgcttca
tgtgertett
cactcgaaat
tcattgtttt

catctzataa

gaccacgccg
tcatcitgtt
caggatrgct
gcctetaact
tccataaaac
agctatatca
catcaggaac
taacrtgcac
agctgegige
agctctactc
ccattaagag
ageetreerg
ccaggatcta

gacttgtatt

gtagcaacga
gacttccagg
atttggaatc
aagaagaatt
gaacatgaaa
ctatcaggag
atacgaggoc
tagcacacac
aagatcagtt
gccactrttt
aaagacagaa
ctattcctty
gaagaacctt

tctctatgea

acctc atg tgc ttg aag

act
Thr

aac
Asn
10

aag
Lys

tT
ga]

cct
Pro

aat
Asn

gct

agg
Ala

Arg

gac
AsSp

gta
val
75

agag
Arg

tta
teu

tt
3a1

gt
Cys
60

ctt
Leu

&y

cct
Pro

act
Thr
45

tag

aat
AsSh

tte
Phe
30

atc
Ile

tac

Trp Tyr

gtt
val

gtt
val

Met Cys Leu Lys
1

tat
Tyr

act
Thr
15

cat
Hi1s

agc
ser

aga
Arg

tag
™rp

aac
Asgn

caa

tgt
Gln

cys

ctt
Leu

cat

At gaa
His

Glu
65

aaa
Lys

tta
Lel

aat
Asn
80

taaaatgtct gataatggal cccaatcaaa ccaacqrtagr

tggacccaca gattcaactg acaataacca gaatggagga

<210> 30
<211> 84
<212> PAT

<213> CORONAVIRUS

<400= 30

116

act

get
Thr

Ala

act
Thr
35

cca
Fro

cac
H1s

gat
ASp
50

&y

cga aca
Arg The

cac
H1s

i
20

atg
Met

gct
Ala

caa
Gin

aat
Asn

caatattget
ttacaatagc
ttgacgttat
attcggagtt
attattetct
tgtgttagag
aattcaccat
tttgettttg
tfaccagaac
ctcattgttg
tgaatgagct
ttttaataat
gtaccaaagt
gttgcatatg
3 Leu

ctt
Leu

tgt
Cys

caa
Gln

&y

gct
Ala
70

gtt
val

%

act
Thr

gccecccgca ttacatttgg

cgca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
893

041

g8g

1037

1085

1127

1187
1231
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Met Cys Leu Lys

1

ser Thr Ala Trp
20

Trp HisS Thr Met
35

EP 1 694 828 B1

Ile Leu val Arg Tyr Asn Thr
5 10
Leu Cys Ala Leu g;y Lys val

val GIn Thr Cgs Thr Pro Asn
&

GIn ggp Pro Ala Gly Gly gga Leu I1e Ala Arg

Glu Gly His GIn Thr Ala Ala Phe Arg Asp val
65 70 75

Lys Arg Thr Asn

<210 31
<211= 21221
<212= DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 31

atggagagec
cttcaggtta
gaggcacgtg
ctgceccage
cacggcecaca
ggtataacac
gttcttcttc
aagtcttatg
tggaacacta
gcagtcacte
atcaaagatt
tacatcgagt
ttcactgage
aagaaattty
gtcaaagtca

cgctctgtgt

ttgrrcttgg
gagacgtgct
aacacctcaa
ttgaacagcc
aggtcgttoa
tgggagtact
gtaagaacgg
acttaggtga
agcatggcag
gctatgrcga
ttctcgcacg
cgaagagagg
gctctgataa
acactttcaa
ttcaaccacy

accctgttgce

tgtcaacgag
agtgcgtoge
aaatggcact
cratgrgtec
gctagttgca
cgtgccacat
taataaggga
cgagcttggce
tggtgcacte
caacaatttc
cgcgggcaag
totctactgc
gagctacgag
aggaggaatac
tgttgaaaag

atcrccacag

aaaacacacyg
ttcggggact
tgtggtctag
attaaacgte
gaaatggacy
gtgggcgaaa
gccggtgglc
actgatccca
cgtgaactca
tgrggcccag
tcaatgtgcea
tgccgtgacce
caccagacac
ccaaagttig
aaaaagactg

gagtgtaaca

117

Arg Gly Asn Thr Tyr
15

Leu Pro Phe His Arg
30

val Thr Ile Asn Cys
45

Cys Trp Tyr Leu His
60

Leu val val Leu Asn
80

tccaacteag
ctgtggaaga
tagagctgoa
ctgatgcett
gcattcagta
ceccaattge
atagctatgg
ttgaagatta
ctcgtgagcet
atgggtacce
ctctttcega
atgagcatga
cCttcgaaat
tgtttectet
agggtttcat
atatgcactt

Tttgectgte
ggccetatey
aaaaggcgta
aagcaccaat
cggtcgtage
ataccgcaat
catcgatcta
tgaacaaaac
caatggaggt
TCcErgattgc
acaacttgat
aattgcctag
taagagtgcc
taactcaaaa

goggcgtata
gtcraccttyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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atgaaatgta
tgtgaacatt
cctactaatg
gagcatagty
ggtaggacta
geetactgag
gacaatgtgg
attaacattg
tctgeticta
accattgtrg
tggaacattg
gctagtgtta
gatttgcaaa
gtcgacgcca
gtaactggty
gttoaaaaac
tttctcaagg
aagggtcaaa
gttgttaaca
cgatcactca
atacgtggea
tttettgaag
ggtgaactcg
acaccagtet
gecartgtete
attaaaggtg
agaatcacat
tacactgttg
gtgaagactt
tggagtgtag
atgtattgtt
gaagaaattg
ccictggaat
tggctgpaty

atcattgcga
gtggcactga
ctgtagtyaa
ttgcagatta
gatgttttgg
ttectegtge
agaccettgaa
ttgocgattt
caagtgcctt
agtcctgegy
gacaacagad
tcagatcaat
gagcagetgt
tggrttatac
gtcttgtaca
tcaggectat
atgcttggoa
tacaggttoc
aggcactcga
acrtaggrga
aggagcaget
gtgattcaca
aagcactcga
gtgtaaatgg
ctgotretact
taacctttgg
ttgagcttga
aatccggtac
tacaaccagt
ctacattcta
cctrttacec
atgaaacctyg
ttggtgecte

atactactga

EP 1 694 828 B1

tgaagtttca
aaatttagtt
aatgccatgt
tcacaaccac
aggctgtgta
tagtgcrgat
tgaggatcte
tcatttgaat
tattgacact
taactataaa
atcagtttta
ttttgcgege
caccatactt
ttcagacctyg
acagacttct
ctttgaatgg
gattctcaaa
ttcagataac
aatgtgcatt
agtctteatc
gcaactactc
tgacacagta
gacgceegtt
ccteatgcetc
ggctacaaac
agaagatact
tgaacgtgtt
cgaagttact
ttctgatctc
cttatttgat
‘tccagatgag
tgaacatgag
agctgaaaca

gcaatcagag

tggcagacgt
atrtgaaggac
cctgectygte
tcaaacattg
tttgcctaty
attggctrcag
cttgagatac
gaagaggtitg
ataaagagtc
gttaccaagg
acaccactgt
acacttgatg
gatggtattt
ctcaccaaca
cagtggttgt
attgaggcga
tttcteatta
atcaaggatt
gatcaagtca
gctcaaagea
atgeercra
cttacctctg
gatagcttca
ttagagatta
aatgtctttc
grttgggaag
gacaaagtgc
gagtttgcat
cttaccaaca
gatgcragrg
gaagaagagg
‘tacggtacag
gttcgagttg

attgagccag

118

gcgacttict
ctactacatg
aagacccaga
aaactcgact
ttggcrgcta
gecaractgg
‘tgagtcgtga
ccatcattit
ttgattacaa
gaaagcecgt
gtggtiticc
cagcaaacca
ctgaacagte
gtgtcattat
ctaatctrtt
aacttagtgc
caggtgtrtt
gtgtaaaatg
ctatcgetgyg
agggacttta
aggcaccaaa
aggaggttgt
caaatggagc
aggacaaaga
gcttaaaagg
ttcaaggtra
ttaatgaaaa
gtgttgtage
Tgggtattga
aagaaaactt
acgatgcaga
aggatgatta
aggaagaaga

daccagaacc

gaaagccact
tgggtaccta
gattggacct
ccgcaaggga
taataagcgt
cattactggt
acgtgrraac
ggcatctttc
gtctttcaaa

aaaaggtgct

CtCacaggct

ctcaattect
attacgrctt
tatggcatat
gggcactact
aggagtrgaa
tgacatcgtc
cttcattgat
cgcaaagttg
ccgrcagtgt
agaagtaacc
tctcaagaac
tatcgttgoc
acaatactgc
gggtgcacca
caagaatgto
gtgctctgtc
agaggctygtt
Tcttgatgag
ttcatcacgt
gtgtgaggaa
tcaaggtctce
agaggaagac

tacacctgaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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gaaccagtta
gttgacatco
atacacctga
atgcaaaagdg
tgrrtgcttt
aatgcaggtyg
atcttacttg
caagtgtgcg
tatgagcagg
caagaggagc
cctgtegatg
gaaactaagt
catgattctce
tacataggtag
aaggctagtg
tatataacca
gctcttaaga
gaagagattc
acaagaaaat
aagtataaag
tatactagta
cttgtcacaa
tgtatgegtt
acatataatg
gtttctttgg
gttgaattitc
trtcatcttg
gaggttaaga
gtagatatgt
gttacaaaaa
gatgacacac
ggtaggtaca
ttaacttcaa

caacagcttg

atcagrttac
ttaaggagge
aacatggtag
agagtgatga
ctggacataa
aggacatcca
caccattgtt
tgcagacggt
ttgtcatgga
caccaaacac
tgaagccaaa
ttcttaccaa
agaacatgct
grgatgitat
gcactactga
cgtaccctgg
aatgcaaatc
taggaactgt
taatgectat
gaattaaaat
aagagcctgt
tgccaattgg
ctcttaaage
gatacctcac
ctggctetta
ttaagcgtag
acggtgaggt
Cctataaaagt
ctatgacata
ttaaacctca
tacgtagtga
tgtctgettt
Ttaaatgggc
aagtcaaatt
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tggrrattta
acaaagtgct
tggtgtagca
ttacattaag
tcttgctaag
gcttertaag
gtcagcaggc
tcgtacacag
ttatcttgat
agaagattcce
aattaaggcc
taagttacte
tagaggtgaa
cactagtggt
gatgctetca
acaaggatgt
tgcatrttat
atcctggaat
atgcatggat
tcaagagggc
agcttctatt
ttatgtgaca
tcctgeegta
ttegtcatca
cagagattgg
tgacaaéatt
tctttcactt
gttcacaact
tggacagcag
tytaaatcat
agcritcgag
aaaccacaca
tgataacaat

caatgcacca

aaacttactg
aatcctatgy
ggtgcactca
ctaaatggcc
aagtgtctgc
gcagcatatg
atatttggtg
gttratattg
aacctgaagc
aaaactgaag
tgcattgatg
ttgtttgetg
gatatgtctt
gatatcactt
agagctttoa
gctggttata
gtactacctt
ttgagagaaa
grtagageca
atcgttgact
attacgaagc
catggttita
gtgtcagtat
aagacatcty
tectatteay
gtgtaccaca
gacaaactaa
gtggacaaca
titggtccaa
gagggtaaga
tactaccata
aagaaatgga
tgttatttgt

gcacttcaag
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acaatgrtge
tgattgtaaa
acaaggcaac
ctcttacagt
atgttgttog
aaaatttcaa
ctaaaccact
cagtcaatga
ctagagtaga
agaaatctgt
aggttraccac
atatcaatqg
tccttgagaa
gtgttgraat
agaaagtgec
cacttgagga
cagaagcace
tgcttgetca
taatggcaac
atggtgtccy
tgaactctct
atcttgaaga
catcaccaga
aggagcactt
gacagcgtac
ctctggagag
agagtctcrt
ctaatctcea
catacttgga
ctttctttgt
ctctrgatga
aatttectca
ctagtgtttt

aggcrtatta

cattaaatgt
tgcrgetraac
caatggtyce
aggagggtct
acctaaccta
ttcacaggac
tcagtettta
caaagctett
agciacctaaa
cgtacagaag
aacactggaa
taagctttac
ggatgcacct
accctccaaa
agttgatgag
agctaagact
taatgctaag
tgctgaagag
catccaacgr
attcttettt
aaatgagccg
ggcrgegege
rgctgttact
tgtagaaaca
agagttaggt
cceegtegag
atccctgcgy
cacacagett
tggtgctgat
actacctagt
gagttitett
agttggtggt
attagcactt

1agageeegt

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4240
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
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gctggrgaty
gagcttggeg
gcaaagcgag
ggtgtagaag
tocattecat
tttgttatga
gcgaatgagt
accctctatc
actgatgtrt
ctcgatggag
datgcttact
agitttgata
atgacaggct
aatggcgaty
aaattactgc
asaccaaaca
tcatttgaag
caacaaccea
tgtgacgtga
grtaaagtaa
agcattacca
actcatggta
ccattettag
gtgrttaaca
daaagtacca
aagagtgirg
tctaaattgt
atctgtgtaa
aatggcgtta
ggtrctttte
cttgaaacea
gcogotgagt
tcagctataa

ctcatgtggt

ctgctaactt
argtcagaga
ttcttaatgt
crgtgatgta
gtgtytgtag
tgtctgcace
acacrggtaa
gtattgacgg
tctacaagga
ttacttacac
atacagageca
attrtcaaact
teacaaagec
tagrgoctat
ataagccaat
cttggtgttt
ttctggcagt
cctetgaaga
aaactaccga
cacaagagtt
ttaagaaacc
trgctgcaat
gacaagcage
artatatgcec
attctagaat
ctaaattatg
tcacaatecgce
ctgetgottt
gagaattgta
cttgcageat
trcagytyac
gggttttogc
tgcaggtgtt
ttatcattag
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ttgtgcactc
aactatgacc
ggtgtgtaaa
tatggotact
tcgtgatgct
acctgctgag
ctatcagtgt
agctcacctt
aacatcttac
agagattgaa
gcctatagac
cacatgttct
agctrcacga
tgactataga
tgtttgacac
acgutgtctrt
agaagacaca
agtagtggaz
agttgtaggce
dggtcatgag
taatgagctrt
taatagtgtt
aattacaaca
ttatgrgret
tagagcttca
ttrggatgec
tatgtggcta
tggtgtactc
tcttaattcg
ttgtttaagt
gatttcatcy
atatatgttag
ctttggctat

tattgtacaa

atactcgctt
catcttctac
catrtgtygtc
ctatcttatg
acacaatatc¢
tataaattac
ggtcattaca
acaaagatgt
actacaacca
ccadaattygg
cttgtaccaa
agcacaaaat
gagctatctg
cactattcag
attaaccagyg
tggagtacaa
caaggaatgg
aatcctacea
aatgicatac
gatctiatgg
tractagect
ccttggagta
tcaaattgeg
acattattgt
ctacctacas
ggcattaatt
ttgttgttaa
ttatctaaty
tctaacgtta
ggattagact
tacaagctag
ttcacaaaat
tttgctagtc

atggcacccg

120

acagtaataa
agcatgcetaa
agaaaactac
ataatcrtaa
tagtacaaca
agcaaggtac
ctcatataac
cagagtacaa
tcaagectgt
atgggtatta
ctcaaccaty
ttgctgatga
tcacatrctt
cgagtttcaa
ctacaaccaa
agccagtaga
acaatcttgc
tacagaagga
ttaaaccatc
ctgcttatgt
taggtttaaa
aaattttgoc
ctaagagatt
tccaattgtyg
ctattgctaa
atgtgaagte
gtatttgctt
Ttggrygctce
ctactatgga
ccettgatte
acttgacaat
tCttttattet
atrtcatcag
tttctgcaat

aactgttgge
tttggaatct
taccttaacg
gacaggtott
agagtcttct
attcttatgt
tgctaaggag
aggaccagtg
gtegtataaa
taaaaaggat
accaaatgceyg
tttaaatcaa
cccagacttyg
gaaaggtgct
gacaacgttc
tactrcaaat
Ttgtgaaagr
agtcatagag
agatgaaggt
gyaaaacaca
aacaattgcc
ttatgtcaaa
agcacaacgt
Tacttttact
aaatagrgtt
acccaaattt
aggttctcta
ttcttattgt
tttctgtgaa
ttatceagct
tttaggtctyg
attaggtctt
caattcttgyg
ggttaggatg

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
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tacatctict
tgeacctcrt
acaactattg
ttctygcaaga
trcattagty
actgaccagt
tactttgaca
ttagacaatt
gatggcaagt
ctgatgtocc
actgaagtit
grtcetatgg
gtagctttag
accgatgtty
gaagtgacag
acgcccagag
gcaaaaagtc
cagctgegta
tgtgctacaa
aagattgtta
gcattggttt
aatgaaatca
gatgattgtt
tcatacaaaa
ttcatagtge
titctaccte
gagtatagtg
gatgctatgy
tcttatagtg
tttccraaca
tgtagacatg
tgggttctta
atgaatctca

tctgettcag

Ttgcricttt
cgacttgcat
ttaatggcat
ctcacaattg
atgaagttgc
catcgtatat
aggctgatca
tgagagctaa
ccaaatycda
aacctattct
ccgttaagat
aaaaacttaa
atggtgtect
acacaaagga
gtgacagttg
atcrtyycgc
acaatgtttce
dacaaattcy
ctagacaggt
gtacttgttt
gttatatcgt
ttggrracaa
ttgcaaataa
atgacaaaag
ctggcttacc
gtgtrtttag
attttgctac
gcaaacctgt
agcttegtce
cttacctgga
gtacatgcga
ataatgagca

tagctaacat

tagtggctag
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ctactacata
gargtgctat
gaagagatct
gaattgtete
tcgtgatttyg
tgttgatagt
aaagacctat
caacactaaa
cgagtcrget
gttgcttgac
gtttgatgcet
ggcacttgtt
ttctacattc
tgttattgaa
taacaatttc
atgtattgac
actcatctgg
tagtgctgee
tgtcaatgtc
taaacttatg
tatgccagta
agccattcag
acatgctggt
ctgccctgta
gggtactgtg
tgctgttgge
ctctgcttge
gccatattgt
agacactcgtr
gggttetgtt
aaggtcagaa
ttacagagcet
ctttactect
tggtattatt

tggaagagct
aagcgcaatc
ttctatgtet
aattgtoaca
tcactccagt
gttgctgrga
gagagacatc
ggttcactgc
tctaagtetg
caagctettoy
tatgtcgaca
gctacagete
gtgtcagctyg
tgtctcaaac
atgctcacct
tgtaatgeaa
aatgtaaaayg
aagaagaaca
ataactacta
Ctraaggcea
catacattgt
gatggtgtca
tttgacgcat
gtagctogcta
ctgagagcaa
aacatrtgct
gttcttgctyg
tatgacacta
tatgtgctta
agagtagtaa
gtaggtattt
ctatcaggag
cttgtgcaac

gccatattgg

121

atgttcatat
gtgccacacg
atgcaaatgg
cattttygcac
ttaaaagacc
aaaatggcgc
cgcetetecea
ctattaatgt
cttctgtgta
tatcagacgt
ccrtitcage
acagcgagtt
cccgacaagg
titcacatca
ataataaggt
ggcatatcaa
actacatgtc
acataccttt
aaatctcact
cattattgtg
caatccatga
ctcgtgacat
ggtttagcca
tcattacaag
tcaatggtga
acacaccttc
ctgagtgtac
atrttgctaga
tggarggtte
caacttttga
geetatctac
ttttctgtgg
ctgtgggtge
tgacttatgc

catgygatggt
cgttgagryt
aggcegtggc
tggtagtaca
aatcaaccct
gcttcaccte
ttttgtcaat
catagttttt
ctacagtcag
tggagatagt
aactrrtagt
agcaaagggt
tgttgtrtgat
ctctgactta
tgaaaacatg
tgcccaagta
tttatctgaa
tagactaact
caagggtggt
cgrtctrget
tggttacaca
cattictact
gcgtggtgot
agagarrggr
cttcttgcat
caaactcatt
aatttttaag
gggttctatt
catcatacag
tgctgagtac
cagtggtaga
tgttgatgcy
ttragatgtg

tgcctactac

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8380
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
2060
9120
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tttatgaaat
ttgtrittga
gtctactcag
gctcaccttc
tatgtattct
agagtcatgt
ttgctcaaca
tataacaggt
accagctate
tcaggtgcty
agrggtttta
accrgtggaa
catgtcattt
aaatccaacc
tctatgcaaa
tataaattty
tcaccatctg
cttaatggat
tatatgcatce
ttctatggtc
acattaaaty
aatagattca
cctttgacac
gtcttagata
atccttagta
tctggtgtta
cttttaactt
ttctitgttt
tgtgctatge
cttgcaacag
atgacatggc
atgtatgctt
gctgctagac
gotaatgcre

tcagacgtgt
tgrctttcac
tcrtttactt
aatggtttgce
gtatttctct
ttaatggagt
aggaaatgta
atcttgctet
gtgaagcagc
atgttctcta
ggaaaatggc
ctacaactct
gcacagcaga
atagctttct
attgtctyct
tecegtateca
gtgtttatca
catgtggtag
atatagagct
catttgttga
ttttygygcatg
ccactacttt
aagatcatgt
tgtgtgctgc
gcactatttt
ccttccaagg
tcttgacate
acgagaatgc
tgcttgttaa
ttgcttactt
ttgaattgge
cagctttagt
gtgtttggac

tagatcaage
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trtrggrgag
tatactctgr
gtacttgaca
catgttttct
gaagcactgc
tacatttagt
cctaaaatty
atataacaag
ttgctgcecac
ccaaccacca
attcccegtea
taatggattg
agacatgctt
tgttcaggcet
taggcttaaa
acctggtcaa
gtgtgccatg
tgttogtttt
tccaacagga
cagacaaact
getgtatget
gaatgacttt
tgacatattg
tttgaaagag
agaagatgag
taagttcaag
actatigatt
tttcttgcca
gcataageac
taatatggtc
tgacactagc
tttgcttatt
actgatgaat
tatttecatg

tacaaccaty
ctygtaccag
ttctatttca
cctattgtoc
cattggttct
accttcgagy
cgtagegaga
tacaagtatt
ttagcaaagg
cagacatcaa
ggcaaagttyg
tggttggatg
aatcctaact
ggcaatgttc
gttgatactt
acattttcag
agacctaatce
aacattgatt
gtacacgetig
gcacaggcetyg
gctgttatca
aaccttgtgy
ggacctcttt
ctgctgcaga
trtacaccat
aaaattgtta
cttgttcaaa
tttactcttyg
geattcttgt
tacatgcctg
ttgtctggrt
ctcatgacag
gtcattacac

tgggccttag

122

Trgttgctge
cttacagctt
ccaatgatgt
ctttrtggat
ttaacaacta
aggctgctte
cactgttgee
tcagtgoage
ctcraaatga
tcactictgc
aagggtgeat
acacagtata
atgaagatct
aacttecgtgt
ctaaccctaa
ttctageaty
ataccattaa
atgattgcat
gtactgactt
caggtacaga
atggtgatag
caatgaagta
ctgctcaaac
atggtatgaa
ttgatgttgt
agggcactca
gtacacagtg
gtattatggc
gettgtttet
ctagctgggt
ataggcrraa
ctcgcactgt
ttgtttacaa
ttatttctgt

taatgcactt
tctgecggga
ttcattcttg
aacagcaatc
tcrtaggaaa
gtgtaccrtt
acttacacag
¢cttagatact
ctttagcaac
tgtrctgcag
ggtacaagta
ctgtccaaga
gctcattcge
tattggccat
gacacccaag
ctacaatggt
aggttctite
gtctttctac

agaaggtaaa

cacaaccata
gtggtttctt
Caactatgaa
aggaattgcc
tggrcgract
tagacaatgc
tcattyggatg
gtcactgttt
aattgctgea
gttaccttet
gatgcgtatc
ggattatgtt
ttatgatgat
agtctactat

aacctctaac

9180
§240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9300
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
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tattctggty
pagtattacc
tgtttcttag
ttcaggctta
aactcccagyg
ttgttgggta
gacgtaaagt
tctretaaat
acaactgaag
gctgtagaca
attgettcay
ratgagcagg
ttgaatgtgg
atggcagate
aaagtaacta
gcacttaaca
ttgactacag
tgtgatggta
gcggatagea
tggcctetta
ctgagtccag
actgatgaca
ttactatcag
acaatttaca
aaagtgaaat
ggcagttitag
tcaactgtgc
ctagcaagtg
acaggacagg

gctrcatgrt

gactrgaaag

acacttagaa
gaccaactec

gcggtgtaag
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tcgttacgac tatcatgttt ttagetagag

cattgtratt
gctattgtty
ctcttogtot
ggctitrace
ttggaggtaa
gcacatctgt
tgtaggcaca
ctttcganaa
ttaataggrtt
aatttagttc
ctgtagctaa
ctaaatctga
aggeratgac
gtgctatgca
acattatcaa
cagccaaact
acacctttac
agattgttca
ttgttacage
tagcactacg
atgeacttygc
accaccaaga
<agaactgga
acttgtactt
ctgctacagt
TrIccttcty
gaggacaace
caattactgt
gtctgtatig
gtaagtacgt
acacagtctyg
gtgaaccctt

tgcagccegt

tattactgge
crgctgctac
tratgactac
tcctaagagt
accatgtatc
ggtactgctc
atgtgtacaa
gatggtrrct
gtgcgaggaa
tttaccatca
tggtgattct
gritgaccgt
ccaaatgtac
aacaatgctc
caatgcgogt
catggrtgtt
atatgcatct
acttagtgaa
tctaagagec
acagatgtcc
ctactataac
tctcaaatqgy
accaccrige
catcaaaggc
acgtettceag
tgcttttyea
aatcaccaac
aacaccagaa
tagatgccac
ccaaatacct
taccgtetge
gatrgcagtct

cttacaccgt

aacaccttac
tttggecttt
tTggtctcta
agtattgatg
aaggttycta
tcggttctte
ctccacaaty
cttttgtetg
atgctegata
tatgecgert
gaagtcgttc
gatrgcrgeea
aaacaggcaa
ttcactatgc
gatggtrigly
gtccctgatt
gractctgog
attaacatgyg
aactcagctg
tgtgcggctyg
aattcgaagqg
gctagattce
aggtttgtta
trtazacaacc
gctggaaatg
gtagacccty
tgtgtgaaga
gctaacatgg
attgaccatc
accacttgtg
ggaatgtgga
gcggatgceat
gcggcacagyg

123

ctatagtgtt
agtgtatcat
TCtgtrtact
cacaagaatt
ctttcaaget
ctygtacagtc
aacaacttag
atattcttct
trttgctate
accygtgetac
atgccactgce
tcaaaaagtt
tgcaacgeaa
gatctgagga
ttaggaaget
ttccactcaa
atggtaccta
aaatccagea
acaattcacc
ttaaactaca
gtaccacaca
gaggtaggtt
¢taagagtga
cagacacacc
taaatagagg
cracagaagt
ctaaagcata
tgrtgtgtac
accaagagtc
caaatcctaa
ctaatgacce
aaggttatag
caacgttttt

cactagtact

tgtgtgtgtt
gcttgrttat
caaccgttrac
taggtatatg
taacattaag
taaaatgtct
agtagagtca
tgcaaaagac
catgcagggt
tctteagget
ccaggaggcc
aaagaaatct
gtrggaaaag

caagagggca

tgataatgat:

catcatacca
caagaacact
agtergttgat
aaatttgget
gaataatgaa
aacagcttgt
tgtgctggca
tggtacaggt
aaaagggcct
tatggtgctg
acctgccaat
taaggattac
acacactggt
ctttggtagt
aggattctgt
agtgggtttt
ctgtagttgt
aaacgggttt
gatgtcgtct

11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
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acagggcttt
attgctoteg
ttaagaggca
attgtccage
cacatatatc
gtcattttga
gtgatgatga
tacgcgtata
tctgegatge
ttaatgggaa
ctattgtgga
ctgctgagtc
aatatgattt
agacatacca
acttraatgt
aaatatttgt
gagtcgtaca
tagtgtatge
gractacatg
ccggtaattt
gaagttctgt
attatgacta
tagttgaaqgt
aagraatcgr
ctagacttta
agcgraatgt
atagagctceg
atcagaaatt
gcaagtttta
cacaccttat
taatggecte
tctacagytt
cactatatgr
gtgtctttaa

tgatatttac
crtecaggag
tactatgtct
ggttgcrgic
acgtcagcgt
tgagggtaat
ttatttcaat
tgctaactta
tatgcgroat
ctggracgat
ttcatattac
ccatatggat
tacyggaagag
tcccaattgt
gtrartttcr
agatggtgtt
taatcaggat
tgctgatcca
crrttcagta
taataaagac
tgaactaaaa
ttatcgttat
tgttgataaa
taacaatctg
ttatgactca
catccctact
caccgtager
attgaagtca
cggtggctyg
gggttgggat
tctegrtett
agctaacgag
taaaccaggt

catttgtcaa
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aacgaaaaag ttgctggitt tgcaaagrte

aaggatgagg aaggcaattt

aactaccaac
catgactttt
ctaactaaat
tgrgatacat
aagaaggatt
ggtgagcgtyg
gcaggcattg
ttcggtgatt
tcattgctga
gctgatetey
agactttgtc
attaactgtt
actgrgttte
certttgttg
gtazacttac
gctatgeatyg
gcrgeactaa
ttttatgact
cacttetrce
aatctygccaa
tactttgatt
gataaatcag
atgagttaty
ataactcaaa
ggtgtctcta
atagcecgera
cataatatgt
tatccaaaat
gctcgeaaac
tgtgcgeaag
ggaacatcat

gctgttacag

atgaagagac
tcaagtttag
acacaatggc
taaaagaaat
ggtatgactt
tacgcecaate
taggegtact
tegtacaagt
tgeccatect
caaaaccact
tctfcgaccg
tggatgatag
cécctacaag
tttcaactgg
atagctegeg
cagettcigq
caaacaatgr
ttgctgtgtc
ttgctcagga
caatgtotga
gttacgatgg
ctoggtttcec
aggatcaaga
tgaatcttaa
tctgtagtac
ctagaggage
tazaaaactgt
gtgacagagc
ataacactty
tattaagtga
ccggrgatge

ccaatgtaaa

124

attagactct
tatttataac
agtagatggt
tgatttagtc
actecgtcaca
cgtagagaat
attattaaag
gacattagat
agcaccaggc
cactttgact
tattaagtgg
ttattttaaa
gtgtatcctt
tritggacca
ataccatttt
tctcagttitc
caatttattg
tgcitttcaa
taaaggtttc
tggcaacget
tatcagacaa
fggctgtatt
arttaataaa
tgeactittc
gtatgccatt
tatgacaaat
tactgtagta
ttacagtgat
catgcctaac
ctgtaactta
gatggtcatg
tacaactget

tgcacttctt

ctaaaaacta
tactttgtag
ttggttaaag
gacatggtac
tatgcrctac
tacaattgcet
cctgacatcet
actgtacaat
aatcaggatc
tgcggagtec
agggcattag
gatttgctga
tattgggacc
cattgtgcaz
ctagtaagaa
<gtgagttag
aaggaacttt
Cctagataaac
actgtcaaac
trtaaggaag
getatcagtg
ctcctattcg
aatgccaacce
tggggraagy
gcgtatacta
agtgcaaaga
agacagrttce
atrggaacaa
gtagaaactc
atgcttagga
tcacaccgtt
tgtggcggct
tatgctaata

tcaactgatg

13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13950
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060.
15120
15180
15240
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gtaataagat
atagaaatag
atttctccat
ctcaaggttt
tgttcatgtc
tttgctcaca
cagatccatc
gracacttat
atcctaatca
atgatgagct
cctecacggta
aggctgtagy
ttaggagacc
aattagtgtt
tgacacaact
gttttccatt
gtgacaatgt
acatacttgc
ccactyagga
acagagaatt
atgtctttac
ttyaaaaagg
atgrrogtga
tagtgccaca
atgagrtrtc
tccaaggace
catctgctcg
aggcattaaa
tagagtgttt
taaatgcatt
ctaattatga
gcgatcctye
aatattttaa

ctrgtcgecy

agctgacaag
ggatgttgat
gatgattctt
agtagcrage
tgaggcaaaa
gcatacaatg
aagaatatta
gattgaaagg
ggagtatgct
tactggecac
ctgggaacct
tgcttgtgta
attcctatgt
gtctgtraat
gtatetagga
atgtgctaat
cactgacttc
caacacttgt
aacatttaag
gcatctitca
tggtiaccyt
tgactatygt
ttactttgtg
agagcactat
tagcaargrt
acctggract
catagtgtat
atatttgcce
tgatzaattc
gccagaaaca
cttgagtgtt
tcaattacca
Ttcagtotge
ttgtecrget
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tatgtcegea
catgaattcy
tctgatgatg
attaagaaﬁt
tgttggacty
ctagttaaac
ggcgcaggct
ttcgtgtcac
gargrerrtc
atgttggaca
gagttttaty
ttgtgcaatt
tgcaagtget
ccotatgrtt
ggtatgaget
ggtcaggttt
aatgcgatag
acrgagagac
ctgtcatatg
tgggaggtig
gtaactaaaa
gatgctgttg
ttgacatctc
gtgagaatta
gcaaattatc
ggtaagagtc
acggcatget
atagataaat
adagtgaatt
actgctgaca
gtcaatgcta
gcececegea
agacttatga

gaaattgttg

atctacaaca
tggatgagtt
<Ccgttgtgtyg
ttaaggcagt
agactgacct
aaggagatga
gttttgtcga
tggctattga
acttgtattt
tgtattccgt
aggctatgta
cacagacttc
gctatgacca
gcaatgcece
attattgcaa
ttggtttata
caacatgtga
tcaagetrit
gtatrtgccac
gaaaacctag
atagtaaagt
tgtacagagg
acactgtaat
ctggettigta
aalaaggtegg
attttgcecat
ctcatgeage
gtagtagaat
caacactaga
ttgtagtctt
gacttcgtge
cattgctpac
aaacaatagg

acacrgtgag

125

caggetctat
ttacgettac
ctataacagt
tcrrtattat
tactaaagga
ttacgtgtac
tgatattgtc
tgcttaccca
acaatacatt
aatgctaact
cacaccacat
actrcgttgc
tgtcatttca
aggrtgtgat
gtcacataag
caaaaacaca
ttggactaat
cgcagcagaa
tgtacgcegaa
accaccattg
acagattgga
tactacgaca
gecacttage
cccaacacte
catgcaaaag
cggacttgct
tgttgatace
catacctgeyg
acagtatgtt
tgatgaaatc
aaaacactac
taaaggcaca
tccagacatg
tgctttagtt

gagtgtctet
ctgcgtaaac
aactatgcgg
Caaaataarg
cctcacgaat
ctgccttace
aaaacagatg
cttacaaaac
agaaagttac
aatgataaca
acagtecttge
ggtgcctgta
acatcacaca
gtcactgatg
ceteccatta
tgigtaggca
gctgacgatt
acgctcaaag
gtactctctg
aacagaaact
gagtacacct
tacaagttga
geacctacte
aacatctcag
tactctacac
ctctatracc
ctatgtgaaa
cgtgegegcyg
ttctgcactg
tctatggeta
gtctatattg
ctagaaccag
ttccttggaa

tatgacaata

15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840

- 15800

15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16380
17040
17100
17160
17220
17280
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agctaaaage
ttacacatga
ttacacgcaa
ctgtagette
aatatgacta
gcttcaatgt
atctitatga
taczagcaga
atcctacaca
gtgttgacat
gtttcaaaat
crattcgrca
atgcetgrggo
ctgtaccgac
aaccteccacc
ggaatgtagt
acagagtegt
tcaagattgy
cttcatcaga
catttatgat
aacattgeca
gttragecagt
taggagatga
ctgcattgct
agtgtgtgcc
aagcttacaa
atggtgtttq
gtaggtttga
tgtatgtgaa
taaagcaatt
tagtgtegga
taggtggtgc
atatgatgat
tgtggaatac

acacaaggat
tgtttcatet
tcctgettgy
azaaatctta
tgtcatatte
ggctatcaca
caaactgcaa
a2aatgtaact
ggcacctaca
accaggcata
gaattaccaa
cgttcytgcy
tactaaccta
tggttatget
aggtgaccag
gcgtattaag
grrcgtectt
acctgaaaga
tacttatgcec
tgatgrtcag
ggtacatgga
ccatgagtac
actgaggott
tgctgataag
tcaggctgaa
aatagaggaa
tttgrttigy
cacaagagtc
taagcatgea
gcctttettt
tattgattat
tgtttgcaga
ttctgctoga
atttaccagg
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aagtecagetc
gcaatcaaca
agaaaagctg
ggattgccta
acacaaacta
agggcaaaaa

tttacaagtc

ggacttttta

cacctrageg
ccaaaggaca
gtcaatggtt
tggattggct
cercrecage
gacactgaaa
tttaaacatc
atagtacaaa
tgggcgeatyg
acgtgtrgtc
tgctggaatc
cagtggggct
aatgcacartg
trttgttaagc
aattctgctrt
titccagttic
gtagaatgga
ctcttctatt
aattgtaacg
ttgtcaaact
ticcacactc
tactatictg
gttccactea
caccatgcaa
tttagcctat
ttacagagtt

aatgcettcaa
gacctcaaat
tttttatctc
cgcagactgt
ctygaaacage
ttggcatttt
tagaaatacc
aggactgtag
ttpatataaa
tgacctaccy
accctaatat
ttgatgtraga
taggatittc
ataacacaga
ttataccact
tgctcagtga
gctttgaget
tgtgtgacaa
attctgtggg
ttacgggtaa
tggctagttyg
gcgrtgatta
gcagaaaagt
ttcatgacat
agttctacga
cttatgctac
trgatcgtta
tgaacttacc
cagctttega
atagtccttg
aatcrgetac
atgagtaccg
ggatttacad

tagaaaatgt

126

aatgttctac
aggegttgta
accttataat
tgattcatca
acactctrgt
gtgcataaty
acgtcgcaat
taagatcatt
gricaagact
tagactcatce
gtttatcacc
gggctgtcat
tacaggtott
attcaccaga
catgtataaa
tacactgaaa
tacatcaatg
acgtgcaacrt
ttttgactat
ccttcagagt
tgatgctate
grtctgrttgaa
acaacacatg
tggaaatcca
tgctcageca
acatcacgat
cccagecaat
aggctgtgat
tazaagtgca
tgagtctcat
gtgtattaca
acagtacttg
acaatttgat

ggcttataat

aaaggtgtta
agagaattic
tcacagaacg
cagggtIctg
aatgtcaacce
tctgatagag
gtggctacat
actggtctic
gaaggattat
tctatgarggy
£gcgaagaag
gcaactagag
aacttagtag
gttaatgcaa
ggcttgecet
ggattgtcag
aagtactttg
tgctrttcta
gtctataace
aaccatgacc
atgactagat
taccctatta
gttgtgaagt
aaggctatca
tgtagtgaca
aaattcactg
gcaattgtgt
ggtggtagtt
tttactaatt
ggcaaacaag
cgatgcaatt
gatgcatata
acttataacc
gttgttaata

17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
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aaggacactt
acacaaaggt
atgrrgecatt
tcaataattt
ccecageaca
ctgagagtdc
acctrtttag
caccttcaaa
taaaaacaca
cctactttac
actttctega
tcgaacacat
taggcttage
acagcacagt
gttctgtaat
cagtgattec
ggtgtaagga
aaccaggtgt
accttcagaa
agtatactca
gagttattca
gacaatggtt
acgcagattc
ttattattag
aagaagaggtt
ctatagctgt
atttcteatg
taattgggoc
Ctaactacat
acatgagcaa
azatcaatga
acagagttgt
<210> 32

<211 297
<212> DNA

tgatggacac
agatggtatt
tgagctttgg
gggtgtigat
tgtatctaca
ttgticttca
aaacgccegt
gggaccagca
gtttaactac
‘tcagagcaga
gctegetaty
cgtttatgga
caagcgetca
gaaaaattac
tgatctttta
aaaagtggtrc
tggacatgrt
Tgcgatgect
ttatggtgaa
actgtgtcaa
ctttggtgct
gcecaactggc
tactttaatt
cgatatgtat
tttcacttat
aaagataaca
gtggacagct
taactatctt
tttctggagy
atttcctctt
tatgatttat

ggtttcaagt

<213> CORONAVIRUS

EP 1 694 828 B1

gccggcgaag
gatgtggaga
gctaagcgta
atcgcigeta
ataggtgtet
cttactytet
aatggtgttt
caagctageg
tttaagaaag
gacttagagg
gatgaattca
gatttcagte
caagattcac
ttcataacag
cttgatgact
aaggttacaa
gaaaccttct
aactrgraca
aatgctgtta
tacttaaata
ggctctgata
acactacttg
ggagactgrq
gaccctagga
ctgtgtggat
gagcattctt
rttgttacaa
ggcaagccga
aafacaaatc
aaattaagag
tetettctgg

gatattcttg

cacctgttte
tctttgaaaa
acattaaacc
atactgtaat
gcacaatgac
tgttigatag
taataacaga
tcaatggagt
tagacggcat
attttaagec
tacagcgata
atggacaact
cacttaaatt
atgcgcaaac
ttgtcgagat
ttgactatgc
acccaaaact
agatgcaaag
taccaaaagg
cacttacttt
aaggagttgc
tcgattcaga
caacagtaca
ccaaacatgt
ttataaagca
ggaatgcrga
atgtaaatgc
dggaacaaat
ctatccagtt
gaactgcigr
azaaaggtag

ttaacaacta

127

catcattaat
taagacaaca
agtgccagag
ctgggactac
tgacattgcce
tagagtguaa
aggttcagte
cacattaatt
tattcaacag
cagatcacaa
taagctcgag
tggcggtett
agaggattitt
aggttcatca
aataaagtca
tgaaatttca
acaagcaagt
aatgctrett
aataatgatg
agctgtraccc
accaggtaca
tcttaatgac
tacggctaat
gacaaaagag
dadactagcc
cctttacaag
atcatcatcy
tgatggctat
gtctrcctat
aatgtctctt
gcttatcatt

a

aatgctgttt
cttcctgtta
attaagatac
aaaagagaag
aagaaaccta
ggacaggtag
aaaggtctaa
ggagaatcag
Ttgcctgaaa
atggaaactg
ggctatgcct
catttaatga
atccctatgg
aaatgtgtge
caagatttgt
Trcatgettt
caagcgtggc
gazaagtgrg
aatgtcgcaa
tacaacatga
gctgtgctca
ttcgrctecg
aaatgggacc
aatgactcta
ctgggtogtt
cttatgggece
gaagcatttt
accatgcatg
tcactctttyg
aaggagaatc

agagaaaaca

19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20840
21000
21060
21120
21180
21221
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<400 32

atggacccca atcaaaccaa cgtagtgccc cccgcattac atttggtgga cccacagatt 60
caactgacaa taaccagaat ggaggacgca atggggcaag gccaaaacag cgccgacccc 120
aaggtttacc caataatact gcgtcttggt tcacagetct cactcageat ggcaaggagyg 180
aacttagatt ccctcgagge cagggcgttc caatcaacac caatagtggt ccagatgace 240
aaattggcta ctaccgaaga gctacccgac gagttcgtgg tggtgacggc aaaatda 297

<210> 33

<211> 98

<212= PRT

<213> CORONAVIRUS

<400 33

Tet AsSp Pro Asn E1n Thr aAsn val val ;Eo pro Ala Leu His Lgu val
. 1

Asp Pro Gln gae 61n Leu Thr Ile Thr Arg Met Glu Asp §8a Met Gly
25

Gln Gly g;n Asn Ser Ala Asp 550 Lys val Tyr Pro ﬁ}e Ile Leu Arg

Leu ggy Ser GIn Leu Ser %gu Ser Met Ala Arg ggg Asn Leu Asp Ser

Leu Glu Ala Arg Ala Phe Gln Ser Thr pro Ile val val Gin Met Thr
65 70 75 80

Lys Leu Ala Thr Egr Glu Glu Leu Pro Sgp Glu Phe val val 321 Thr

Ala Lys

<210=> 34

<211=> 213

«212> DNA

<213= CORONAVIRUS

<400> 34
atgctgccac cgtgctacaa cttcctcaag gaacaacatt gccaaaagge ttctacgeag 60
agggaagcag aggcggcagt caagoctctt ctcgotccte atcacgtagt cgcggtaatt 120

caagaaattc aactcergge agcagtaggg gazattctcc tgctcgaatg gcetagcggag 180
gtggtgaaac tgccctcgeyg ctattgetgc tag 213

128
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<210> 35
<211=70
<212> PAT
<213> CORONAVIRUS

<400= 35

Met Leu Pro Pro Cys Tyr Asn Phe Leu Lys Glu GIn His Cys GIn Lys
1 5 10 15

Ala Ser Thr G1n arg Glu Ala Glu Ala Ala val Lys Pro Leu Leu Ala
20 25 30

Pro His His val val Ala val Ile GIn Glu ITe GIn Leu Leu Ala Ala
35 40 a5

val ggy Glu Ile Leu Leu ggu Glu Trp Leu Ala g1u val val Lys Leu

Pro Ser Arg Tyr Cys Cys
65 70

<210 36

<211 1377

<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<220>

<221> CDS

<222 (67)..(1333)
<223>

<400 36

atgaaggica ccdaactgct gcatttagag acgtacttgt tgttttaaat aaacgaacaa

attaaa atg tct gat aat gga ccc caa tca aac caa cgt agt gee ccc

129

60
108
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cge
Arg
15

3y

ccc
Pro

gag

agt

ser

gtt
val
95

ttc
Phe

aac
Asn

cce
Pro

gt
va
gag
175
agt
ser

ct
ser

ttg
Leu

gca
Ala
255

gtc

att
Ile

&ty

aat
Asn

gaa
Glu

&
80

cyt
Arg

tat
Tyr

daa
Lys

daa
Lys

cta

Leu
160

sty

cgc
Arg

cCct
Pro

ctg
Leu

caa
Gln
240

Tct
ser

act

EP 1 694 828 B1

Tet Ser AsSp Asn g1y Pro GIn Ser Asn GIn Arg Ser Ala Pro
10

Thr Phe G

aca ttt g?t
Y

cgc
Arg

aat
AsSn

ctt
Leu
635

€ca
Pro

&y

tac
Tyr

gaa
Glu
gac
Asp
145
caa
Gin

age
ser

iy

gct
Ala

cta
Leu
225

caa
Gln

aaa
Lys

caa

aat
Asn

act
Thr
5Q

aga
Arg

gat
Asp

3ty

cta
Leu

ggc
&y
130
cac

His

ctt
Leu

aga
Arg

aat
AsSn

cga
Arg
210

gac
ASp

caa
Gln

aag
LyS

gca

9?9
35"

gcg
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

gac
Asp

9?3
Gly
115
arc

Ile

att
Ile

cCct
Pro

sty

tca
Ser
195

atg
Met

aga
Arg

caa
Gln

cct
Pro

Tttt

g a
y
20

gca
Ala

tct
ser

cct
Pro

caa
Gln

oty
10

act
Thr

ta
%a?

3ty

caa
Gin

9gc
G?y
180
aga
Arg

gct
Ala

ttg
Leu

&y

cge
Arg
260

999

cCC
Pro

agg
Arg

tog
Trp

cga
Arg

att
Ie
85

daa
LysS

&y

199
Trp

acc
Thr

gga
&ty
165
agt
ser

aat
ASn

agc
Ser

4ac
Asn

caa
Gln
245

caa
Gln

aga

aca
Thr

cca
Pro

tte
Phe

ggc
%

&ty

atg
Met

cca
Pro

gtt
val

cgc
Arg
150
aca
Thr

caa
Gin

tca
Ser

8ty

cag
Gin
230

act
Thy

233
Lys

cgt

gat
Asp

aaa
Lys

aca
Thr
35

cag
GIn

tac
Tyr

aaa
Lys

gaa
Glu
gca
135
aat
Asn

aca
Thr

gee
Ala

act
Thr

got
ey
215
ctt
Leu

gte
val

cot
Arg

ggt

tca act gac aat aac
Ser Thr Asp Asn Asn

cag
GIn
40

gct
Ala

&y

tac
Tyr

a
&5

ger
Ala
120

act
Thr

cct
Pro

ttg
Leu

tct
Ser

cct
Pro
200

&

gag
Glu

act
Thr

act
Thr

cca

130

25

cgc
Arg

ctc
teu

gtt
vai

cga
Arg

ctc
Leu
105

tca
ser

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro

tct
ser
185

&ty

paa
Glu

age
ser

aag
Lys

gce
ala
265

gaa

cga
Arg

act
Thr

cca
Pro

aga
Arg
a0

age
ser

ctt
Leu

aly

a4c
Asn

aaa
Lys
170

cgce
Arg

age
ser

ace
Thr

aaa
Lys

aaa
LyS
250

aca
Thr

caa

ccc
Pro

cag
Gln

atc
Ile
75

ct
g1a

Lol nlad
Pro

cccC
Pro

gce
Ala

aat
Asn
155

oty

tce
Ser

agt
gapr

gce
Ala

gtt
vai
235

tct
ser

aaa
Lys

acc

caa
GIn

cat
His
00

aac
Asn

ace
Thr

aga
Arg

tac
Tyr

tty
Leu
140

ct
g]a

ttc
Phe

tca
ser

agg
APQ

CctC
Leu
220

tct
Ser

gct
Alz

cag
GIn

caa

cag
Gin

got
ety
ac

ace
Thr

cga
Arg

tyg
Trp

ety
12

aat
ASn

ce
21a

tac
Tyr

tca
Ser

g a
208

ocg
Ala

&y

gct
Ala

tac
Tyr

gga

aat
Asn
30

tta
Leu

aag
LYS

aat
Asn

cga
Arg

tac
TYr
110
gct
ala

aca
The

acc
Thr

aca
Ala
cgt
Ar

138

aat
ASn

cta
Leu

aaa
LYS

dag
Glu

aac
Asn
270

aat

156

204

252

300

348

396

444

492

540

588

636

684

732

780

828

876

924
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val Thr Gln Ala Phe Gly Arg
275

ttc g?g gac caa gac cta atc
phe Gly Asp gég Asp Leu Ile

ccg caa att gca caa trt gct
Pro GIn §a§ Ala G1n Phe Ala

tca cgc att g?c atg gaa gtc
Ser gs Ile Gly Met Glu g%}

cat g?a gcc att aaa ttg gat
His Gly Ala Ile Lys Leu Asp
335 340

gt¢ ata ctg ctg aac aag cac
val Ile Leu Leu %sg Lys His
5

aca gag cct aaa aag gac aaa
Thr GTu Pro Lys Lys Asp Lys
370
1tg CCg cag aga caa aag aag
Leu Pro Gln Arg GIn Lys Lys
385

gct gac atg gat gat tetc tcc

Ala Asp Met Asp Asp Phe Ser
400 405

gct tet get gat tca act cag

Ala ser Ala Asp Ser Thr Gln

415 420

aggcagatgg gctatgtaaa cg

<210> 37

<211= 422

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400 37

?et Ser Asp Asn Gly Pro Gln
5
Thr Phe Gly Gly Pro Thr Asp
20
Arg Asn g}y Ala Arg Pro Lys

Asn Thr Ala Ser Trp Phe Thr
50 55

EP 1 694 828 B1

Arg

aga
Arg

cca
Pro
310
aca
Thr

gac
Asp

att
Ile

aag
LyS

cag
GIn
390

aga
Arg

gca
Ala

Ser

Ser

GIn

40

Ala

Gly

Caa
Gln
295

agt
ser

cct
°ro

aaa
Lys

gac
Asp

daa

3

cCC
Pro

cda
GIn

taa

AN

Thr

25

Arg

Leu

Pro
280

&N

gce
Ala

1cg
Ser

gat
Asp

gca
Ala
360

aag
Lys

act
Thr

ctt
Leu

Glu

act
Thr

ict
Ser

&ty

cca
Pro
345

tac
Tyr

act
Thr

gt
va

caa
GlIn

GlIn

gat
Asp

gca
Ala

aca
Thr
330

caa
Gln

aaa
Lys

gat
Asp

act
Thr

aat
Asn
410

Thr

tac
TYF

TtC
Phe
315

tag
Trp

ttc
Phe

aca
Thr

gaa
Glu

ctt
Leu
395

tce
Ser

Gln

aaa
LyS
300

Tttt
Phe

ctg
Leu

aaa
Lys

tte
Phe

gct
Ala
330

ctt
Leu

atg
Met

8%

cat
His

afy

act
Thr

gac
ASp

cca
Pro
365

cag
Gin

cct
Pro

agt
Ser

acactcatga tgaccacaca

Gan Arg ser Ala Pro Arg
1

Asp Asn Asn Gln gan Gly

Arg Pro Gln

Thr Gln His
60

131

GlY Leu Pro
45

Gly Lys Glu

AsSn

tag
Trp

aty
Met

tat
Tyr

aac
Asn
350

cca
Pro

cct
Pro

gcg
Ala

&ly

Ile
Gly
AsD

Glu

972

1020

1068

1116

1164

1212

1260

1308

1355

1377
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Leu

63

Pra

Gly

Tyr

Glu

145

Gln

Ser

Gly

Ala

Leu

225

Gln

Lys

Gln

Asp

Ile

305

Ile

Arg

Asp

Gly

Leu

Leu

Arg

Asn

Ar

21

ASp

G1n

Lys

Ala

GIn

290

Ala

Gly

Phe

Asp

ASp

Gly

Ile

Ile

Pro

Gly

Ser

195

Met

Arg

Gln

Pro

Phe

275

Asp

al

Met

Pro

Gin

Gly

100

Thr

val

Gly

Gln

Arg

Ala

Leu

Gly

Ar

26

Gly

Leu

Phe

Glu

Arg

Ile

85

Lys

Gly

Trp

Thr

Asn

Ser

Ash

Gln

245

Gln

Arg

Ile

Ala

val
325

Gly

70

Gly

Met

Pro

val

Ar

15

Thr

GIn

Sar

Gly

Gln

230

Thr

Lys

Arg

Arg

Pro

310

Thr

EP 1 694 828 B1

Gin

Tyr

Lys

Glu

Ala

135

Asn

Thr

Ala

Thr

Gl

21

Ley

val

Arg

Gly

GIn

295

Ser

Pro

Gly

Tyr

Glu

Ala

120

Thr

Pro

Leu

ser

Pro

200

Gly

Glu

Thr

Thr

Pro

280

Gly

Ala

ser

val

Arg

Leu

105

Ser

Glu

Asn

Pro

ser

185

Gly

Glu

Ser

Lys

Ala

265

Glu

Thr

Ser

Gly

132

Pro
Arg
a0

ser
Leuy
Gly
ASD
Lys
170
Arg
ser
Thr
Lys
Lys
250
Thr
GIn

Asp

Ala

Thr
330

Ile

75

Ala

Pro

Pro

Ala

Ash

155

Gly

Ser

Ser

Ala

val

235

Ser

Lys

Thr

Tyr

Phe

315

Trp

Asn Thr
Thr Aarg
Arg Trp
Tyr Gly
Leu Asn
140

Ala Ala
Phe Tyr
ser ser
Arg Gly
550 *1®
ser G]y
Ala Ala
GIn Tyr
Gln Gly
5

Phe Gly

Leu Thr

Asn
Arg
Tyr
110
Ala
Thr
Thr
Ala
Arg
190
Asnh
Leu
Lys
Glu
Asn
270
Asn
Trp

Met

Tyr

Ser

val

93

Phe

Asn

Pro

val

Ser

Ser

Leu

Gly

Ala

253

val

Phe

Pro

Ser

His
335

Gly

80

Arg

TV r

Lys

Lys

Leu

160

Gy

Arg

Pro

Leu

Gln

240

ser

Thr

Gly

Gln
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Ala Ile Lys

Leu Leu Asn
355

Pro LYS LyS
370

GIln Arg GIn

385

Met Asp Asp

Ala Asp Ser

Ley

340

Lys

Asp

Lys

Phe

Thr

EP

ASp ASp Lys

His ITe Asp

LYS Lys Lys

375

Gin Pro
390

LysS

Ser

Arg Gln
405 9

GIn Ala

<210 38
<211 1377
<212= DNA

420

<213> CORONAVIRUS

<400> 38

atgaaggtca
attaaaatgt
ggtgoaccca
aaacagcgcec
cagcatggca
agtggtccag
gacggcaaaa
gaagcttcac
gecttgaata
gtgctacaac
ggcggcagtc
actectggea
gccctegcge
ggccaacaac
cctegecaaa

ggtccagaac

ccaaactgct
ctgataatgg
cagattcaac
gaccccaagg
agoaggaact
atgaccaaat
tgaaagagct
rtcecctacgg
cacccaaaga
ttcctcaagg
aagcctetic
gcagtagggg
tattgectget
aacaaggcca
aacgtactgc

aaacccaagg

gcatttagag
dccccaatca
tgacaataac
tttacccaat
tagattcect
tggctactac
cagccccaga
cgctaacaaa
ccacattggc
aacaacattg
tcgctectca
aaattctect
agacagattg
aactgtcact
cacaaaacag

aaatttcggg

1694 829 B1
Asp Pro GIn
345
Ala Tyr Lys

360
Lys Thr Asp
Thr val Thr

Leu GIn Asn
410

acgtacttgt
aaccaacgta
cagaatggag
aatactgcgt
€gaggccagg
cgaagagcta
tggtacttct
gaaggcatcg
acccgeaatce
¢ccaaaagget
tcacgtagtc
gctcgaatgy
aaccagcttg
aagaaatctg
tacaacgtceca

gaccaagacc

133

Phe Lys Asp Asn val Ile
350
Thr phe Pro Pro Thr Glu
365

Ala 61n Pro Leu Pro
380

Glu

Leu

Leu Pro Ala Ala Asp
395 400

ser Met Ser Gly Ala Ser
415

Tgttttaaat
gtgccceecg
gacgcaatgg
cttggttcac
gcgttcecaat
cccgacgagt
attacctagg
targgattge
ctaataacaa
tctacgeaga
gcggtaattc
ctagcggagy
agagcaaagt
ctgctgaggc
ctcaagcatt

taatcagaca

aaacgaacaa
cattacattt
ggcaaggecea
agctcteact
caacaccaat
tcgtggtggt
aactggccca
aactgaggga
tgctgccace
gggaagcaga
aagaaattca
tggtgaaact
ttctggtaaa
atctaaaaag
tgggagacgt
aggaactgat

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
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tacaaacatt
tcacgcattg
aaattggatg
gacgcataca
gaagctcage
gctgacatgy

tcaactcagg

<210 39
<211 204
«<212= DNA

ggccgcaaat
gcatggaagt
acaaagatcc
aaacattccc
ctttgeegea
atgatttctc

¢ataaacact

<213> CORONAVIRUS

<400 39

atattaggtt
ctctaaacga
gcagtataaa
tctgcagact
<210> 40

<211> 809
<z212> DNA

Tttacctacc
actttaaaat
caataataaa

gcttacggtt

<213> CORONAVIRUS

<400 40

actcaagcat
ctaatcagac
gcctetgeat
ctgacttatc
atactgctga
gacaaaaaga
actgtgactc
atgagtggag
agatgggcta
gaatgaattc

aatctttaat

ttgggagacg
aaggaactga
tctttggaat
atggagccat
acaagcacat
azaagactga
ttettectye
cttctgetga
tgtaaacgtt
tcgtaactaa

caatgtgtaa

EP 1 694 828 B1

tgcacaattt
cacacctrey
acaattcaaa
accaacagag
gagacaaaag
cagacaactt

catgatgacc

gctcecaagtg
ggaacatggc
gacaacgtca
cctaaaaagg
aagcagececa
caaaattcca

acacaaggca

cctctgeatt
tgacttatca
tactgctgaa
acaadaagaa
ctgtgactct
tgagtggagc
gatgggctat

ctttggaatg
tggagccatt
caagcacatt
aaagactgat
tcttcctgcg
ttetgetgat

gtaaacg

caggaaaagc caaccaacct cgatctcttg tagatctgtt

crgtgraget gtcgetcgge tgecatgecta gtgcacctac

ttttactgtc gttgacaaga aacgagtaac tcgtcectct

tegt

tggtccagaa
ttacaaacat
gtcacgcatt
taaattggat
tgacgcatac
tgaagctcag
ggctgacatyg
ttcaactcag
ttcgcaattc
acagcacaag

cattaggaag

caaacccaag
tggccgoaaa
ggcatggaag
gacaaagatc
aaaacattec
cectttgecyc
gatgatttct
gcataaacac
cgtttacgat
taggtttagt
gacttgaaag

134

gaaatttcgg
ttgcacaatt
tcacaccttc
cacaattcaa
caccaacaga
agagacaaaa
ccagacaact
tcatgatgac
acatagtcta
taactttaat

agccaccaca

ggaccaagac
tgctccaagt
gggaacatgg
agacaacgtc
gcctaaaaag
gaagcageee
tcaaaattcc
cacacaagyc
ctetrgtgca
ctcacatagc

ttttcatcga

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1377

60
120
180
204

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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ggccacgcgg agtacgatcg agggtacagt gaataatgetr agggagagct goctatatgg
aagagcccta atgtgtaaaa ttaattttag tagtgctatc cccatgtgat tttaatagct

EP 1 694 828 B1

tcttaggaga atgacaaaaa aaaaaaaaa

<210> 41
<211> 448
<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<4Q0=> 41

aatgaacaca
acaagtgcca
gaagccacgce
tttctcgttg
acctraggtat
gggacgagtt
ggtacactag

agatcracaa

<210> 42
<211> 2033
<z212> DNA

tagggctott
trtttgagot
actagcacgt
acaccaagaa
gctoatgate
actcgtttct
gcatgcagcee

gagatcgagg

<213> CORONAVIRUS

<400 42

atacctaggt
caacgagaaa
gegtggctte
tggcacttgt
tgtgttcart
ggttgcagaa
gccacatgtg
Taagggaacc
gcttggeact
tgcactcegt
caatttctgt

ttcgtecyggg
acacacgtcc
ggggactctg
ggtctagtag
aaacgrtctg
atggacggca
ggcgaaaccc
gotggtcata
gatcccattg
gaactcactc

ggcccagatg

caagctgogg
gttcacgtgc
ctctaaccty
caaggctctc
gactgcaaca
tgtcaacgac
gagcgacagc

ttggttgg

tgtgaccgaa
aactcagttt
tggaagagge
agctggaaaa
atgccrraag
ttcagtacgg
caattgcata
gctatggcat
aagattatga
gtgagctcaa
ggtacccrct

cagtacgcct
ctccgatagg
aaggacaggc
catcttacct
cggacgaaac
agtaaaattt

tacacagatt

aggtaagatg
gcctgtectt
cctatcggag
aggcgtactg
caccaatcac
tcgtagcggt
ccgcaatgtt
cgatctaaag
acaaaactgg
tggaggtgca
tgattgcatc

135

ttttccaget
geetetteca
aaactgagtt
ttcggtcaca
cgtaagcagt
attattgttt
ttaaagttcg

gagagccttyg
caggttagag
gcacgtgaac
ccccagetty
ggccacaagg
ataacactgg
cticttcgta
tcttatgact
aacactaagc
gtcactcget

aaagattttc

ctactagacc
cagagrcecce
ggacgtgtgt
cccggacgaa
ctgcagaaga
atactgcgta

tttagagaac

ttcttggtyt
acgtgctagt
acctcaaaaa
aacagcccta
tcgttgaget
gagtactcgt
agaacggtaa
taggtgacga
atggcagtyg
atgtcgacaa

tcgeacgcge

720
780
809

60
120
180
240
300
360
420
448

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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gggcaagtca
ctactgctgc
ctacgagcac
ggaatgccea
tgaaaagaaa
tccacaggag
agtttcatgy
tttagttatt
gccatgtect
caaccactca
ctgtgtgttt
tgctgatatt
ggatctrcctt
tttgaatgaa
tgacactata
Cctataaagtt
agrtttaaca
tgcgcgeaca
catacttgat
agacctgetc
gacttctcag
tgaatggatt
tctcaaattt

<210= 43
<211> 2018
<212> DNA,

atgtgcactc
cgtgaccatg
cagacaccct
aagtttgtgt
aagactgagg
tgtaacaata
cagacgtgeg
gaaggaccta
gcetgtcaag
aacattgaaa
gectatgttg
ggctcaggece
gagatactga
gaggttgcca
aagagtcttg
accaagggaa
ccactgtgtyg
cttgatgcag
ggtatttctg
accaacagtg
tggttgtcta
gaggcgaaac

ctcattacag

213> CORONAVIRUS

<400

ggattgaggc gaaacttagt

aatttctcat tacaggtgtt

acatcaagga ttgtgtaaaa

ttgatcaagt cactatcgct

tcgctcaaag caagggactt

EP 1 694 828 B1

tttccgaaca
agcatgaaat
tcgaaattaa
ttcctcttaa
gtttcatogg
tgcacttgrc
actttctgaa
ctacatgtag
acccagagat
ctcgactecy
gctgctataa
atactggcat
gtcgtgaacg
tcattttggc
attacaagtc
agcccgtaaa
gttttcccte
caaaccactc
aacagtcatt
tcattattat
atcttttagg
ttagtgcagg
gtgtttttga

gcaggagtty
tttgacatco
tgcttcatty
ggcgcaaagt
taccgtcagt

acttgattac
tgcctggtte
gagtgccaag
ctcaaaagtc
gcgtatacge
taccttgatg
agccacttgt
gtacctacct
tggacctgag
caagggaggt
taagcgtgcc
tactggraac
tgttaacatt
atctttetct
tttcaaaacc
aggtgcrtgy
acaggctgcet
aattcctgat
acgtcrrgte
ggcatatgta
cactactgtt
agttgaattt

catcgtcaag

aatttctcaa
tcaagggtca
atgttgttaa
tgcgatcact
gtatacgtyg

136

atcgagtcga
actgagcgct
aaatttgaca
aaagtcattc
tctgtgtace
aaatgtaatc
gaacattgtg
actaatgctg
catagtgrtg
aggactagat
tactgggtrec
aatgtggaga
aacattgtty
gcttetacaa
attgttgagt
aacattggac
ggtgttatca
ttgcaaagag
gacgccatgg
actggtggtc
gaaaaactca
ctcaaggatg

ggtcaaatac

ggatgcttgg
aatacaggtt
caaggcactc
caacttaggt

caaggagcag

agagaggtgt
ctgataagag
ctttcaaagg
aaccacgigt
ctgttgcatc
attgcgatga
gcactgaaaa
tagtgaaaat
cagattatca
gttttggagy
ctcgtgctag
ccrrgaatga
gcgattttca
gtgcetttat
cctgeggtaa
aacagagatc
gatcaatttt
cagctgtcac
tttatactte
ttgtacaaca
ggcctatctt
cttgggagat
agg

gagattctca
gcttcagata
gaaatgtgca
gaagtcttca

ctgcaactac

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2033

60
120
150
240
300
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tcatgcctct
tacttacctc
ttgatagett
tcttagagat
acaatgtctt
ctgtttggya
ttgacaaagt
ctgagtttgc
tecttaccaa
atgatgctgg
aggaagaaga
agtacggtac
cagttcgagt
agattgagec
taaaacttac
Ctaatcctat
caggtgcact

agctaaatgg

Aagaagtgtet

aggcagcata
gcatatttgq
aggtttatat
ataacctgaa
ccaaaactga
ccrgeatitga
tcttgtttge
aagatatgtc
gtgatatcac

caagagcttt

<210> 44
<211 1442
<212> DNA

taaggcacca
tgaggaggtt
cacaaatgga
taaggacaaa
tcgertaaaa
agttcaaggt
gcttaatgaa

EP 1 694 828 B1

aaagaagraa
gttctcaaga
gctatcgtig
gaacaatact
gggggtgcac
tacaagaatg

aagtgctctg

cctricttoa
acggtgaact
gcacaccagt
gcgeategre
caattaaaqy
tgagaatcac
tctacactgt

atgtgtigta gcagaggctg ttygtgaagac

catgugtatt
tgaagaaaac
ggacgatgca
agaggatgat
tgaggaagaa
agaaccagaa
tgacaatgtt
ggtgattgta
€aacaaggca
ccctettaca
gcatgttgtt
tgaaaatttc
tgctaaacca
tgcagtcaat
gcctagagtg
ggagaaatct
tgaggttacc
tgatatcaat
tttccttgag
ttgtgttgta

gaigaaagtyg

<213> CORONAVIRUS

<400> 44

gatcttgatg
ttttcatcac
gagtgtgagg
tatcaaggtc
gaagaggaag
cctacacctg
gccattaaat
aatgcrgcta
accaatggtg
gtaggagggt
ggacctaacc
aattcacagg
cttcagtott
gacaaagctc
gaagcaccta
grcgtacaoga
acaacactgg
ggtaagcttt
zaggatgcac
atacccteca

ccagttgatg

agtggagtrot
gtatgtatty
aagaagaaat
tcocrctyga
actggetgaa
aagaaccagt
gtgttgacat
acatacacct
ccatgcaaaa
cttotttget
taaatgcagg
acatcttact
tacaagtgty
tttatgagca
aacaagagya
agcecrgtega
aagaaactaa
accatgattc
cttacatggt
aaaaggctyg

agtatata

137

aggtgattca
cgaagcactc
ctgtgtaaat
tcctggttta
tgtaacettt
atttgagett
Tgaatccggat
tttacaacca
agctacatte
ttccttttac
tgatgaaacc
artrtggtgcc
tgatactact
taatcagttt
cgttaaggag
gaaacatggt
ggagagtgat
ttctggacat
tgaggacatc
tgcaccartg
cgtgcagacy
ggttgtcatg
gccaccaaac
tgtgaageca
gtttettace
tcagaacatg
aggtgatort
tggcactact

catgacacag
gagacgcceg
ggcctcatyc
ctggctacaa
ggagaagata
gatgaacgtg
accgaagtta
gtttctgate
tacttatttg
cctccagatyg
tgtgaacatg
tCagctgaaa
gagcaatcag
actggttatt

gcacaaagtg

ggtggrgtrag

gattacatta

aatcttgcta
cagcttctta
ttgtcagcag
gttcgtacac
gattatcttg
acagaagatt
aaaattaagg
aataagttac
cttagaggtg
atcactagtg
gagatgctct

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20138
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ttgatgaggt
trgctgatat
Tgtctrtcct
teacttgtgt
ctttgaagaa
gttatacact
taccttcaga
gagaaatgct
gagccataat
ttgactatgq
cgaagctgaa
grtttaatct
cagtatcatc
catctgagga
attcaggaca
accacactct
aactaaagag
acaacactaa
gtccaacata
graagacttt
accatactct
aatggaaatt
atttgtctag
ttcaagaggce

tc

<210 45
«211= 1060
«<212= DNA

taccacaaca
caatggtaag
tgagaaggat
tgtaataccc
agtgccagtt
tgaggaagct
agcacctaat
tgctcatget
ggcaaccatc
tgtccgattc
ctctcraaat
tgaagaggct
accagatgct
gcactttgta
gcgtacagay
ggagagcccc
tcretratec
tetecacaca
cttggatggt
ctttgtacta
tgatgagagt
tcctcaagtt
tgtittatta
ttattataga

«213> CORONAVIRUS

<400 45

EP 1 694 828 B1

ctggaagaaa
ctttaccatyg
gcaccttaca
tccaaaaagg
gatgagtata
aagactygcte
gctaaggaag
gaagagacaa
caacgtaagt
tictittata
gagcecgettg
gegegergta
gttactacat
gaaacagttt
ttaggtottg
gtcgagtttce
ctgcgggagg
cagcttgtag
gctgatgtta
Ccctagtgatg
tttcttggta
ggtggtitaa
gcacttcaac

geecgtgety

ctaagrrtct
attctcagaa
tggtaggtga
ctggtggcac
taaccacgta
ttaagaaatg
agatrctagg
gaaaattaat
ataaaggaat
ctagtaaaga
tcacaatgcc
tgcgttctct
ataatggata
cfttggctgg
aatttcttaa
atcttgacgg
ttaagactat
atatgtctat
caaaaattaa
acacacracyg
ggtacatgic
cttcaattaa
agcttgaagt
gtgatgctygc

taccaataag
catgcttaga
tgttatcact
tactgagatg
ccctggacaa
caaatctgca
aacrgtatcc
gcetatatge
taaaattcaa
gcctgtaget
aattggttat
taaagctect
cctcacticy
ctcttacaga
gcgtggtgac
tgaggttctt
aaaagtgttc
gacatatgga
acctcatgta
tagtgaagct
tgctttaaac
atgggctgat
caaattcaat

taacttttgt

ttactcttgt
ggtgaagata
agtggtgata
ctctcaagag
ggatgtgctg
ttttatgtac
tggaatttga
atggatgrta
gagggcatcy
tctattatta
gtgacacatg
gccgtagtgt
tcatcaaaga
gattggtect
aaaattgtgt
tcacttgaca
acaactgtgg
cagcagttte
aatcatgagg
trcgagtact
cacacaaaga
aacaattogtt
gcaccagcac

gcactcatac

atatgtctat gacatatgga cagcagtttg gtccaacata cttggatggt gctgatgtta

Ccaaaaattaa acctcatgta aatcatgagg gtaagacttt ctttgtacta cctagtgatg

138

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1442

60
120
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acacactacg
ggtacatgtc
cttcaattaa
agcttgaagt
gtoatgcige
ttggtgatgt
agcgagtict
tagaagcigt
ttccatgtygt
tratgatgtc
atgagtacac
tctategtat
atgtttteta
atggagttac
crtactatac

ttgataattt

<210> 46
<211> 1995
<z212> DNA

tagtgaagct
tgctrtaaac
atgggctygat
caaattcaat
taacttrtgt
cagagaaact
taatgtgotg
gatgtatatg
gtgrggrtcgt
tgcaccacct
tggtaactat
tgacggagct
caaggaaaca
ttacacagag
agagcagcect

cagactcaca

<213> CORONAVIRUS

<400> 46

aaactatgac
tggtgtgtaa
atatgggtac
gtcgtgatge
cacctgctga
actatcagtg
gagctcacct
aaacatctta
cagagattga
agcctataga

tcacatgttc

catactcget
ccatcttcta
acattgtggt
tctatcttat
tacacaatat
gtataaatta
tggtcattac
tacaaagatg
cactacaacc
accaaaatty
ccttgtacca

taacacaaaa

EP 1 694 828 B1

ttcgagtact
cacacaaaga
aacaattgtt
gcaccagcac
gcactcatac
atgacccatc
tgtaaacatt
ggtactctat
gatgctacac
gctgagtata
cagrgrogtc
caccttacaa
tcttacacta
attgaaccaa
atagaccttg

tgttctaaca

tacagtaata
cagcatgcta
cagaaaacta
gataatctta
ctagtacaac
cagcaaggta
actcatataa
tcagagtaca
atcaagcctg
gatgggtatt
actcaaccat

Titgctogatg

accatactct
aatggaaatt
atttgtctag
ttcaagaggce
tcgettracag
ttctacagea
gtggtcagaa
cttatgataa
aatatctagt
aattacagea
attacactca
agatgtcaga
caaccatcaa
aattggatgo

taccaactca

aaactgrtgg
atttggaatc
ctaccttaac
agacaggtgt
aagagtotic
cattcttatg
ctgctaagga
aaggaccagt
tgtcgtataa
ataaaaagga
taccaaatgc

atttazatca

139

tgatgagagt
tcctcaagit
tgttttatta
ttattataga
taataaaact
tgctaatttg
aactactacce
tcttaagaca
acaacaagag
aggtacattc
tataactget
gtacaaagga
grergtgteg
gtattataaa

accattacca

cgagertagt
tgcaaagcga
gggtgtagaa
ttccattcea
ttttgttatg
tgcgaatoag
gacccrctar
gactgatgtt
actcgatgga
taatgctrac
gagttttgat
aatgacaggc

tttcttggta
ggrggtitaa
gcacttcaac
geeegtgetg
gttggcgage
gaatctgcaa
ttaacggoty
ggtgtttcca
TCctcrtteg
ttatgtgcga

aaggagacce

ccagtgactg
tataaactcg
aaggataatg
aatgcgagtt

gatgtcagag
gttcttaatg
gctgtgatgt
tgtgtgtgro
atgtctgeac
tacactggta
cgtattgacyg
ttctacaagg
gttacitaca
tatacagagc
aatttcaaac

ttcacaaagc

180
240
300
360
420
430
540
600
600
720
780
840
300
960
1020
1050

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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cagcttcacg
ttgactatag
ttgtttggea
tacgttgtct
tagaagacac
aagtagtgga
aagttgtagg
taggtcatga
ctaatgagcet
ttaatagtgt
caattacaac
cttatgtgtt
ttagagcttc
gtrrggatgc
ctatgtggct
ttggtgtact
atcttaattc
tttgtttaag
cgattrcate
catatatgtt
Tettrggeta

gtattgtaca

<210> 47
<211> 1884
<212> DNA

agagctatct
acactattca
cattaaccag
trggagtaca
acaaggaaty
aaatcctace
caatgtcata
ggatcttatg
tteactagee
tcettggagt
atcaaatrgc
tacattattyg
actacctaca
cggcattaat
attgttgtita
cttatctaat
gtctaacgtt
tggattagac
gtacaagcta
gticacaaaa
trrtgctagr
aatgyg

<213> CORONAVIRUS

«400> 47

aattcttggce
gttaggatgt
atggatggtt
gttgagtata
ggccgtgget
ggtagtacat

tcatgtggtt
acatcttett
gcacctctte
caactattgt
tctgcaagac
tcattagrga

EP 1 694 828 B1

gtcacattct
gcgagtttca
gctacaacca
aagccagtag
gacaatcttg
atacagaagq
cttaaaccat
gctgettatg
ttaggtttaa
daaartitgg
gctaagagat
ttccaattot
actattgcta
tatgtgaagt
agtatttgct
trtggtgctc
actactatgg
tcecttgatt
gacttgacaa
Ttctttatt

cattrcatca

tatcattagt
tgcttctttc
gacttgcatg
taatggcatg
tcacaattgg
tgaagttgct

tcecagactt
agaaaggtgc
agacaacgtt
atacttcaaa
cttgtgaaag
aagtcataga
cagatgaagg
tggaaaacac
aaacaattgc
cttatgtcaa
tagcacaacg
gtacttttac
aaaatagtgt
cacccaaatt
taggttctct
cttcttattg
atrtctgtga
cttatccage
ttttaggtct
tattaggtct
gcaattettg

attgtacaaa
tactacatat
atgtgctata
aagagatctt
aattgtctca
cgtgatttot

140

gaatggcgat
taaattactyg
cadaccaaad
ttcatttgaa
tcaacaacce
gtgtgacgto
tgttaaagta
aagcattacc
cactcatggt
accattctta
tgrgtttaac
taaaagtacc
taagagtgtt
ttctaaattg
aatctgtgta
taatggcatt
aggtrctttt
tcttgaaace
ggccgctgag
ttcagctata
gctcatgtyo

tggcacccgt
ggaagagcta
agcygcaatcg
tctatgteta
attgtgacac

cactceagrt

gtagtggcta
cataagccaa
acttggtgtt
gttctggeag
acctctgaag
aaaactaccg
acacaagagt
attaagaaac
attgctgcaa
ggacaagcag
aattatatgc
aattctagaa
gctaaattat
ttcacaatcg
actgctgett
agagaattgt
ccttgcagea
attcaggtga
tgggttttogg
atgcaggtgt
tttatcatta

ttctgcaatg
tgttcatate
tgccacacge
tgcaaatgga
attttgcact

taaaagacca

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1995

60
120
180
240
300
360
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atcaacccta
cttcacctct
tttgtcaatt
atagtttitg
tacagteage
ggagatagta
actrttagtg
gcaaagggtg
gttgtrgata
tctgacttag
gaaaacatga
gcceaagtag
ttatctgaac
agactaactt
aagggtogta
grictigerg
ggttacacaa
atttctactg
cotogtggtt
gagattggrt
trerrgeatt
aaactcattg
atttitaagg
gottcratet
atcatacagt
gctgagtact

<210 48
«<211= 2020
<212> DNA

ctgaccagtc
actttgacaa
tagacaattt
atggcaagtc
tgatgtgceca
ctgaagtttc
ttcctatgga
tagctttaga
ccgatgttga
aagtgacagg
cgcccagaga
caaaaagtca
agcrgcygtaa
gtgctacaac
dagattgttag
cattgorttg
atgaaatcat
atgattgttt
caztacaaaaa
tcatagtgece
ttetaceteg
agtatagtga
atgctatggao
cttatagtga
ttcctaacac

gtagacatgg

«213> CORONAVIRUS

<400> 48

cactcgttat grgcttatgg atggttccat catacagttt cctaacactt acctggaggg
ttctgttaga gtagtaacaa cttttgatge tgagtactgt agacatggta catgcgaaag

EP 1 694 828 B1

atcgtatatt
ggctggteaa
gagagctaac
caaatgcgac
acctartctyg
cgttaagatg
ajaacttaag
tggtgtcctt
cacaaaggat
tgacagttgt
tcttggcoca
caatgtrtca
acaaattcgt
tagacagott
tactrgrttt
ttatatcgtt
tggttacaaa
tgcaaataaa
tgacaaaagc
tggcttaccg
tgtttttagt
ttttgctace
caaacctgty
gcttegteea
ttacctgaag

taca

gttgatagtg
aagacctatyg
aacactaaag
gagtctgeet
trgettgace
tttgatgett
gcacttgttyg
tctacatteg
gtrattgaat
aacaattica
Tgrattgact
ctcatctgga
agtgctgeca
gtcaatgtca
aaacttatac
atgccagtac
gecaticagg
catgctggtt
tgcecctgtag
ggtactgtge
gctgttgoca
tctgettgeg
ccatattott
gacactegrt

ggttctgtta

141

ttgctotgaa
agagacatcc
gttcactgec
ctaagtctge
aagctcttgt
atgtcgacac
ctacagctca
tgtcagetge
gtctcaaact
tgctecaccta
gtaatgcaag
atgtaaaaga
agaagaacas
taactactaa
ttaaggccac
atacattgte
atggtygtcac
ttgacgcatg
tagctgctrat
tgagagcaat
acatttogcta
ttettgctge
atgacactaa
atgtgctrat

gagtagtaac

aaatggcgcey
gctcteccat
tattaatgtc
trcrgtgtac
atcagacgtt
cttttcagca
cagcgagtta
ccgacaagot
ttcacatcac
taataaggtt
gcatatcaat
ctacatgtct
cataccritt
aatctcacte
attattgotac
aatccatgat
tecgtgacate
gtttagccag
cattacaaga
caatggtgac
cacaccttec
tgagtgtaca
Tttgcragag
ggatggrtcc
aactttigat

420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1884

60
120
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gtcagaagta
cagagctcta
tactccictt
tartattgcc
tggtgagtac
actctgtctg
cttgacatte
grttictcct
geactgceat
atttagtace
aaaattgcgt
taacaagtac
ctgccactta
accaccacag
ceegteagge
tggattgigg
catgettaat
tcaggctgee
gcttaaagtt
tggtcaaaca
tgccatgaga
tggttttaac
aacaggagta
acaaactgca
gtatgcetget
tgactttaac
catattggga
gaaagagctyg
agatgagttt
gttcaagaaa
attgattett

cttgecattt

<210> 49
<211> 2040
<212> DNA

ggtattrtgee
tcaggagttt
gtgcaacctg
atattggrga
aaccatgttg
gtaccagctt
tatttcacca
attgtgccti
tggrrcttta
Ttcgaggagy
agcgagacac
aagtatttca
gcaaaggctce
acatcaatca
aaagttgaag
ttggatgaca
cctaactatyg
aatgticaac
gatacttcta
ttttcagttc
cctaatcata
attgattatg
cacgctggta
caggctgcag
gttatcaatg
cttgtggcaa
cctoctttcty
ctgcagaatg
acaccatttyg
attgttaagy
gttcaaagta
actcttggta

EP 1 694 828 B1

tatctaccag
tctgtggigt
tgggtgcttt
cttgtgctgc
ttgctgctaa
acagecttrct
atgatgttic
tttggataac
aCtaactatct
ctgctttgtyg
tgttgccact
gtggagcctt
taaatgactt
cttctgctgt
ggtgcatggt
cagtatactg
aagatctget
ttcgtgttat
accctaagac
tagcatgcta
ccattaaagg
attgcgtote
ctgacttaga
gtacagacac
gtgataggtg
tgaagtacaa
ctcaaacagg
gtatgaatgg
atgttgttag
gcactcatca
cacagtggtc

ttatggcaat

tggtagatgg
tgatgcgatg
agatgtgtct
ctactacttt
tgcactttte
gccggaaqtc
attcttggct
agcaatctrat
taggaaaaga
tacctttttg
tacacagtat
agatactacc
tagcaactca
tctgcagagt
acaagtaacc
tccaagacat
cattcgcaaa
tggccattet
acccaagtat
caatggttca
ttertteett
tttctgetat
aggtaaattc
daccataaca
gtttcttaat
ctatgaacct
aattgccgtc
tcgtactate
acaatgctct
ttggatgett
actgtttttc
tgctgeatgt

142

gttcttaata
aatctcatag
gcticagtag
atgaaattca
tttttgatgt
tactcagtct
caccttcaat
gtattctgta
gtcatgttta
ctcaacaagg
aacaggtatc
agcratcgty
ggtgctgaty
ggtttragga
tgtggaacta
grcatttgca
tccaaccata
atgcaaaatt
aaatttgtce
ccatctggty
aatggatcat
atgcatcata
tatggtccat
ttaaatgrrt
agattcacca
ttgacacaag
ttagatatgt
cttggragca
ggtgttacct
ttaactrtct

tttgtttacy

atgagcatta
Ctaacatctt
tggctogtgg
gacgtgtrtt
ctttcactat
tttacttgta
ggtttgccat
tttctctgaa
atgaagttac
aaatgtacct
ttgctctata
aagcagctty
ttctctacea
aaatggcatt
caactcitaa
cagcagaaga
getttcttgt
gtctgctiag
gtatccaacc
trtatcagty
gtggtagtgt
tggagcttce
ttgttgacag
tggcatgget
ctactttaaa
atcatgttga
gtgctgettt
ctattttaga
tccaaggtaa
tgacatcact

agaatgcttt

180
244
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2020
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<213> CORONAVIRUS

<400 49

agcatttcea
taggttgttt
tgtaacaaac
agggaatcta
tcoccttcgaa
accagcegea
aacagctgag
gtccatgtta
ttcccagagt
araatcaggg
aacacaacca
aagcatagty
tctrgectgt
catggcagea
gagaacgact

ataagcggea

grtatcgagce

aacagacaaa
atcattgtgg
trgaagaacc
agtagecaace
agcatcaata
tgtagagacc
gaaaaggcca
ctgtaaggtg
agctctaget
aactaaggcc
aagtgtaatg
agetgteatg

ataaccagac

gcctgaagac
aagcctttga
ctacaaggtg
gcccatttga
ttgttatagt
taggacatct
ttggetetta
atttcactaa
gcagatgeat
acaacaacca
tcacgegeat
aagagceattg
ttgtacattt
tcacggteaa
tcagaatcac
tatgatgata
attrecrcge
agagaaacca
agttgtacac
gagagcagta
ttgatacatg
ctactcttag
aagtragtcat
aagtagcagce
ttgccagtaa
aaaaacatga
cacatggaaa
acattcatca
agaataagca

aagctagtot

EP 1 694 828 B1

gtactgtagce
tgaagtacaa
gttccagtic
gatcttogty
aggcaagtgc
gtcgtagtgc
gagctgtaac
gttgaacaat
atgtaaaggt
tgagttrggc
tgttgataat
tttgcatage
gggtcatagc
actcagattt
cattagctac
dagaactaaa
acaacctatt
tcttctegaa
attgtgecca
ccacagatgr
gtttacctec
gaggcaaaag
aaacaccaag
agcaacaata
taaataacaa
tagtcgtaac
tagcttgate
gtgtccaaac
aaactaaagc

cagccaattc

agctaaactg
gtatttcact
tgtgtaaatt
gtctgatagt
attgtcatca
tactggactc
aataagaggc
cttgctatce
gttaccatca
tgctgtagtc
gttgttaagt
actagttact
ctgatctgcc
agccacatte
agecctgcteca
ttctgaagca
aatgtctaca
agcttcagtt
caattragaa
gcactttacg
aatacccaac
cccetgggag
agtaagcctg
gcctaagaaa
tgggtaatac
gacaccagaa
taaagcatta
acgtctagea
tgaagcatac

aagccatgtc

143

cccageacca
ttaggccctt
gtacctgtac
aatgccagca
gtacaagctyg
agttcattat
caagccaaat
gcatcaacaa
caagtgttct
aatggratga
gcatcattat
tttgecctct
arctrrtcca
aaagattict
taggcctect
atagectgaa
gcacccrygea
gtgtcttttg
gatgactcta
tcagacattt
aacttaatgt
ttcatatacc
aagtaacggt
caataaacaa
tcaacacaca
tagttagagg
ccatagtaga
gcatcatcat
ataacacaat

atgatacgca

tacctctatt
ttggtgtgtc
catcactctt
caaacctacc
tttgtgtggt
tctgtagttt
ttggtgaatt
cttgctggat
tgtaggtacc
tgttgagtgy
caagettect
tgtcctcaga
actrgcgttg
ttaactrtit
gggcagtgac
gagtagcacg
tggatrageaa
caagaagaat
ctctaagttyg
tagactgtac
taagcttgaa
taaattctig
tgagtaaaca
gcatgataca
caaacactat
ttacagaaat
ctttgtaaac
aaacagtgceg
ccttaagect

tcacccaget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1080
1740
1800
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agcaggcatg tagaccatat taaagtaagc

gcacaagaat gcgtgcttat

gcttaacaag

accaagagta aatggcaaga aagcatictc

actrtgaaca agaatcaata gtgatgtcaa

<210= 50
<211= 2012
<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 50

cttgtaggtt
aaggcttaaa
ttcaggctag
Ttgcagtraga
ccaactgtgt
cagaagctaa
gccacattga
tacctaccac
tctgcggaat
agtctgcgga
accgtygegyc
aaaagttgct
tgaggaaggc
ccaacatgaa
ctttttcaag
taaatacaca
tacattaaaa
ggattggtat
gcgtgtacgce
cattgtaggce
tgatttcgta
gctgatgccc
tctcgraaaa

ttgtctcttc

tgttacagac
caacctaaat
aaatgctaca
cccrgeraaa
gaagatgttg
catggaccaa
ccatccaaat
ttgtgctaat
gtggaaaggt
tgcatcaacg
acaggcacta
ggttttgcaa
aatttattag
gagactatte
tttagagtag
atggctgatt
gaaatactcy
gacttcgtag
caatcattat
gtactgacat
caagtagcac
atcctcactt
ccacttatta

gaccgttatt

acaccaaaag
agaggtatgg
gaagtacctg
gcatataagg
tgtacacaca
gagtcctttg
cCtaaaggat
gacccagtag
tatggctgta
rttttaaacg
gtactgatgt
agtttctaaa
actcttact:
ataacttggr
atggtgacat
tagtctatgc
tcacatacaa
agaatcctiga
taaagactgt
tagataatca
caggctygcyg
tgactagggc
agtgggattt
ttaaatattyg

aactgttgca agagaaggta acagaaacaa

cagcatagca catgcagcaa ttgecataat

gtaaacaaag aaaaacagtg accactgtgt

gaaagrtaaa agcatccaat gatgagtgca

ggectaaaqgte
tgctaggcag
ccaattcaac
attacctagc
ctggtacagg
gtggtgettce
Tctgtgactt
gttttacact
gttgtgacca
ggtrtgcggat
cgtctacagq
aactaattgc
tgtagttaag
taaagattqgt
ggtaccacat
tctacgtcat
ttgctgtgat
catctrrtacgc
acaattctgce
ggatcttaat
agttcctatt
attggctget
gcrgaaatat

ggaccagaca

144

gaaatacttg
tttagctgct
tgtgctrice
aagtggagga
acaggcaatt
atgttgtctg
gaaaggtaag
tagaaacaca
actccgegaa
gtaagtgcag
gcttttgata
tgtcgettece
aggcatacta
ccagcggttg
atatcacgtc
tttgatgagg
gatgattatt
gtatatgcta
gatgctatgc
gggaactggr
gtggattcat
gagtcccata
gatrrtacgg

taccatccea

tacttcatca
acagtacgtc
Ttctgtgcty
caaccaatca
actgtaacac

tattgtagat

tacgtccaaa

gtctgtaccg
ccetrgatge
ccegtettac
tttacaacga
aggagaagga
tgtctaacta
ctgtccatga
agcgtcetaac
gtaattgtga
tcaataagaa
acttaggtga
grgatgcagy
acgarttegg
attactcatt
tggatgctga
aagagagact

attgtattaa

1860
1920
1980
2040

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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crgtttggat
grtrccacct
tgttgrrca
cttacatagc
gcatgcagct
actaacaaac
tgactttgct
cttettrget
gccaacaatg

tgattgttac

<210 51
<211> 1877
<212= DNA

gataggtgta
acaagttttg
actggatacc
tcgcgtctca
tctggcaatt
aatgttgctt
gtgtctaaag
caggatggea

tgtgatatca
gatggtggct

«213> CORONAVIRUS

<400 51

gracttcgeg
gegttictge
cagcattagt
cacatgtgtt
gaggcttatg
tgacatcaca
atgttgaaat
caccgcaacg
ctgtatgtgg
cattagtrag
ttctaatgta
taagtggyta
trttgacaat
gcaggtacac
gaggtecttt
tttgataata
agttactgit
gcaggtaagc

tacagtggea
tgcgaaaagce
ccaatcacat
tttgtataaa
tgacttgcaa
acctggggca
gacatggtca
aagtgaagtc
tgtgtacata
cattacggaa
ttgtaaatac
agcatcaata
atcatcgaca
gtaatcatct
agtaaggtca
aagaactgee
atagracaca

gtaaaactca

EP

tecticattg
gaccactagt
attrtcgtga
gtttcaagga
tattgctaga
ttcaaactgt
grrtctttaa
acgctgctat
gacaactcct

gtattaatgc

ataccatatg
ttgagtctet
gttgctatcg
ccaaaaacct
taatagctca
ttgcaaacat
tagcagceact
tgtgaattgce
gcctcataaa
tacatgtcca
aagtgaaaga
gccagtgaca
a23aacagcectyg
ccttgtttaa
gtcteagtec
ttaaagttict
acggcatcar

tccacgaatt

1694 829 B1

tgcaaacttt
aagaaaaata
gttaggagtc
acttttagtg
taaacgcact
caaacccggt
ggaaggaagt
cagtgattat
attcgtagrt

ca

acagcttaaa
cagtacaagt
cattgaagtc
gaccattagce
tacctcctag
agggattaac
tgcaacatag
acaatacaca
actcaggttc
acatgtggec
catcagcata
cgaacctttc
cgcctaatat
ctagcattgt
aacattttgc
taatgctagc
cagaaagaat

catgatcaac

145

aatgtgttat
tttgtagaty
gtacataatc
tatgctgetyg
acatgctttt
aatrttaata
tctgttgaac
gactattate

gaagtrgrtg

tgtitcctea
gttggcaagt
agtgacatty
acataatgga
atacagttgt
agacaacact
gaatggtcte
agcacctaca
ccagtaccgt
agtaagctca
ctcctgatta
aatcataagt
tcttgatgga
atgctgtgag
ctcagacatg
tactaaacct
catcatggag
atccctattt

ttictactgt
gtgttecttt
aggatgtaaa
atccagctat
cagtagctgce
aagactttta
taaaacactt
gttataatct

dtaaatactt

gtggctttga
atgtaatcgc
tcactgecta
aaactaatgg
gtcacatcag
aatttgtgtg
craatacagg
gcctgcaaga
gaggtgttat
tcatgtaact
ggatgttttg
gtaccatctg
tctgggraag
caaaattcgt
aacacattat
tgagccgcat
aaatgtttac

ctatagagac

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2012

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
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actcatagag
ttgaaagaag
cataagcagt
cacacatgac
gtgataagtt
gcatgttagg
ctacatcact
caattaccac
gtctatrttgt
cactaatggc
acgcgaaaag
cccatttatt
cattaataca

ggagttgtct

«210> 52
<211> 2061
<212> DNA

cetgtgttgt
tgcatttaca

tgtagcatca

catcrcactt

acagcaagtyg

catggctctg

gtaaacagtt
agtagctect

catagtacta

atacttaaga
tgcatcttoga

aaatgggaaa

gccaccateg

gatatca

<213> CORONAVIRUS

<400> 52

tcaggtccaa
acgaacacga
atacgeacta
tcacctogtg
taaccagtcg
ttagtaccca
cgaacgtgac
taattcattt
cctggtatgt
ggtgcctgtrg
acattttctg
agtttgtcat
atagccacat

atgacatagt

tcttygacaaa
cictgtctga
cattccagygg
gaggrrtrgc
gtacagctac
cagcatctct
gaatagcttc
tgaaacccat
caacacataa
taggatgaag
cttgtaatgt
aaagatctct
tgaagcggtt

catattcaga

EP 1 694 828 B1

agattgcgga
ttggctgtaa
ccggatgatg
aatacttgcg
ftatgtttge
tcacattttg
tTttaacatat
ctagtggegg
cagatagaga
ttcattigag
tceteataac
ccagctgatt

taacaatcaa

gtacttcatt
caatecetttc
caagccttta
attaactctg
taagttaaca
agttgcatga
ttcgcgggty
catagagatg
tecttcagte
accagtaatg
agccacattyg
atcagacatt
gacattacaa

accctgtgat

catactigtc
cagcttgaca
ttccacctog
cacactcgtt
gagcaagaac
gataatccca
tatgccagee
ctattgactt
caccagctac
ttatagtagg
tcattgagtc
tatccagatt
agtatttatc

gatgtaagct
agtgtatcac
tacatgagtg
gtgaattctg
cctgtagaaa
cagccctcta
ataaacatat
agtctacggr
ttgaacttta
atcttactac
cgacgrgota
atgcacaaaa
gagtgtoctg
gaatcaacag

146

agctatctrta
aatgttaaag
tttaacatat
agctaacctyg
aagagaggcc
acccataagg
accgtaaaac
caataatttc
ggtgcgagcet
gatgacatta
ataatzaagt
gttaacgatt

aacaacttca

caaagccatg
tgagcatttg
gtataagatg
tgttattttc
atcctagetg
catcaaagec
tagggtaacc
aggtcatgtc
tatcaacgct
agtccttaaa
trtctagact
tgccaatttt
tttcagtagt
tctgegtagg

ttaccatcag
acactattag
agtgagecge
tagaaacggt
attatcctaa
tgtggagttt
ttgcttgtte
tgatgaaact
ctattcttty

cgcttagtat

ctagccttac.

acttggttgg

actacgaata

cgcccaaagyg
tactatctta
tttaaactgg
agtgtcaaca
gagaggtagg
aatccacgca
attgacttgg
ctttggtaty
gaggtgtgta
aagtccagtt
tgtaaattgc
tgcecttgtyg
ttgtgtgaat

caatccraag

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1877

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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atttttgaag
gcaggattge
gaaacatcat
ttgtgtgett
ggacaacggce
actgaattaa
aattgagcag
ctcaagtcat
tcrggcaatg
ttatcaaaac
aaatatttta
actatgcgag
ccaggtggtc
ttgetagaaa
tgctcttgtg
aagtaatcac
tagtcacctt
taaccagtaa
agatgcaatt
aatgrrtect

gtgttgocaa

<210> 53
<211» 2078
<212> DNA

ctacagegtt
gtgtaagaaa
gtgtaataac
fragctrratt
gacaagttcc
aatattctgg
gatcgccaat
aattagtage
catttacagt
actctacgcg
atgeetettc
cagatgggta
cttggagtgt
actcatctga
gcactagagt
caacattcaa
tttcaaaggt
agacatagtt
ctctgtcaga
cagtggctrt
g

<213> CORONAVIRUS

<4Q0=> 53

tgcttgtage
aattrtcagca
ctrtattatc
tgaacctgtt
atcctctaat
accgcecaagt

gagcttatat

1ttgggtaga
tagtcaattg
tcgacaaagt
tgcgcatcty
ttaagtagtg
tgtccatgac
cgctgtatoga

EP 1 694 828 B1

ctgtgaatta
ttctcttaca
acctttgtag
gtcataaact
aaggaacatg
ttctagigtg
atagacgtag
catagagatt
gcagaaaaca
cgcacgcgea
acatagggca
atagagagca
agagtacitt
gatgttagagt
aggtgcacta
crtgtatgtc
gtactctcca
tctgrtcaat
gagtacttcg
gagcgrrect

aggtrtcaac
taaccttgac
catcaagtaa
ttatgaagta
aatcttgtga
tgaaatctec
attcatccat

taaggtgaga
acgcetattt
aacattttga
aaagcactca
tctggaccta
CcCtttagtca
tgttttgeac
tcatcaaaga
tactgttcta
ggtatgattc
tcaacagcety
agtcegatgg
tgcatgocega
gttgggtaca
agtggcatta
gragtaccte
atctgtactt
ggtggtciag
cgtacagtgg

gctgegaaaa

taaaaacagc
gaggtctgtt
agcattgagc
cagtgtcaac
ttgttttcat
gcaatgtgcyg
gaagtcragce
ctacaatgtc
gtgttgaatt
tactacattt
catgagagca
caaaatgact
ccitttgata
agccagtaat
cagtgtgaga
tgtacacaac
tactattttt
gttttccaac
caataccata

gcrtgagtet

ttitctccaa
gattgcagat
tgacttatcc
aatttcagca
aagtctgeac
ggggactggt
atrgacaaca
agcagttgtt
cactttgaat
atctatgggc
tgccgtatac
cttaccagta
attrgcaaca
tctcacatag
tgtcaacaca
agcatcacca
agttacacgg
ctcccatgaa
tgacagctta

ctcagtacaa

atgtccatce ttacaccaaa gcatgaatga

cacttttgaa

aagatcaatc

atcactgaca

acagaacaca

aatcttgtga

cacattttga

atttttcact gtgctgtcca tagggataaa

gecgcttgget aagectatca ttaaatgaag

ataaacgatg

agegagetcg

147

tgttcgaagg

agaaagtcag

catagccctc

tttccatttg

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2051

60
120
180
240
300
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420
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tgatctgggc
ttgaataatg
taatgtgact
tgaaccttct
cactctacca
aatgtcagtc
gtcccagatt
tggcactggt
tgtcttattt
aatgatggaa
ataagccaca
aaattgtttg
gtactgtcgg
aatacacgta
agactcacaa
actittatcg
acagcctggt
ggctgggtaa
gtgatgtgta
ctgagcatcy
atttccaatg
gtgttgtact
aacagaccaa
agcatcacaa
ctgaaggita
gtcaaaaccc
tgcacgtttg
tgatgtaage

<210= 54
<211> 18N
<212> DNA,

ttaaaatect
ccgtctactt
ccattgacgc
gttattaaaa
tcaaacaaga
attgtgcaga
acagtattag
ttaatgttac
tcaaagatct
acaggtgctt
ttttctaaac
taaatccata
tactcatttg
gcagatttga
ggactatcag
aaagctggag
aagttcaagt
cgatcaacat
grataagaat
tagaacttcecc
tcatgaagaa
tttctgcaag
tcaacgcgcet
ctagccacat
ccegtaaage
acagaatgat
tcacacagac

tcaaagecat

<213> CORONAVIRUS

<400 54

EP 1 694 828 B1

ctaagtctct
tcttaaagta
tagcttgtge
caccattacg
cagtaagtga
cacctattgr
cagcgatare
gcttagecca
ccacatcaat
cgceggegtyg
tctgtaacct
ggctaaatcc
catggtgtct
gtagaacata
aatagtaaaa
tatggaatgc
trgacaagac
tacaattcca
agaagagttc
artctacttc
ctggaaactt
cagaattaac
taacaaagca
grgcatrtrcc
cccactgcetg
tccagceaggc
aacacgttct

gcgcccaaag

gctctgagta
gttaaactgt
tggtccettt
ggcgtttcta
agaacaagca
agatacatgt
aacacccaaa
aagctcaaat
accatctace
tccatcaaag
ggtaaatgta
agcagaaatc
gcaaacagca
atcaatatcc
gaaaggcaat
atgcttattc
tettgtgtea
aaacaaacaa
ctctattttg
agectgagye
atcagcaagce
cctecagttea
ctcatggact
atgracctgg
aacatcaatc
ataagtatcy
ticaggteca

gacga

148

aagtaggttt
grttttactg
gaaggtgrta
aaaagatcta
ctctcagtag
gctggggett
ttattgagra
gcaacattaa
tttgtgtaaa
tgrecttrar
ttccacaggt
datcatattat
ccacctaaat
gacactactt
tgctttaaat
acatacaaac
aacctacaca
acaccatcag
taagctttgt
acacacttga
aatgcagact
tctcctataa
gctaaacatc
caatgrtggr
ataaatgggt
gatgaagtag

atcttgacaa

caggcaactg
attcrccaat
gaccrrtgac
cctgtectte
grttcttggc
Crctrrtgta
tcttaatcte
caggaagtgt
cagcattatt
taacaacatt
tataagtate
atgcatccaa
tgcatcgtyt
gtttgccatg
tagtaaatgc
taccaccate
caattgeatt
tgaatttatc
cactacatgy
tagcctttyg
tcacaaccat
tagggtattc
tagtcatgat
catggtract
tatagacata
aasagcaagt

agtacttcat

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2075
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aagattcacc
tcataacaga
ttgatgactt
agattacaat
aaaccticta
actrgtacaa
atgctgttat
acttaaatac
gctctgataa
cactactigt
gagactgtge
accctaggac
tgtgtggatt
agcattcrtyg
ttgttacaaa
gcaagccgaa
acacaaatcc
aattaagagyg
ctcttctgga
atattcttgt
gtggtagtga
aacatactic
tttatttaac
ttaatcatac
cagagaaatc
agtcggtgat
tgtgtgacaa
tattcgataa
tttcagaaaa
ggtttctcta
gttttaacac

gagccattct

<210 85
«<2]11> 32
<212> DNA

acttaaatta
tgcgcaaaca
tgtcgagata
tgactatgcet
cccaaaacta
gatgcaaaga
accaaaagga
acttacttta
aggagttgca
cgattcagat
aacagtacat
caaacatgtg
tataaagcaa
gaatgctgac
tytaaatgea
ggaacaaatt
tatccagteg
aactgcrgta
aaaaggtagg
taacaactaa
ccttgaccgg
atcratgagg
tcaggattta
gtttggcaac
aaatgtigtc
tattattaac
ccctttettt
tgcatttaat
gtcaggtaat
tgtttataag
tttgaaacct

tacagecttt

EP 1 694 828 B1

gaggatttta
ggttcatcaa
ataaagtcac
gaaatttcat
caagcaagtc
atgctrtcttg
ataatgatga
gctgtaccct
ccaggtacag
cttaatgact
acggctaata
acaaaagaga
aaactagcce
cttracaage
tecatcatcgg
gatggctata
tcttectatt
atgtcrcetta
cttatcatta
acgaacatgt
tgcaccactt
ggagtttact
tttettecat
cctgicatac
cgtggtigog
aattctacta
gctgttteta
tgcacttitcyg
tttaaacact
ggcratcaac
atttttaagt
tcacctgetc

tccctatgga
aatgrgtgty
aagattrgtc
tcatgettty
aagcgtggca
aaaagtgtoa
atgtcgcaaa
acaacatgag
ctgtgctcag
tcgictecga
aatgggacct
atgactctaa
tgggtagttc
ttatgggcca
aagcattttt
ccatgcatgc
cactctttga
aggagaatca
gagaaaacaa
ttattttctt
ttgatgatgt
arcctgatga
tttatteraa
cttttaagga
tttttggttc
atgttgtrrat
aacccatggg
agtacatatc
tacgagagtt
ctatagatgt
tgcetctrgg

a

149

cagcacagtg
trctogtgatt
agtgatttca
gtgtaaggat
accaggtgtt
ccttcagaat
gtatactcaa
agttattcac
acaatggtty
cgcagattct
tattattagc
agaagggttt
tatagctgta
tttctcatgy
aattggoggct
taactacatt
catgagcaaa
datcaatgat
cagagrrgtg
attacttctt
tcaagctect
aatttttaga
tgttacagygg
tggrtatttat
taccatgaac
acgagcatgt
tacacagaca
tgatgccttt
tgtgtttaaa
agtrcgtgat

tattaacatt

aaaaattact
gatcttitac
aaagtggtca
ggacatgrtg
gcgatgecta
tatggtgaaa
ctgtgtcaat
tttggtgcty
ccaactggea
actttaattg
gatatgtatg
ttcacttatc
aagataacag
tggacagett
aactatctty
ttctggagga
Tttcctctta
atgatttatt
gtttcaagty
actctcacta
aattacactc
tcagacactc
tttcatacta
tttgctgeca
aacaagtcac
aactttgaat
catactatga
tcgcttgatg
aataaagatg
ctaccttcty

acaaatttta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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1891



iG

15

25

35

46

45

50

55

<213> ARTIFICIAL SEQUENCE

<220>
<223> amorce N sens

<400> 55
cecatatgte tgataatgga ccecaatcas ac

<210= 56

<211> 32

<212= DNA,

=«213> artificial sequence

<220
<223> amorce N antisens

<400> 56
ccecegggty cotgagitga atcageagaa ge

<210= 57

<211> 31

<212> DNA

«213> artificial sequence

<220
«223> amorce S¢ sens

<400 57
ceeatatgag tgaccttgac cggtgeacca ¢

<210> 58

<211> 30

<212> DNA

<213= artificial sequence

<220
<223> amerce SL sens

<4(30> 58
cceatatgaa acetigcace ccacctgete

<210> 59

<211> 33

<212> DNA,

<213> amorce Sc et SL antisens

<400> 59
ccecegggtt taatatatty cteatatitt cce

<210 60

<211> 16

<212> DNA

<213> amorce sens série 1

<400= 60
ggeategtat gggttg 16

<210> 61

EP 1 694 828 B1
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3
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EP 1 694 828 B1

<211> 16
<212> DNA,
<213> amorce antisens série 2 (28774-28759)

<400> 61
cagtticace acctoe 16

<210> 62

211> 16

<212> DNA

<213= amorce sens série 2 (28375-28390)

<400> 62
ggetactace gaagag 16

<210> 83

<211> 16

<212> DNA

<213> amorce antisens série 2 (28702-28687)

<400 63
asttacegeg actacq 16

<210= 64

<211= 26

<212> DNA

<213> gonde 1/série 1 (28561-28586)

<400> 64
ggcacccgca atcctaataa caatge 26

<210> 65

<211> 21

<212> DNA

<213> sonde 2/série 1 {28588-28608)

<400 65
gecacegtge tacaacttec t 21

<210> 66

<211> 23

<212> DNA

<213> sonde 1/série 2 /sonde N/FL (28541-28563)

<400> 66
atacacccaa agaccacatt gge 23

<210= 87

<211= 25

<212> DNA

<213> sonde 2/série 2/sonde SARS/N/LC70S (28565-28589)

<400> 67
ceegeaater taataacazt gotge 25

<210> 68

«211> 30
<212> DNA
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<213> artificial sequence

<220>
<223> amorce ancre 14T

<400> 68
agatgaattc ggtacctttt ittt

<210= €9

<211> 13

<212= PRT

=«213> artificial sequence

<220>
«223> peptide M2-14

<400 69

§1a Asp Asn Gly ghr Ile Thr val Glu g&u Leu Lys Gln

<Z210= 70

<211= 12

<212» PRT

<213> attificial sequence

<220
<223> peptide E1-12

<400> 70

get Tyr Ser pPhe ¥a1 ser Glu Glu Thr g%y Thr Leu

<210= 71

<211» 24

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
«<223> peptide E53-72

<400 71

iys Pro Thr

«<210= 72
<211> 163

30

EP 1 694 828 B1

val ;yr val Tyr Ser Arg 531 Lys Asn Leu Asn

Glu Gly val ;50 Asp Leu Leu val
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<212> DNA
<213> CORONAVIRUS

<400> 72

EP 1 694 828 B1

gatattaggt ttttacctac ccaggaaaag ccaaccaacc tcgatctctt gtagatctgt

tctctaaacyg aactttaaaa tctgtgtage tgtcgcicgg ctgcatgect agtgcaccta

cgcagtataa acaataataa attttactgt cgt

<210> 73

<211> 410

<212> DNA

<213> CORONAVIRUS

<400 73

ttctccagac aacttcaaaa
acactcatga tgaccacaca
cgatacatag tctactcttg
tagttaactt taatctcaca
aaagagccac cacattrtca
tgctagggag agctgcctat

tatccccatg tgattttaat

<210> 74

<211> 4382

<212> PAT

<213> CORONAVIRUS

<400> 74

ttecatgagt
aggcagatgy
tgcagaatga
tagcaatctt
tcgaggccac
atggaagagc
agcttcttag

ggagcttcty
gctatgtaaa
attctcgtaa
taatcaatgt
gcggagtacy
cctaatgtgt

gagaatgaca

ctgattcaac
cgttttcgca
ctaaacagca
gtaacattag
atcgagggta
aaaattaatt

dddazaaaaa

tcaggcataa
artccgtrta
caagtaggtt
ggaggactig
cagtgaataa
ttagtagtgc

§et Glu Ser Leu gaT Leu GTy val Asn g&u Lys Thr His val g1n Leu

ser Leu Pro val Leu GIn val Arg Asp val Leu val Arg Gly Phe Gly
20 25 30

1583

60
120
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60
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180
240
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ASp

Gly

Glu

65

His

Tyr

Glu

Lys

Leu

145

Trp

Leu

Pro

Gly

Ile

Phe

Glu

Ser

Thr

50

Gln

Gly

Gly

Thr

AsSn

Asn

Asp

LYS

210

Arg

Thr

Lys

val

Lys
290

val

35

Ccys

Pro

His

Arg

Pra

115

Ala

Asp

Thr

Gly

Ser

Gly

Glu

ser

Phe

275

LyS

Glu

Gly

Tyr

LyS

Ser

100

Ile

Gly

Glu

Lys

Tyr

Met

val

Arg

Ala

260

Pro

LYS

Glu

Leu

val

val

85

Gly

Ala

Gly

Leu

His

165

Ala

pro

Cys

Tyr

Ser

245

Lys

Leu

Thr

Ala

val

Phe

70

val

Ile

Tyr

His

Gly

Gly

val

Leu

Thr

Cys

230

Asp

Lys

Asn

Glu

EP 1 694 828 B1

Leu

Glu

55

Ile

Glu

Thr

Arg

ser

135

Thr

ser

Thr

Asp

Ley

215

Cys

Lys

Phe

sear

Gly

Ser

20

Ley

Lys

Leu

Leu

Asn

120

AsSp

Gly

Arg

200

Ser

Arg

Ser

Asp

LYS

Phe

Glu

Glu

Arg

val

Gly

val

Gly

Pro

Ala

TYrE

Ile

Glu

Asp

Tyr

Thr

265

val

Met

154

Ala

Lys

Ser

Ala

90

val

Leu

Ile

Ile

Leu

170

val

Lys

Glin

His

Lys

Gly

Arg

Gly

Asp

75

Glu

Leu

Leu

Asp

Glu

155

Arg

Asp

Asp

Leu

Glu

235

His

Lys

val

Arg

Glu

val

60

Ala

Met

val

Arg

Ley

140

Asp

Glu

Ash

Phe

ASp

220

His

GIn

aly

Ile

Ile
300

His

45

Leu

Leu

Asp

Pro

Lys

125

Lys

Tyr

Leu

Asn

Leu

205

TYr

Gly

Thr

Glu

Gln

285

Arg

Leu

Pro

Ser

Gly

His

110

Asn

ser

Glu

Thr

FPhe

190

Ala

ITe

Ile

Pro

Cys

270

Pro

Ser

Lys

Gln

Thr

Ile

95

val

Gly

Tyr

GIn

Cys

Arg

Glu

Ala

Phe

255

Fro

Arg

val

Asn

Leu

Asn

80

GlIn

Gly

Asn

Asp

Asn

160

Glu

Gly

Ala

Ser

Trp

240

Glu

Lys

val

Tyr
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Pro
305
Met
Leu
Gly
Pra
Ala
385
Gly
Tyr
ser
Asp
Gl

46

Ser
LyS
Lys
val
Al

545

ASp

val

Lys

Lys

PTo

Cys

370

Asp

Arg

Asn

Gly

Leu

450

ASD

Ala

Ser

Gly

Leu
330

g ser

Leu

Ala

cys

Ala

Thr

353

Pro

Tyr

Thr

Lys

His

435

Leu

Phe

Ser

fhe

Lys

515

Thr

Ile

Gin

ser

Asn

Thr

340

Thr

Ala

His

Arg

Arg

Thr

Glu

His

Thy

Lys

300

Pro

Pro

Phe

Arg

Pro
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Trp
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Gly

Thr
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Arg

Ser

865

val

Asp

Gly

ASp

6lu
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Pro

Glu

Pro

Tyr

val

Ala

Asn

Ile

ser

Asn

val Asp Lys
850

Gly Thr Glu
Lys Thr Leu

Leu Asp Glu
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Glu Glu Asn
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Glu Glu GTu
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Thr Cys Glu
Leu Glu Phe

Glu Glu Asp

Glu Pro Glu
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val

Trp
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Gly

Trp

Pro

Leu

Thr
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Pro

Ser
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Asp
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Ala

Leu
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Asn Glu Lys Cys Ser val Tyr Thr val
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Glu Phe ATa Cys val val Ala Glu Ala
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val Ser Asp Leu Leu Thr Asn Met Gly
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val Ala Thr Phe Tyr Leu Phe

905

Asp Asp
910

ser Arg Met Tyr Cys Ser Phe Tyr Pro

920
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Asp Ala Glu Cys Glu Glu GTu Glu Ile

940

Tyr Gly Thr Glu Asp Asp Tyr ¢In Gly

Ser Ala Glu Thr val Arg val Glu Glu
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Asp Asp Thr Thr Glu GIn Ser Glu Ile
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Pro Glu Glu Pro val Asn GIn Phe Thr Gly
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Leu Lys Leu Thr Asp ?325 val Ala Ile Lys Cys Vval Asp
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Lys Glu Ala Gin
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LYS Leu Asn
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Ser Ala Asn Pro
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Gly Ala Met Gln
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Leu His val val Gly
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Ley Leu Lys
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Pro

Ala Ala Tyr
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Ala

val

Ala

Pro
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Gly
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Ser

Lys
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Ala

Met
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1145
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Gly

Phe

Leu
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ser
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Asp
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Thr

Ser

Ala

Thr
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Leu

Lys

Thr

Pro

val

Thr

ser

GIn

Tyr

Ser

Met

Ala

sSer

ser

Ala

Leu
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Met

Gly
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Ala

Ala
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Cys
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Gly

Leu
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ser Ala
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Lys

Thr

Cys

Phe

ASP

Ala
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Thr

Ser
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LYS
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Thr

Glu

Pro

val

ile

Gly

Thr

Thr

ser

Ile

Ile

Asn

Asn

val

TYr

His

Thr

LyS

Asp
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ser Tyr
2465

Leu Tyr
2480

Leu Ser
2495

o

Lys Cys
2525

GIn Leu
2540

Ser Asp
2555

Ala Tyr
2570

Lys Leu

Gly val
2600

Arg GIn
2615

Glu Cys
2630

Arg

Met

Cys

Thr

Leu

Ila

Phe

His

Ser

ASp

Met

val

val

Lys

Ala

Gly

Leu

Asn

LysS

Lys

Gly

Gin

val

ASp

Phe

Leu

Glu

Cys

Gly

Asp

Ala

Leu

val

LysS

Arg
Arg
Thr
Sar
Phe
ASp
Lys
val
Pro
ser
Glin
Asp
Thr
Leu
Asp
VaT

Leu
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Ala Thr Arg val

2395

ser Fhe
2410

His Asn
2425

Thr phe
2440

Lys Arg
2455

ser val
2470

Ala Gly
2485

Asn Leu
2500

Ile Asn
2515

Ala ser
2530

Pro Ile
2545

ser Thr
2560

Phe ser
2575

val Ala
2590
Gly val

Asp  Thr

ser His
2635

163

Tyr

Trp

Ile

Pro

Ala

Gln

Asp

val

Lys

leu

Glu

Ala

The

Leu

Asp

His

val

Asn

Ser

Ile

val

Lys

Asnh

Ile

Ser

Leu

val

Thre

Ala

ser

val

Ser

Gglu

Tyr

Cys

ASp

Asn

Lys

Thr

Leu

val

Ala

Leu

Ser

Phe

His

Thr

Asp

ASp

Cys
2{00

Ala
2415

Leu
2430

Glu
2445

Pro
2460

Asn
2475

Tyr
2490

Arg
2505

Phe
2520

ser
2535

ASp
2550

val
2565

ser
2580

ser
2595

Fhe
2610

Thr
2625

Leu
2640

Thr

Asn

Asn

val

Thr

Gly

Glu

Ala

Asp

val

G1n

Lys

val

Glu

val

LysS

Glu

Thr

Gly

Cys

Ala

Asp

Ala

Arg

Asn

Gly

Tyr

Ala

Met

Pro

Leu

ser

Asp

val

Ile

Gly

Asp

Arg

Gln

Leu

His

Asn

Lys

TYr

Leu

Phe

Met

Ala

Ala

val

Thr
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Gly

Asn

Arg

Ile

Lys

Ley

Lys

Leu

Cys

Thr

Ala

Asn

Ile

Ile

val

Asp

ASp
2645

Met
2660

His
2675

Trp
2690

Gln
2705

Thr
2720

Ile
2735

Met
2750

Thr
2780

Ar
2795

Gly
2810

Asp
2825

Phe
2885

ser
Thr
Ile
Asn
Ile
Cys
Ser
Leu
Ile
Asn
Asp
Phe
Lys
Phe
Gly
Asn

Ala

Cys

Pro

Asn

val

Arg

Ala

Leu

LyS

val

Glu

Ile

ASp

ser

Ile

Asp

Ile

Thr

Ash

Arg

Ala

Lys

ser

Thr

Lys

Ala

Met

Ile

Ile

Ala

Cys

val

Phe

Cys

Ser

AsSn

Asp

GIn

ASp

Ala

Thr

Gly

Thr

Pro

Ile

Ser

Trp

Pro

Pro

Leu

Tyr

Ala
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Phe
2650

Leu
2665

val
2680

r
gzgs

Ala
2710

Leu
2755

val
2770

Gly
27835

Thr
2800

Phe
2815

val
2830

His
2860

Thr
2875

Cys
2890

Met Leu Thr

Gly

Ala

Met

Lys

GIn

Lys

Leu

His

Tyr

Asp

Ser

val

Leu

Phe

Pro

val
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Ala

Lys

ser

Lys

val

Ile

Cys

Thr

Lys

ASp

Gln

Ala

Pro

Leu

ser

Leu

Cys

ser

Leu

AsSN

val

val

val

Leu

Ala

Cys

Arg

Ala

Gly

Pro

Lys

Ala

Tyr

Ile

His

ser

Asn

ASn

sSer

Leu

Ser

Ile

Phe

Gly

Ile

Thr

Arg

Leu

Ala

ASn
2655

ASp
2670

Asn
2685

Glu
2700

Ile
2715

val
2730

Thr
2745

Ala
2760

Ile
2775

Gln
2790

Ala
2805

Ile
2835

val
2850

val
2865

Ile
2880

Glu
2895

Lys

Cys

val

Gin

Pro

Ile

Cys

Ala

His

ASp

Asn

Ser

Thr

tey

Phe

Glu

Cys

val

Asn

Ser

Leu

Phe

Thr

Phe

Leu

Asp

Gly

Lys

TYF

Arg

Arg

Ser

Tyr

Thr

Glu

Ala

Leu

Arg

Arg

Thr

Lys

val

Gly

val

His

Lys

Glu

Ala

Ala

Ser

ITe
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Phe

Asn

Thr

Thr

Glu

Cys

ATg

Ile

ASp

val

Gly

Met

Pro

Thr

Phe

Cys

Arg

Lys Asp
2900

Leu Leu
2915

Arg Tyr
2930

Tyr Leu
2945

Tyr Cys
2960
Leu ser
2975

Ala Leu
2990

Ala Asnh
3005

val ser
3020

Thr Cys
3035 Y

Glu Tyr
3050

Sar Phe
3065

Gly wval
3080

Asn  Asp
3095

ser Pro
3110

Ile ser
3125

LYS Arg
3140

Ala

Glu

val

Glu

Arg

Thr

ser

Ile

Ala

Ala

AsSn

Thr

Tyr

val

Ile

Leu

val

Met

Gly

Leu

Gly

His

ser

Gly

Phe

Ser

Ala

His

e

ser

Sar

val

Lys

Met
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Gly Lys
Y 2905

Ser Ile
2920

Met As
2935
ser val

2950

Gly Thr
Y 2965

Gly Ar

2980

val phe
2995

Thr Pro
3010

val val
3025

Tyr Tyr
3040

val val
3055

Leu Cys
3070

val Phe
3085

Phe Leu
3100

Pro Phe
3115

His Cys
3130

Phe Asn
3145

Pro val Pro

Ser

Gly

Arg

Cys

Trp

Cys

Leu

Ala

Phe

Ala

Leu

Tyr

Ala

Trp

His

aly

185

Tyr

Ser

val

Glu

val

Gly

val

Gly

Met

Ala

val

Leu

His

Ile

Trp

val

ser

Ile

val

Arg

Leu

val

GIn

Gly

Lys

Ash

Pro

Tyr

Leu

Thr

rhe

Thr

Tyr

Glu

Ile

Thr

ser

Asn

ASD

Pro

Ile

Phe

Ala

Ala

Leu

GIn

Ala

Phe

Phe

Cys
2910

Leu
2925

Gln
2940

Thr
2955

Glu
2970

AsSn
2985
Ala

3000

val
3015

Ile
3030

Arg
3045

Ley
3060

r
3075

Thr
3090

Trp
3105
Ile

3120

Ash
3135

ser
3150

TYr

Arg

Phe

Phe

val

Glu

Met

Gly

Ala

Arg

Leu

Ser

phe

Phe

TYr

ASn

Thr

Asp

Pro

Pro

Asp

Gly

His

Asn

Ala

Ile

val

Phe

Phe

TYF

Ala

val

Tyr

Phe

Thr
Asp
Asn
Ala
Ile
TYr
Leu
Leu
Leu
Phe
Leu
Leu
Phe
Met
Phe
Leu

Glu
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Glu Ala
315%

Lys Leu
Y 3170

Tyr Leu
3185

Asp Thr
e 3200

Ala Leu
3215

Pro Pro
3230

Arg Lys
3245

Gln val
3260

Asp Thr
3275

Met Leu
3290

His Ser
3305

Gly His
Y 3320

ser Asn
3335

Gly Gln

Gly val
3365

ser Phe
3380

Tyr Asp
3305

Ala
Arg
Ala
Thr
Asn
Glin
Met
Thr
val
Asn
Phe
ser

Pro

Leu

Cys

Leu

ser

Leu

Ser

ASp

Thr

Ala

cys

Tyr

Pro

Leu

Met

LysS

Phe

aln

Asn

val

Cys

Glu

Tyr

Tyr

Phe

Ser

rhe

Gly

Cys

Asn

val

GlIn

Thr

Ser

Cys

Gly

Ser

Thr

Thr

Asn

Arg

ser

Ile

Pro

Thr

Pro

Tyr

GIn

Asn

Pro

val

Ala

Ser

phe
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Phe
3180

Leu
3175

Lys
3190

Glu
3205

Asn
3220

Thr
3235

ser
3250

The
3265

Arg
3280

Glu
3295

Ala
3310

cys
3325

3410

Leu
3355

Met
3370

Cys
3385

Cys
3400

Leu Leu Asn

Leu

Tyr

Ala

ser

Ser

Gly

Thr

His

Asp

Gly

Leu

Tyr

Ala

Arg

Gly

Tyr
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Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

Lys

Lau

val

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

Pro

Ser

Met

Leu

Tyr

Cys

Ala

val

val

Asn

Ile

Leu

val

Arg

rhe

Tyr

Asn

val

His

LYS

Thr

Phe

Cys

ASp

Leu

Glu

Gly

Cys

Ile

Glin

Leu

val

AsSn

His

Gly

His

Glu
3165

Gin
3180

ser
3195

His
3210

val
3225

GIn
3240

Leu
3270

Thr
3285

Ar
33

Leu
3315

Lys
3330

Arg
3345

Gly
3360

Thr
3375

Phe
3390

Met
3405

Met

Tyr

Gly

Leu

Leu

ser

Cys

Trp

Ala

Lys

Arg

val

Ile

Ser

Ile

Asn

Glu

Tyr

ASn

Ala

Ala

TYr

Gly

Met

Leu

Glu

ser

val

ASp

GIn

Pro

Lys

Ile

Leu

Leu

Arg

Leu

LyS

Gln

Phe

val

ASp

Asp

Asn

Ile

Thr

Pro

ser

Gly

Asp

Pro
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Thr

Pro

Thr

Asnh

Asp

Gln

Ile

Asn

Asp

Thr

Try

ser

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

Gl
34{0

rhe
3425

Ile
3440

val

val

Thr

Asp

Asn

His

val

Met

Phe

Gin

Leu

GIn

FPhe

val

Leu

Trp

Leu

His

Asp

Leu

Arg

Leu

val

Leu

Asn

Thr

Gly

Leu

Trp

Thr

LYyS

Ala

val

Ser

Ala

Arg

Asn

Trp

val

Asp

Asp

Gly

Pro

Lys

Thr

ser

Leu

His

Thr

Met

Gly

Gly

GIn

val

Phe

Ala

Tle

Met

Arg

Phe

Phe

Phe

Leu

Gly

LyS

val

Arg

Tyr
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Thir Asp Leu Gly

3415

Thr Ala
3430

Leu Ala
3445

Leu Asn
3460

Met Lys
3475

Leu Gly
3490

Cys Ala
3505

Thr 1ITe
3520

Asp val
3535

LYS Lys
3550

Leu Thr
3565

Phe Phe
3580

Ile Met
3595

His Ala
3610

Ala Tyr
3625

Ile Met
3640

Arg Leu
3655
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GIn

Trp

Arg

Tyr

Pro

Ala

Leuy

val

Ile

ser

Phe

Ala

Phe

Phe

Thr

Lys

Ala

Leu

fhe

Asn

Leu

Leu

Gly

Arg

val

Leu

val

Ile

Leu

Asn

Trp

ASp

Gly

Ala

Tyr

Thr

Tyr

Ser

Lys

Ser

Lys
3420

Gly
3435

Ala
3450

Thr
3465

Glu
3480

Ala
3495

Glu
3510

Thr
3525

Gln Cy

Lys

Leu

Tyr

Ala

Cys

Met

Leu

Cys

Leu
3615

val
3630

Glu
3645

val
3660

Phe

Thr

Ala

Thr

Pro

Gln

Leu

Ile

Ser

Thr

Leu

ASn

Cys

Phe

Tyr

Leu

Met

Tyr

Asp

val

Leu

Leu

Thr

Leu

Leu

Gly

His

val

Ala

aAla

Leu

Met

Ala

Tyr

Gly

Thr

Ile

Asn

Thr

Gly

Gln

Glu

val

His

Gln

Phe

Met

Leu

Pro

Asp

Ala
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ser

Asp

Leu

Ser

val

Cys

GIn

cys

Thr

Tyr

Ala

cys

Cys

Glu

Asp

val

Ile

Ala Leu val

3665

Asp
3680

val
3695

Met
3710

val
3725

vai
3740

Cys
3755

Tyr
3770

Leu
3785

Met
3800

Phe
3815

Ile
3830

Thr
3845

Sep
3860

Ile
3875

ser
3890

AsD
3905

Ala

Tyr

Trp

Thr

Glu

Ile

Phe

Gly

ASn

LyS

Lys

Ser

Ser

Leuw

l.ew

Arg

Ala

Lys

Ala

Thr

Tyr

Met

Gly

val

Ser

Leu

val

val

Sar

Leu

Leu

Leu

Ley

Arg

val

Leu

Ile

Leu

Leu

Tyr

Gin

Asn

Ala

val

Lys

Ala

Ser

Cys

Leu

Arg

val

Met

Pro

val

Phe

Asp

Gly

Ile

Thr

Leu

Leu

Lys

val

Glu
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Ile Leu mer Thr Ala

3670

val
3685

Tyr
3700

Ile
3715

Phe
3730

Ley
3745

TYr
3760

cys
3%75

Tyr
3790

Leu
3805

Lys
3820

val
3835

Leu
3850

Trp
3865

Asp
3880

Ley
3895

Glu
3910

Trp

Gly

Ser

Leu

Let

Cys

Lau

Leu

Leu

Leu

Gin

Ser

Ala

Thr

Leu

Met
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Thr

Asn

val

Ala

Phe

Phe

Leu

val

Pro

Leu

ser

val

GIn

Thr

Ser

Leu

Leu

Ala

Thr

Arg

Ila

Leu

Asn

Ser

Pra

Gly

Lys

Leu

Cys

Glu

Met

ASp

Met

Leu

ser

Ala

Thr

Gly

Arg

Thr

Lys

Ile

Met

GIn

val

Ala

GIn

AsSn

Arg
3675

Asn
3690

Asp
3705

Asn
3720

Ile
3735

GlIn
3795

ser
3810

Gl
3825

ser
3840

Gln
3855

Gln
3870

Thr

val

Gln

Tyr

val

AsSn

Cys

Phe

Glu

Ser

Gly

ASp

Leu

Leu

Glu

Ala

Ala

val

Ile

Ala

ser

Phe

Thr

Cys

Arg

Phe

Ile

Lys

val

Arg

His

Lys

val

Thr

TYr

Thr

Ile

Gly

val

Leu

Cys

Leu

Arg

Asp

Pro

Lys

val

Asnh

Met

Asp

Leu
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Gln
Tyr
Asp
Ala
Glu
Arg
Mat
Ash
Ile
Tyr
Ala
Lys
Leu
val
Met
Asn

Leu

Ala
3920

Ala
3935

ser
3950

LyS
3965
Lys

3980

ser
3995

Leu
4010

Ile
4025

Pro
4040

Gly
4055

ser
4070

Ile
4085

Ala
4100

Lys
4115

ser
4130

Ala
4145

Ala
4160

Ile

Thr

Glu

Ser

Met

Glu

Phe

Ile

Leu

Thr

ala

val

Trp

Leu

Cys

Leu

Leu

Ala

Ala

val

Glu

Ala

ASp

Thr

Asn

Thr

Tyr

‘Leu

G1In

Pro

Gln

Ala

Ala

Leu

ser

GIn

vall

Phe

Asp

LyS

Met

Asn

Thr

LysS

Trp

Leu

Leu

Asn

Ala

Tyr

Ser

clu

Glu

Leu

ASp

Gln

Arg

Leu

Ala

Ala

AsSnh

Glu

Ser

Ile

Asn

Gly

Tyr

ASp
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Phe Ser Ser Leu
39258

Ala
3940

Lys
3955

Ar
3970
Ala

3985

Ala
4000

Ar
401s

Ar
4030

Ala
4045

Thr
4060

Ile
4075

Glu
4090

val
4105

Glu
4124

Thr
4135

Asn
4150

His
4165

TYr

Lys

Asp

Met

Lys

Lys

ASp

Lys

Cys

GIn

Tle

Thr

Leu

Thr

Asn

Gln
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Glu

Leu

Ala

Thr

val

Leu

Gly

Leu

Asp

GIn

Asn

Ala

Ser

Gln

Ser

Asp

Gln

Lys

aAla

Gln

Thr

Asp

Cys

Met

Gly

val

Met

Leu

Pro

Thr

Lys

Leu

Pro

aAla

Lys

Met

Met

Ser

Asn

val

val

Asn

val

ASp

Arg

val

Ala

Gly

LyS

ser
3930

val
3945

Ser
3960

Gln
3975

TYrF
3990

Ala
4005

Asp
4020

Pro
4035

val
4050

Thr
4065

ASp
4080

Asn
4095

Ala
4110)

Ala
4125

Cys
4{40

Trp
4170

Tyr

Ala

Leu

Arg

Lys

Met

Ala

Leu

val

Phe

Ala

Ser

Asn

Leu

Thr

Arg

Ala

Ala

AsD

Asn

Lys

GIn

Gn

Leu

Asn

Pro

Thr

Asp

PIro

Ser

Arg

ASp

Phe

Arg

Ala

Gly

val

Leu

Ala

Thr

Asn

Ile

AsSp

Tyr

Ser

ASn

Ala

GIn

Asp

val

Phe
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Pro Lys Ser
4175

Pro Cys Arg
4190

Tyr Leu Tyr
Y 4205

val Leu Gly
4220

Ala Thr Glu
4235

phe ala val
4250

Gly Gl Gln
Y 42%5

Thr Gly Thr
4280

Asp GIn Glu
4295

Cys His Ile
4310

Gly Lys Tyr
4%25

Gly Phe Thr
4340

Lys Gly Tyr
4355

Gln ser Ala
4370

<210=> 75

<211> 2695

<212> PRT

<213> CORONAVIRUS

<400= 75

Asp

Phe

Phe

Ser

val

Asp

Pro

Gly

Ser

Asp

val

Leu

Gly

Asp
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Gly Thr ¢ly Thr Ile
4180

val

Ile

Leu

Pro

Pro

Ile

Gln

Phe

His

Gln

Arg

Cys

Ala

Thr

Lys

Ala

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

Pro

Ile

Asn

Ser

Ser

Tyr

Asp Thr Pro Lys

4195

Gly Leu
4210

Ala Thr
4225

Asn_ ser
4240

Asn

val

Thr

Asn

Arg

val

Lys Ala Tyr Lys

4255

Asn  Cys
4270

ITe Thr
4285

Gly Ala
4300

Asn  Pro
4315

Pro Thr
4330

Thre val
4345

Cys Asp
4360

Thr Phe
4375
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val

val

ser

Lys

Thr

Cys

Gln

Leu

Lys

Thr

Cys

Gly

Cys

Thr

Leu

Asnh

Thr

Gly

Leu

Leu

Leu

Asp

Met

Fro

Cys

Phe

Ala

val

Arg

Gly

Glu
4185

Pro
4200

Asn
4215

Gln
4230

ser
4245

Tyr
4260

Leu
4275

Glu
4290

Leu
4305

Cys
4320

Asn
4335

Cys
4350

Glu
4365

Phe
4380

Leau

Lys

Arg

Ala

Phe

Leu

cys

Ala

Tyr

ASp

Asp

Gly

Pro

Ala

Glu

val

Gly

Gly

Cys

ala

Thre

Asn

Cys

Leu

Pro

Met

Leu

val

Pro

Lys

Met

Asn

Ala

ser

His

Met

Arg

Lys

val

Trp

Met
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Arg

Thr

val

Gly

Arg

65

val

val

Tyr

Asn

Leu

val

ASp

val

225

aAla

Ile

val
ser
Ala
LyS
50

His
LyS
Asp
Thr
Cys
130
ASp
1le
Leu
Gly
Phe
210
Asp

Leu

Lys

Cys

Thr

Gly

35

Asp

Thr

Asp

Gly

Met

115
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Gly

Asp

20

Phe

Glu
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Trp
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Ala

ser

Asn

Ala

Gglu

ASp

val

Lys

Gln

Ser

Phe

cys

Cys

Pro

Phe

val

Ile

AsSn

Ala

Leu

Ty

Ala

Gly

Asn
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val

Glu

Thr

The

Glu

Glu

Ile

Ala

Lys

Gln

Phe

Met

Glu

Leu

Leu

Tyr

Ser

Ala
2105

Ile
2120

val
2135

Thr
2195

Gln
2210

Thr
2225

Leu
2240

Lys
2255

Asp
2270

His
2285

His
2300

LYS
2315

Phe
2330

val
2345

rPhe

Lys

Ile

Gly

Ala

Gln

Glu

Ala

Gln

Pro

Pro

Glu

Ile

Leu

Leu

Ie

Ile

Glu

ITe

Trp

val

Cys

val

Gly

ser

Phe

Glu

Arg

Pha

val

Met

Glu

Thr

Asp

Leu

Leu

Asp

Cys

Ser

ASp

ser

val

Asn

Thr

sSer

I1e

Tyr

Ile

Asp

Asp

Leu

Trp

Asn

Tyr

Thr

Ser

Leu

val

Asn

Tyr

Tyr

Gln

GlIn

Gly

Gly

Phe

Ala

Leu

EP 1 694 828 B1

Ala Lys Arg Asn
2110 ¢

Asn  Leu
2125

Lys Arg
2140

Met Thr
2155

Leu Thr
2170

Phe Arg
2185

Lys Gly
2200
Gly wval
2215

Phe Lys
2230 Y

Phe Thr
2245

Met Glu
2260

Arg Tyr
2275

Asp Phe
2290

Leu Ala
2305

Ile Pro
2320

Gin Thr
2335

Leu Asp
2350

179

Gly

Glu

Asp

val

Asn

Leu

Thr

Lys

Gln

Thr

Lys

Ser

Lys

Met

Gly

ASp

val

Ala

Ite

Leu

Ala

Thr

Leu

val

Ser

Asp

Leu

His

Arg

ASp

ser

Phe

Ile

AsSp

Pro

Ala

Phe

Arg

Pro

Ile

ASp

Arg

Phe

Glu

Gly

Ser

Ser

Ser

val

Lys
2115

Asn
2190

ser
2205

Gl
2220

Gin
2295

Gln
2310

2325

LyS
2340

Glu
2365

Pro

Ala

His

Lys

Gly

Gly

LYysS

Glu

Ile

Leu

Glu

TYyr

Leu

Asp

val

cys

Ie

val

Ala

val

Pro

ATg

val

Gly

ser

Ile

Glu

Leu

Ala

Gly

Ser

Lys

val

Ile

Pro

Asn

Ser

Thr

val

Leu

Pro

val

GIn

ASp

Ala

Phe

Gly

Fro

Asn

Cys

Lys
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Ser

Asp

val

Pro

Leu

Pro

Gln

val

Thr

Asp

Ie

Ile

Glu

Ila

Thr

Phe

Ser

Gln Asp
2360

T A8

Glu Thr
2390

Gly val
2405

Glu Lys
2420

Lys Gl
2%35 Y

Tyr Leu
2450

Ile His
2465

Ala val
2480

Ser Asp
2495

Gly Asp
2510

ITe ser
2525

ASN  Asp
2540

Lys Gln
2555

Glu His
2570

Ser Trp
2585

Glu Ala
2600

Leu

Glu

Phe

Ala

Cys

Ile

Asn

Phe

Leu

Leu

Cys

Asp

Ser

Lys

Ser

Trp

Phe

Ser

Ile

Tyr

Met

ASp

Met

Thr

Gly

Arg

Asn

Ala

Met

LYS

Leu

Trp

Thr

Leu

val

Ser

Pro

Fro

Leu

Met

Leu

Ala

Gln

Asp

Thr

Glu

Ala

Asnh

Ala

Ile

EP 1 694 828 B1

Ile Ser Lys

2365

Phe
2380

Lys
2395

Asn
2410

Gln
2425

Asn
2440

Thr
2455

Gly
2470

Trp
2485

Phe
2500

val
2515

AS
2530
Gly

2545

Leu
2360

Ala
2575

Phe
2590

Gly
2605

Met

Leu

Leu

Asn

val

Leu

Ser

Leu

val

His

Pro

Phe

Gly

Asp

val

Ala

180

Leu

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Asp

Pro

ser

Thr

Arg

Phe

Gly

Leu

Thr

Asn

val

Trp

Ala

Lys

Gly

Lys

val

Lys

Thr

Asp

Ala

Thr

Thr

Ser

TYr

Asn

Tyr

val

Cys

Ser

Met

Glu

Tyr

Pro

Gly

Gly

Ala

Asn

Lys

Tyr

Ile

Lys

val

Leu

Lys val
7570
Lys AsSp
2385

GIn Ala
2400

Gln Arg
2415

Asn  Ala
2430

Thr Gln
2445

Tyr Asn
2460

val Ala
2475

Thr Leu
2490

Asp Ser
2505

Lys Trp
2520

His val
2535

Leu Cys
2550

Ala wval
2565

Ley Met
2580

Asn Ala
2595

Gly Lys
2610

Gly

Trp

Met

val

Leu

Met

Pro

Leu

Thr

Asp

Thr

Gly

Lys

Gly

Ser

Pro

Ile

His

Gln

Leu

ITe

Cys

Arg

Gly

val

Leu

Leu

Lys

Phe

Tle

His

Ser

Lys
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Glu GIn TIle Asp Gly Tyr Thr Met His Ala Asn Tyr Ile Phe Trp
2615 P 2620 2625

arg Asn  Thr asn Pro Ile Gln Leu Ser Ser Tyr Ser Leu Phe Asp

2630 2635 2640
Met Ser Lys Phe Pro Leu Lys Leu Arg Gly Thr Ala Val Met Ser
2645 2650 2655
Leu Lys Glu Asn GIn Ile Asn Asp Met Ile Tyr Ser Leu Leu Glu
2660 2665 2670
Lys Gly Arg Leu Ile ITe Arg Glu Asn Asn Arg val val val Ser
2675 2680 2685
ser Asp Ile Leu val Asn Asn
2690 2695
<210> 76
<211 20
<212 DNA

«213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L3/4+/4932

<400=> 76 20
ccacacacaq citgtggata 20

<210> 77

<211> 20

<212> DNA

<213= Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L44/6401

<400> 77 20
ccgaagtigt aggeaatgte 20

<210> 78

«211> 20

<212> DNA

«213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/L4/+/6964

<400> 78
titggtgcte cticttattg 20

<210> 79

«<211> 20
<212> DNA
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<213> Artificial sequence

<220>
<223> amorce S/L4/-/6817

<400> 79
ccggcatcca aacataattt 20

<210= 80

<211> 20

<212= DNA,

«213> Artificial sequence

<220
<223 amorce S/L5/-/7633

<400 80
tggtcagtag ggttgatigy 20

<210> 81

<211> 20

<212> DNA

«213> Arificial sequence

<220
«223» S/LB/-/8127

<400 81
catccttigt gtcaacatcg 20

<210> 82

<211> 20

<212> DNA

213> Artificial sequence

<220
<223> amerce S/L5/-/8633

<400 82
gtcacgagty acaccatect 20

<210> 83

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/L5/+/7839

<400 83
atgcgacgag totgettcta 20

<210 84

<211= 20

<212> DNA,

«213> Artificial sequence

<220>
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<223> amorce S/L5/+/8785

<400> 84
ticatagigc ctggettace 20

<210> 85

<2112 20

<212> DNA

<213= Artificial sequence

<220
<223 amorce S/L5/4/8255

<4Q0> 85
atettggege atgtattgac 20

<210> 86

«211> 20

<212 DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L6/-/9422

<400 86
tgcattagea gecaacascat 20

«210> 87

<Z11= 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> amorce S/LG/-/9966

<400 87
totgcagaac ageagaagtg 20

<210 88

<211> 20

<212> DNA,

<213> Artificial sequence

<220
«<223> amorce S/L6/-/10542

<400> 88

cctgtgeagt ttgtetgtea 20
<210= 89

«211> 20

<212= DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223» amorce S/L6/+/10677

<400> 39
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cetigiggea atgaagiaca 20

<210> 90

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amerce S/LG6/+/10106

<400 90
atgteatity cacagcagaa 20

<210> 91

«211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/1.6M4/9571

<400= 91
cttcaatggt ttgocatgtt 20

<210= 92

<211 20

<212> DNA,

«213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L7/-111271

<400 92
tgcgagetgt catgagaata 20

<210> 93

<211= 20

<212> DNA

<213 Artificial sequence

<220
<223> amorce SAL7/-11801

<4Q0> 93
aaccgagage agtaccacag 20

<210 94

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L.7/-/112383

<400 94
titggetget gtagteaatg 20

<210> 96
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<211= 20
<212> DNA,
<213> Artificial sequence

<220>
<223> amerce S/L7/+/12640

<400 95
ctacgacaga tgtcctgtge 20

<210 96

«211> 20

<212> DNA,

<213> Arificial sequence

<220
«<223> amorce S/L7A4M12088

<400> 96
gagcagacty tagetaatgg 20

<210= 97

«211= 20

<212= DNA

<213 Artificial sequence

<220
«Z223> amorce S/L7/+/11551

<400> 97
ttaggctatt gttgetgetg 20

<210> 98

<211> 20

<212> DNA

<2135 Artificial sequence

<220
<223> amerce S/L8/-113160

<400> 98
cagacaacat gaageaccac 20

<210> 99

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L8/-13704

<400> 99
cgetgacgtg atatatgtgg 20

<210= 100

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence
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<220>
<223> amorce S/L8/-/14284

<400> 100
tgcacaatga aggatacacs 20

<210> 101

<2112 20

<212> DNA,

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L8/+/14453

<400 101
acatageteg cgicteagtt 20

«210= 102

<211> 20

<212 DNA

«213> Arificial sequence

<220
<223» amorce S/L84/13068

<400> 102
gocattgtag gegtactgac 20

<210> 103

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L8/4+/13401

<400 103
gittgeggtg taagtgcag 12

<210> 104

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/LY¥-115098

<400= 104
tagtggegge tattgactte 20

<210> 105

<211= 20

<212> DNA

<213 Artificial sequence

<220
<223 amorce S/L9/-/15677
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<4Q0> 105
claazaccttg agecgeatag 20

<210> 106

<211> 20

<212> DNA,

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L9/-116247

<400> 106
catggteata goageactty 20

«210> 107

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/LI+16323

<400= 107
ceaggtigty atgteaciga t 21

<210> 108

<211=> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> amoerce S/L9/+/15858

400> 108
ccttacecag atccatcaag 20

<210= 109

<211> 20

<212> DNA,

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/1.9/4/15288

<400> 109
cgcaaacata acactigety 20

<210= 110

<211> 20

<212> DNA

«213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L10/-/16914

<400> 110
agtgtigogt acaagecagt 20
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<210> 111

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L10/-/17466

<400=> 111
gitccaagga acatgtctgg 20

<210> 112

<211> 20

<212> DNA

«213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/L10/-/18022

<400= 112
aggtgectat gtaggatgas 20

«210> 113

<211= 20

<212= DNA

«213> Artificial sequence

<220
<223> amorce $/L10/4+/18245

<400> 113
gagctgicat gecaactagag 20

<210> 114

<211> 20

<212> DNA

<213= Artificial sequence

<220
<223> amorce S/L10/+/17663

<400> 114
tettacacge aateetgett 20

<210> 115

«211> 20

<212> DNA

«213> Artificiel sequence

<220
«223> amorce S/L10/4+/17061

<400> 115
tacccatctg ctegeatagt 20

<210> 116

«<211> 20
<212> DNA
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<213> Artificial sequence

<220>
<223> amorce S/L11/-/18877

<400> 116
gcaagcagaa ttaacecctca 20

<210= 117

<211> 20

<212= DNA,

«213> Artificial sequence

<220
<223> amorce S/.11/-/19396

<400> 117
ageaccacct aaattgeatc 20

<210= 118

<211> 20

<212> DNA

«213> Arificial sequence

<220
«223» amorce S/.11/-/20002

<400> 118
tgatcectit gaaggigita 20

<210> 119

<211> 20

<212> DNA

213> Artificial sequence

<220
<223> amoerce S/L11/4+/20245

<400 119
tcgaacacat cgtttatgga 20

<210 120

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce S/L11/+/19611

<400 120
gaagcacctg tttccatcat 20

<210 121

<211= 20

<212> DNA,

«213> Artificial sequence

<220>
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<223> amorce S/L11/4/19021

<400> 121
acgatgcica gecatgtagt 20

<210> 122

<2112 20

<212> DNA

<213= Artificial sequence

<220
<223 amorce SARS/L1/F3/4/800

<d4Q0> 122
gaggtgeagt cactegcetat 20

<210= 123

«211> 20

<212 DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce SARS/L1/F4/+133

<400 123
cagagattgg acctgageat 20

«210> 124

<Z11= 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> amorce SARS/L1/F5/+/1925

<400= 124
cagcaaacca ctcaaticst 20

<210= 125

<211> 20

<212> DNA,

<213> Artificial sequence

<220
<223= amorce SARS/L1/R3/-1674

<400> 125
aaatgatgge aacectctica 20

<210= 126

<211> 20

<212= DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce SARS/L1/R4/-11107

<400> 126
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cacgtggitg aaigactitg 20

<210> 127

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amerce SARS/L1/R5/-520

<400= 127
afttetgeaa ccageteaac 20

<210> 128

«211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223= amorce SARS/ 2/F3/+/2664

<400= 128
cgeattgtet cotggtttac 20

<210> 129

<211 20

<212> DNA,

«213> Artificial sequence

<220>
<223> amorce SARS/L2/F4/+/3232

<400 129
gagattgagc cagaaccaga 20

<210= 130

<211= 20

<212> DNA

<213 Artificial sequence

<220
<223> amorce SARS/L2/F5/+/3746

<400 130
atgageaggt tgteatggat 20

<210= 131

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce SARS/L2/R3/-/3579

<400= 131
ctgecttaag aagetggaty 20

<210> 132
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<211= 20
<212> DNA,
<213> Artificial sequence

<220>
<223> amerce SARS/L2/R4/-12991

<400 132
titcttcace agcatcatca 20

<210= 133

«211> 20

<212> DNA,

<213> Arificial sequence

«220>
<2283= amorce SARS/L2/R5/-/2629

<400 133
caccgttett gagaacaace 20

<210= 134

«211= 20

<212= DNA

<213 Artificial sequence

<220
«Z223> amorce SARS/L3/F3/+/4708

<400> 134
tetttggety getettacag 20

<210> 135

<211> 20

<212> DNA

<2135 Artificial sequence

<220
<223> amerce SRAS/L3/F4/+/5305

<4Q00> 135
getgatgatg ctgetaactt 20

<210> 1386

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce SARS/L3/Fb/M4/5822

<4Q0= 136
ccatcaagee tgtgtcgtat 20

<210= 137

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence
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<220>
<223> amorce SARS/LI/R3/-5610

<400 137
cagotggtgc agacatcata 20

<210> 138

<2112 20

<212> DNA,

<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce SARS/L3/R4/-/4988

<400> 138
aacatcagea ccatccaagt 20

«210> 139

<211> 20

<212 DNA

«213> Arificial sequence

<220
«223» amorce SARS/L3/R5/-/4437

<400> 139
alcggacace atagteaacy 20

<210> 140
<211> 7788

<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> géne S synthétique

<400= 140
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tcaatattgg
ttggccattyg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggetoa
agtaacgcea
ccacttggea
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcot
cdatgggagt
cgcccegitg
tcgtttagtg
tgctaacgca
gtgaggcact
actgggcttg

ccattageca
catacgttgt
ccatgttage
catagcccat
ccgeccaacy
atagggactt
gtacatcaag
cccgectggc
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggc
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gtcagtgctt
gggcaggtaa
tcgagacaga

EP 1 694 828 B1

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
accccegees
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggcy
tcactagaag
ctgacacaac
gtatcaaggt

gaagactctt

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgogttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagiccg
gtacatgacc
taccatggty
gggatttcca
acgggactrt
tgtacggtgg
ctttattgcg
agtctcgaac
tacaagacag

gcgtttctga

194

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecctattg
ttacgggact
atgeggtttt
agtctccacce
ccaaaatgtc
gagotctata
gtagtttatc
ttaagctgca
gtttaaggag

taggcaccta

atattggcta
gereatgtrece
caattacogy
taaatggccc
atgttcecat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttectacttg
gycagtacac
ccattgacgt
gtaataacce
taagcagagc
acagttaaat
gaagttggtc
accaatagaa
ttggtcttac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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tgacatccac
aggctagagt
gctgttecty
gcaggeeece
gatCrricgg
¢gtgaccoge
cggcatctac
caccatgaac
ccgggeetge
cacccagace
cgacgeette
cgtgttcaag
ggtgagagac
catcaacatc
gggcaccagc
gtacgacgag
gctgaagtge
cagagtggtg
cggcgaagtg
cagcaactge
gtgctacggc
cagctegty
cgccgactac
ccggaacatc
cggcaagetg
gccetgeace
caccaccgge
cgcceetgec
gaacttcaac
ccageectte
caagaccagc
ccceggeace
cgtgagcacc

gaacaacgtg

tttgecttte
acttaatacg
accctgacca
aactacaccc
agcgacaccc
ttccacacca
ttcgecgeca
aacaagagcc
dacttcgagc
cacaccatga
agcctoggacy
aacaaggacy
ctgcccagey
accaacticc
geegeecgect
aatggcacca
agcgtgaaga
cctageggey
ttcaacgeca
gtggccgact
gtgagcgeca
gtgaaggdcy
aactacaagc
gacgccacaa
cggcccricg
ccecctgecce
atcggctatc
accgtgtgeg
ttcaacggec
cagcagttcy
gagatcctag
aacgccagea
gccatccacy

ttccagacce

EP 1 694 828 B1

tCtccacagy
actcactata
gcggcagega
agcacaccag
tgtaccrgac
tCaaccacac
<cgagaagag
agagcgtgat
tgtgcgacaa
tcttcgacaa
tgagcgagaa
gcttcctgta
gcttcaacac
gggccatcct
acttcgtggy
tcaccgacgc
gcttcgagat
atgtggtgcg
ccaagttcce
acagcgtgct
ccaagctgaa
acgatgtgag
tgccegacga
gcaccggeaa
agegggacat
tgaactgcta
agccctacag
geeccaaget
tgaccggeac
gccgggatgr
acatcagecc
gcgaagryggc
ccgaccaget

aggccggctg

tgrccactee
99C£39C993
cctggaccgyg
cagcatgcgg
ccaggacctg
cttcggcaac
caacgtguty
catcatcaac
ccccttetre
cgcettcaac
gagcggcaac
cgtgtacazg
cctgaageee
gaccgecttet
ctacctgaag
cgtggactge
cgacaagggc
gttceccaat
cagcgtgrac
gtacaactce
cgacctgtgce
acagatcgce
crtcatgggc
ctacaattac
ctccaacgtg
ctggccccty
agrggtggty
gagcaccgac
cggcgtgcty
gagcgacttc
ctgcagcttc
cgtgectgtac
gaccccegec

cctgatcgyc

195

cagttcaatt
tccaccatgt
tgcaccacct
ggcgtgtact
trcetgeect
cecegtgatec
€ggggctagy
aacagcacca
gecgtgtcca
tgcaccrtey
ttcaagcace
ggctaccagc
atcttcaagc
agecctgece
cctaccacct
agccagaacc
atctaccaga
atcaccaacc
gcctgggage
acctrctica
ttcagcaacg
cctggecaga
tacgtgctagg
aagtaccgct
ccettcagee
aacgactacg
ctgagetteg
ctgatcaaga
acccceagea
accgacageg
ggcggegtgt
caggacgtga
tggcggatct
gccgageacy

acagctetta
tcatettoct
tcgacgacgt
accccgacoa
tetacageaa
ccttcaagga
tgttcggcag
acgtggtrgat
aacccatggy
agtacatcag
tgcgggagtt
ccatcgacgt
tgcceectggg
aggacatcty
tcatgctgaz

cectggccga

ccagcaactt ‘

tgtgccectt
ggaagéagat
gcaccttcaa
tgtacgccga
ccggegtgat
cctggaacac
acctgeggea
ccgacggcaa
gcttctacac
agctgetgaa
accagtgcegt
gcaagcgett
tgcgggacec
ccgrgatcac
actgcaccga
acagcaccgg

tggacaccag

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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ctacgagtgc
gctgcggage
cagcatcgcc
caccgaagtg
cggegacagc
gaaccgygce
¢caagtygaag
tcagatcctg
caacaaagtg
catcaacgcec
cctgetgace
cgeeggcigg
ctaccggttc
cgccaaccag
cgccctgage
gaagcagctg
gctggacaaa
cctgecagace
tctggeegee
cggcaagggc
gcacgtrgace
cgagggcaag
catcacccag
cggcaactgt
cgagctoggac
cgtggacctg
cgacagactg
gogcaagtac
cctgatcgec
cctgaaaggc
cygtgctgaag
tctagagtcg
gacaaaccac

ttgctttatt

gacatcccea
accagccaga
tacagcaada
atgceegtoa
accgagtgcg
ctgageggca
cagatgtata
cccgacccte
accctggeeg
cgggacctga
gacgacatga
accttcggag
dacggcatcg
ttcaacaagg
aagctgeagg
agcagcaact
gtggaggccy
tacgtgaccc
accaagatga
tatcacctga
tacgtgccta
gcctacttcc
cgcaacttct
gatgtggtoa
agcttcaagg
ggcgatatca
aacgaagtgg
gagcagtaca
atcgtgatgg
gcctgeaget
ggcgtgaagc
4cccgggcog
aactagaatg

tgtaaccatt
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ttogcgeeog
agtccatcgt
acaccategce
gcatggccaa
ccaacctgct
tcgecgeega
agaccececac
tgaagcccac
acgeoggett
tctgogeoca
tcgcegecta
ccggagecge
gegtgaccca
ccatcagcca
acgtggrgaa
tcggegecat
aagtgcagat
agcagctgat
gegagrgegt
tgagettece
gccaggageg
cccggyagayg
tcagceeeca
tcggeatcat
aggagctygga
gcggcatcaa
ccaagaacct
tcaagtggcc
tgaccatcct
gtggcagctiyg
tgcactacac
ccgettegag
cagtgaaaaa

ataagctgea

aatectgegee
ggcctacace
catceccace
gacaagcgty
gcrgeagtac
gcaggaccgg
cctgaagtac
caagecgetec
tatgaagcag
gaagrttaac
tacagceygee
cctgcagate
gaécgtgctg
gatccaggag
tcagaacgcc
cagctetgtg
cgaccggcetg
cagageegec
gctgggecag
ccagqccgec
gaacttcacc
cgtgrtegty
gatcatcace
caataacacc
caaatacttc
cgcctecgtg
gaacgagage
ctggracgtg
gctgtoctyge
ctocaagttc
ctgataactc
cagacatgat
aatgcrttat

atazacaagt

196

agctaccaca
atgagcctgy
aacttcagca
gattgcaaca
ggcagcrct
aacaccagag
ttcggggget
ttcatcgadg
tacggcgagt
gggcrgaccg
ctggtgageg
cccttcgeca
tacgagaacc
agcergacca
caggecctga
ctgaacgaca
atcaccggac
gagatccggg
agcaagagag
ceceeacqggeg
accgecccag
tttaacggea
acagacaaca
gtgtacgacc
aagaaccaca
gtgaacatcc
ctgatcgace
tggcrggget
atgaccagct
gacgaggacg
gagaattcac
aagatacatt
ttgtgaaatt

taacaacaac

ccgtgagect
gcgecegacag
tctecatcac
tgtacatctg
gcacccagct
aagtgttege
tcaacttctc
acctgctgtt
gcctgggcga
tgctgececc
gcaccgeeac
tgcagatggc
agaagcagat
caaccagcac
acacccrggr
tcctgageag
goctgcagtc
ccagegecaa
tggacttctg
tgotgtrect
ccatetycca
ccagetyggtt
ccttegtygtc
ccetgeaged
cetececcga
agaaggagat
tgcaggagcet
tcatcgeegg
getgtagetg
acagcegagec
gcgtggtace
gatgagtttyg
tgtgatgcta

aattgcattc

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
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attttatgtt
acaaatgtgg
atcgeecttc
attaagcgcg
agcgeecget
teaagecteta
ccgcaaaaaa
ttrttcgecct
aacaacactc
goccrattgy
attaacgtee
cacaccgecat
cccgacacece
cttacagaca
caccgaaacy
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattcc
tgaaagtaaa
tcaacagedy
cttttaaagt
tcggtegeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacce
gcaaactatt
tggaggcgga
ttygctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagr

ggatctaggt

tcaggticag
taaaatcgat
ccaacagitg
gcgggtgtgg
ccttrcgett
aatcgggggc
cttgatttgg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttcge
atggtgcact
gccaacacce
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tCaataatat
cttttttgcy
agatgctgaa
taagatectt
tctgectatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagec
geecteecgt
tagacagatc
ttactcatat

gaagatcctt
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ggggagatgt
aaggatccgg
cgcagectga
tggttacgcqg
tcttecoccttc
tccetrtagg
gtgatggtrc
agtccacgtt
cggtctattc
agcrgartta
ctgatgcogt
ctcagtacaa
gctgacgege
gtctceggga
aagggccreg
acgtcaqggty
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttrgg
gagagtttte
ggcgcggtat
Tctcagaatyg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactce
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccactte
ggtgagegtg
atcgtagtta
gctogagataq
atactttaga

Trtgataatc

gggaggtrtt
gctggegtaa
atggcgaatg
cagcgtgacc
ctttctegee
gttecgattt
acgtagtgyy
ctttaatagt
ttttgattta
acaaatatit
attttctect
tctgetetga
cctgacgggc
gctgcatgty
tgatacgect
gcacteitcy
atatgtatcc
agagtatgag
trcctgtitt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatey
cgatgcctgt
tagcttcecg
tgcgeregye
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgccteact
ttgarttaaa

tcatgaccaa
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ttaaagcaag
tagcgaagag
gacgcgeect
gctacacttg
acgttcgeeg
agagctttac
ccategecct
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
tacgeatctg
tgccgcatag
ttgtctgctc
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggtracatc
acgtittcca
tgacgccggy
gtactcacca
tgctgecata
accgaaggaqg
ttgggaaccyg
agcaatggea
gcaacaatta
ccttecgact
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttr

atcccttaa

taaaacctct
gceegeacey
gtageggege
ccagcegecct
gctticcecg
ggcacctcga
gatagacggt
tccazactygg
tgccgattte

ttaacaaaat

tgcggratrtt

ttaagccage
ccggeatecg
tcaccgtecat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttccgtyateyg
gaaacgctigg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
gactggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgr
taattraaaa

cgtgagtttt

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
2640
5700
5760
5820
5880
3940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6360
7020
7080
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cgtrccacty
ttctgegcot
tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtet
gcrgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
rgtgatgctc

ggttectgge

<210 141
<211» 23
<212> DNA

agcgtcagac
aatctgctgc
agagctacca
tgtecttcta
atacctcget
taccgogttg
ggottcgtgc
gcgtgageta
aagcggcagy
tctttatagt

gtcagggggy
cttttgctgg

<213> Artificial sequence

<Z2Z20>

<Z223> amorce SNE-S81

<400> 141 23

ggttgggatt atccaaaatg tga

<210> 142
<211= 24
<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220

<223> amorce SNE-AS1

<400> 14224

geatcatcag aaagaatcat caty

<210 143
<211 21
<212> DNA

«213> Artificial sequence

«220>

<223> amorce SAR1-S

<400> 143

cetctetigt tettgetege a 21

«<210> 144
<211> 21

EP 1 694 828 B1

cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcrrttetc
gtgtagecgr
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagceca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagectat
cctrttgete

23

24

agatcaaagy
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcrtggageg
ccacgcttee
gagagcgeac
ttcgecacct
ggaaaaacgc

acatggctcg

198

atettcttga
gctaccageg
tggcrtcage
ccacttcaag
ggctactgcc
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagett
ctgacttgag
cagcaacgcg

acagatct

gatcctettt
gtggtttatt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcagtegy
accpaactga
aaggcggaca
ccagggogaa
cgtcgatttt
gcetttttac

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7788
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<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220
<223> amorce SAR1-AS

<400> 144
tatagtgage cgecacacat g 21

<210> 145

<211= 45

«212> DNA

<213> Arificial sequence

<220
«223> amorce PCR

<400 145
ataggateca ccatgtitat tttettatta titettacte teact 45

«210> 148

<211= 37

«212> DNA

<213 Artificial sequence

<220
<223> amorce PCR

<400=> 146
atactcgagt tatgigtaat gtastttgac acccttg 37

<210= 147

<211>45

<212 DNA,

<213> Artificial sequence

<220
<223 amorce PCR

<400> 147
ataggatcca ceatgtitat ticttatta titcttacte teact 45

<210> 148

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce PCRH

<400> 148
acetceggat ttaatatatt getcatattt toccaa 36

<210= 149

<211 13

<212» PAT

<213 Artificial sequence
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<220

<223> extréemité N-terminale de la protéine S du SRAS-CoV (acides amines 1 a4 13)

<400 149

¥et fha I1e Phe geu Leu Phe Leu Thr Leu Thr Ser Gly

<210= 150

<211> 10

<212> PRT

<213> Arificial sequence

<220
«223> oligopeptide

<400= 150

Ser Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp ASp Lys
1 5 10

<210= 1561

<211» 34

<212> DNA,

«213> Artificial sequence

<220
<223> amorce PCR

<400> 151

actagctage ggatccacca tgttcatctt cotg

<210= 152

<211= 33

<212> DNA

<213 Artificial sequence

<220
<223> amorce PCR

<400= 152
agtateegga ctigatgtac tgctegtact tge

<210 163

<211> 59

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucléotide

<400> 153

EP 1 694 828 B1

34

33

tatgagett titttittt tititgge atataaatag acteggegeg ccatctgea

<210> 164
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<211=> 53
<212> DNA,
<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucléotide

<400> 1564

EP 1 694 828 B1

gatggegede cgagtctatt tatatgccaa asanaasaaa aasaaasags tca

<210= 155

«211> 45

<212> DNA,

<213> Arificial sequence

<220
«223> amorce PCRH

<400= 165
atacgtacga ceatgtitat ttcttatta thicttacte teact

<210= 1566

<211 40

<212= DNA

<213 Artificial sequence

<220
«Z223> amorce PCR

<400 166
atagegeget cattatgiot aatgtaatit gacaccettg

<210 1567

<211> 20

<212> DNA

<2135 Artificial sequence

<220
<223> amerce PCR

<4Q0> 157
ccatttcaac aatttggecy 20

<210=> 1568

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220
«223> amorce PCR

<4(0> 158

45

40

ataggatccg cgegetcatt atttategte gieatetita taatc 45

Revendicatlons

1.

Souche isolée ou purifiée de coronavirus humain associé au syndrome respiratoire aigu séveére, caractérisée en

201
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ce gue son génome présente sous la forme d'ADN complémentaire un codon sérine en position 23220-23222 du
géne de la protéine S ou un codon glycine en position 25298-25300 du gene de NORF3, et un codon alanine en
position 7918-7920 de 'ORF1a ou un codon sérine en position 26857-26859 du g&ne de la protéine M, lesdites
positions étant indiquées en référence a la séquence Genbank AY274119.3.

2. Souche isolée ou purifiée de coronavirus selon la revendication 1, caractérisée en ce que I'équivalent ADN de
son génome présente une sequence correspondant a la séquence SEQ ID NG : 1.

3. Polynucléotide isclé ou purifié, caractérisé en ce gue sa séquence est celle du génome de la souche isolée de
coronavirus selon la revendication 1 ou la revendication 2.

4. Polynucléotide isolé ou purifié selon la revendication 3, caractérisé en ce que sa séquence est laSEQ IDNQ : 1.

5. Fragment du polynucléotide selon la revendication 3, caractérisé en ce qu'il comprend les ou est constitué des
bases ou paires de bases consécutives des positions 7919 4 23220, 7919 4 25298, 16622 4 23220, 19084 4 23220,
16622 a4 25298, 19064 a 26298, 23220 3 24872, 23220 a 26857, 24872 4 25298, ou 25298 a 26857,

6. Réactif de détection d'un coronavirus associé au SRAS, caractérisé en ce qu’il est sélectionné dans le groupe
conhstitué par uhe souche isolée de coronavirus selon la revendication 1 ou la revendication 2 et un polynucléotide
gelon 'une quelcongue des revendications 3, 4 et 5.

7. Ulilisation d'un produit sélectionné dans le groupe constitué par :

{a) une souche isolée de coranavirus selon 12 revendication 1 ou la revendication 2,
{b) un polynucléatide selon la revendication 3, 1a revendication 4 ou la revendication 5,
pour la preparation o'un réactif de détection et éventuellement de génotypage d’un coronavirus associé au SRAS.

8. Kitou coffret de détection d'un corenavirus associé au SRAS, caractériseé en ce qu’il comprend au meins un réactif
sélectionné dans le groupe constitue par :

- une souche isclée de corcnavirus selon la revendication 1 ou la revendication 2 et,
- un polynucléotide selon la revendication 3, la revendication 4 ou la revendication 5.

Claims

1. Isclated or purified strain of human coronavirus associated with severe acute respiratory syndrome, characterlsed
in that its genome exhibits, in the form of complementary DNA, & serine coden at pesition 23220-23222 of the gene
forthe S protein or a glycine codon at position 26298-25300 of the gene for ORF3, and an alanine codon at position
7918-7920 for ORF1a or a serine ceden at pesiticn 26857-26859 of the gene for the M protein, said positions being
indicated with reference to GenBank sequence AY274119.3.

2. Isolated or purified coronavirus strain according to Claim 1, characterised in that the DNA equivalent of its genome
exhibits a sequence corresponding to sequence SEQ ID No. 1.

3. Isolated or purified polynucleotide, characterised In that its sequence is that of the genome of the isolated coro-
navirus strain according to Claim 1 or Claim 2.

4. Isolated or purified polynuclectide according to Claim 3, eharacterised In that its sequence is SEQ 1D Na. 1.

5. Fragment of the polynucleotide according to Claim 3, characterised in that it includes or is constituted by the
consecutive bases or basa pairs of positions 7919 to 23220, 791910 25208, 1662210 23220, 19064 10 23220, 16622
to 25298, 19064 to 25298, 23220 to 24872, 23220 to 26857, 24872 to 25298, or 25298 to 26857,

6. Reagent for detection of a coronavirus asscciated with SARS, characterised in that it is selected from the group

constituted by an isclated coronavirus strain acgording to Claim 1 or Claim 2 and a polynucleotide according to any
one of Claims 3, 4 and 5.
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Use of a product selected from the group constituted by

{a) an isolated coronavirus strain according to Claim 1 or Claim 2,
(k) a polynucleotide according to Claim 3, Claim 4 or Claim 5,

for the preparation of a detection reagent and possibly for genotyping of a coronavirus associated with SARS.

Kit or box for detecting a coronavirus associated with SARS, characterlsed in that it includes at least one reagent
selected from the group constituted by:

- an isolated coronavirus strain according to Claim 1 or Claim 2 and,
- a polynucleotide according to Claim 3, Claim 4 or Claim 5.

Patentanspriiche

1.

Isclierter oder gereinigter humaner Coronavirusstamm, der mit dem Schweren Akuten Respiratorischen Syndrom
assoziiert ist, dadurch gekennzeichnet, dass sein Genom in Form von komplementirer DNA an Position
23220-23222 des Gens fiir das S-Protein ein Setincodon oder an Position 26298-25300 des Gens fir den ORF3
ein Glycincodon, und ein Alanincodon an Position 7918-7920 von ORF1a oder ein Serincodon an Position
26857-26859 des Gens flr das M-Protein hat, wobei die Positionen in Bezug auf die Genbanksequenz AY274119.3
angegeben sind.

Isclierter oder gereinigter Cotonavitusstamm nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die DNA, die
seinem Genom Aquivalent ist, eine Sequenz hat, die der Sequenz SEQ ID NO:1 entspricht.

Iscliertes oder gereinigtes Polynukleotid, dadurch gekennzeichnet, dass seine Sequenz jene des Genoms des
isolierten Coronavirusstamms nach Anspruch 1 oder Anspruch 2 ist.

Iscliertes oder gereinigtes Polynukleotid nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass seine Sequenz SEQ
ID NC: 1 ist.

Fragment des Polynukleotids nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass es die aufeinandetfolgenden
Basen oder Basenpaare der Positionen 7919 bis 23220, 7919 bis 25298, 16622 bis 23220, 19064 bis 25220, 16622
bis 25298, 19064 bis 256298, 23220 bis 24872, 23220 bis 26857, 24872 bis 25208 oder 25298 bis 26857 umfasst
oder aus diesen besteht.

Reagenz zum Nachweis eines mit SARS assoziierten Coronavirus, dadurch gekennzelchnet, dass es ausgewahit
ist aus der Gruppe bestehend aus einem isolierten Carenavirusstamm nach Anspruch 1 oder Anspruch 2 und einem
Polynukleotid nach einem der Anspriiche 3, 4 und 5.

Verwendung eines Produktes ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

(a) einam isclierten Ceronavirusstamm nach Anspruch 1 oder Anspruch 2,
{b) einem Polynukleotid nach Anspruch 3, Anspruch 4 oder Anspruch 5,

zur Herstellung eines Reagenzes zum Nachweis und gegebenenfalls zur Genotypisietung eines mit SARS assozi-
ierten Coronavirus.

Kit odet Set zum Nachweis eines mit SARS assoziierten Coronavirug, dadurch gekennzelehnet, dass s wenig-
stens ein Reagenz umfasst, ausgewéahlt aus der Gruppe bestehend aus:

- einem isolierten Coronavirusstamm nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, und
- einem Polynukleotid nach Anspruch 3, Anspruch 4 oder Angpruch 5.
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FIGURE 13.1
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FIGURE 13.6
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2670Q 26090 2690 2100 2710 2720 2730
>< TELIL
>< MaelIll >< MeoIl *» £ Maell: »< Hinfl Alul ><
GGTGTARCCT TTGGAGAAGE TACTGTTTGH GAAGTTCAAG GTTACRAGAAR TGTGAGRATC ACATTTGAGC
2740 27540 2760 2770 2780 2790 2800
>< Rzal
>< HNlaIv
Maelll »<
> Mspl»< Kpnl
>< Hpall
>< Hapll
> < Egobdl
>< Sdul >¢ Cspbl
»>< NsplII »< TEiTl >< BscBI
»>< HgiAl > € Bani
>< Maell »< Bspl2B6]1 > < Asp718
»>< RindII >< Byl »>¢ Hinfl »< aAfal
»< RincIl »>< Tru9l ©or< Alw2ll > < AccBlI
>< AFITIL >< Msel »>¢ Reel > < BecéSI
TTGATGAACG TGTTGACAAA GTGCTTARATG AABAGTGCTC TGTCTACACLT GTTGAATUCG GUTACCGARGT
2810 2820 2330 2640 2850 2860 287G
»< SaulAT
*»< Ndel]
< MboI
>< Dpnll
. »< NspI > < Dpnl
»>< NspHI >< MboIT >< BspAl
>¢ Mlalll > < Bsrl > < Bspld3l
>< Ddel < Mnll »< BlwNT < Bbsl < AlwNT
TACTGAGTTT GCATGTGTTG TAGCAGAGGC TGTTGTGBAG ACTTTACARC CBGTTTCTGA TCTCCTTACC
2880 2890 2900 2910 2920 2930 2340
>< S5au3Al
> HNdell
>< Mbol
>¢ Dpnll
>< Dpnl
>< Bsphl
FIGURE 138
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»¢ NlallI>< Bspld3r >< Alul »>< SfaNI
AARCATGGOTA TTGATCTTGA TGAGTGGAGT GTAGCTACAT TCTACTTATT TGATGATGCT GGTGARAGARR
2950 2960 25870 2980 2990 3000 3010
>< SEanl
>< Mnll
< MboIl »>< Gaul >< Ksp6321 >< Mnll
>< Bsadl »>< Earl » < Mboll
»< HphI >< Maellr< BpmI >< Mnll  »>< BamllQqI < MboIl
ACTTTTCATC ACGTATGTAT TGTTCCTTTT ACCCTCCAGA TGAGGAAGAR GAGGACGATG CAGAGTGTGA
1020 3030 I040 3050 3060 3070 3080
> < Rsal
»< Rzal
>< NMlaIIl
>< Mnll >< Fokl
>< Cspél Eco3lI ><
>< Csp6l >< Maml BsmAI ><
> MboIl > < Afal »< BsiBI Bsal »<
»>< Mboll »>< Afal >< BsaBIAlw28I ><
GGARGAAGAA ATTGATGARA CCIGTGAACA TGAGTACUGGET ACAGAGGATG ATTATCAAGG TCLUCCTCTG
3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150

>¢ N1latlVv»< PvullI>< Xmnl
»< Eco6dl >< Psp5SI »< TLhHB8T

>< MnlE »>< Ddel »>< Tagql »>< MnlI >< Mboll
>< BseBT>< NspBII »< MnlR >< Kspb32T »>< Mboll >»>< Mbholl
>< Banl =< MnlL >< Earl >< Bsrl
»< AccBlI >< Alul >< Asp7Q0I »< BamilQ4Il >< Mboll>< Bbsl
GRATTTGGTG CCTCAGCTGA AACAGTTCGA GTTGAGGAAG AAGAAGAGGA AGACTGGCTG GATGATACTA
3160 31170 31840 3190 3200 3210 3220
»< Tru9l
>< Fokl > Msel »< BcoS?L
»< Ddel »< BsrI»< Mboll Bsrl ><
CTGAGCAATC AGAGATTGAG CCAGAACCTAG BAACCTACACC TGAAGAACCA GTTAATCAGT TTACTGGTTA
3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290
>< Trudl >< Mull
»>< Msel >< Tru9l >< HindfT>< Trudl »< Dralll
>< Dral >< Msel >< HinecIT>< Msel >< BSpWI
TTTARAACTT ACTGACAATG TTGCCATTAR ATGTGTTGAC ATCGTTAAGG AGGCACAAAG TGCTAATCCT
3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
»< Vnel
>4 Snol
> < Sdul
> < NspIl
» < HgiAl
> < Bspl286T
> < BmylI
»< Apall
»< Hphl > < Mlalill »< Alwiddr
>< BbvI »< FnudHI »< BspMI > < Alw2ll
ATGGTGATTG TAARATGCTGC TARCATACAC CTGRAACATG GTGGTGGTGT AGCAGGTGCA CTCABRCAAGG
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430
>< 5au96L
>< Pall
>< NspIV
>< Haelll
>< Nialv ¥< Cfrl3l
FIGURE 13.9
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»¢ EeoBdl >< BsuRl
>< BscBI > < Tru9I »& BgiZl
»< BanlI > < Msel >< Bshl >< Mnll
>< AccBlI>< N1alIIT >< Alul >< Asul »< Mnll
CAACCRATGG TGCCATGCRA AAGGAGAGTG ATGATTACAT TARGCTAAAT GGCCCTOTTA CAGTAGGAGS
3440 34506 3460 34970 3480 3490 3500
>< Sinl
>< Sau961
>< NspIV
>< NespHI>< NspHII
> Bcodil
> Cfrl3l
>< NlaIlI >< BspMIL
»>< BsiZl
>< BmelBl
> Avall MnlI ><
> < Ddel >< NspI>< Asul Fokl >«
GTCTTGTTTG CTTTCTGGAC ATRATCTTGC TAAGAAGTGT CTGCATSTTG TTGGACCTAR CCOTARATGER
3510 3526 3530 3540 3550 1560 3570
> <« Tru%l
>< Hphl> < #Msel
>< Espatl
»< ARlul > € Ndel

< AfITI»< Fnu4dHI >< Bbvl
GGTGAGGACA TCCAGCTTCT TAAGGCAGCA TATGAMATT TCAATTCACA GGACATCTTA CTTGCACCAT

3580 3590 3600 3610 1620 3630 3640
Esal ><
Cspbl ><
»< Eopddl >< Begl Afal >«
TGTTGTCAGC AGGCATATTT GGTGCTARAC CACTTCAGTC TTTACAAGTG TGCGTGCAGA CGGTTOGTAC
3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710
*< Bsgl >< BsphL
>< BegI/a >< Alul »< Nlalll
ACAGGTTTAT ATTGCAGTCA ATGACARAGC TCTTTATGAG CAGGTTGTCA TGGATTATCT TGATRACCTG
3724 3730 3740 3750 3760 3770 3780
>< Mnll
< Rmal > < Mnll »>< Mlalv »< TELL >< Mboll
»>< Mael >< BeoS7I >< BscBI »< HinfL >< Ddel
AAGCCTAGAG TGGAAGCACC TAAMACAAGAG GAGCOCACCAA ACACAGAAGA TTCCAAAACT GAGGAGAAAT
3790 3800 381G 3820 3830 3840 3850
>< Tru9l
»>< Stul
>< Pall
< Msel »< MnlX »< MaeIll
>< Haelll »< Eco0651
»< Ecold?l >< Ecod9ll
>< Rsal >< BsuRI BstXI »¢
>< Cepbl >< TLhHBAT >< Bshl >< BstPL
> Afal »< Taql >< RatT »< BstEII
CTGTCGTACA GAAGCCTGTC GATGTGBAGC CAARAATTAA GGCCTGCATT GATGAGGTTA CCACEACACT
3860 3870 3880 3890 3900 3910 3azo
TEil »<
NlalIl ><
Hinfl ><
»< Ddel »{ EcoRV >< HindITI

FIGURE 13.10
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>< Bsrl »< Mboll >< MaeIll »< Eco3Z2l »< Alul
GGAAGAAACT AAGTTICTTA CCBATBAGTT ACTCTTGTIT GCTGATATCA ATGGTARGCT TTACCATGAT
3930 3940 39548 3560 3970 3980 3990
>< Nspl
>< NspHIL
>< Nlalll »< SfaNI
>< Mnll > < EcoNI
>< Ddel »< Mol =< Bsll > < NlaIll
>< Ddel 3¢ Bfrl >< Hphl >< Bsi¥YT »< PokI
TCTCAGARCA TGCTTAGAGG TGAAGATATG TCTTTCCTTG AGAAGGATGC ACCTTACATG GTAGGTIGATG
4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060
»¢ Spel
>4 Bmal
>¢ Mael >< EcoRV>< Hphl >< SfaNl
>< HphI >< Een32l >< Mnll »< Ddel
TTATCACTAG TGGTGATATC ACTTGTGTTG TAATACCCTC CAAARAGGCT GGTGGCACTAE CTGAGRTGCT
4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130
»< ScrfFl
»< Rsal
»< Mval
>< EcoRLI
>< Ecll3el
=< DzaV
>< Cgpbl >»>< EcoNl
> BstOI
>< BstNI
>< BaiLT
>»< Bsadl
>< BsaAl >< Bsll
>< Mboll > Maell>< Apyl
»>< Alul »< Bsrl >< Afal >< BsiYI
CTCRAGAGCT TTGAAGARAG TGCCAGTTGA TGAGTATATA ACCACGTACC CTGGACAAGG ATGTOCTSGT
4140 4150 4160 4170 4180 41580 4200
»< Tra%l
>< Msel
»>¢ Dde=l > Espdl »>£ Rgal
>< Mnll »< BspWI >< Csp6lL
»<¢ FokI »>< Alul »>< AELEII >< EeoS7L >< Afal
TATACACTTG AGGRAGCTAA GACTGCTCTT ARAGAARTGCA AATCTGCATT TTATGTACTA CCOTTCAGAAS
4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270
»>< ScrFI
> Mval
»>< EcoRII
> ¥mnE »< EBelidel Nlalll >«
> < Ksp6321 >< BRmal »>< DsaV Kep632T >«
> < Earl > < TELI>< Mboll »>< BstOl »¢ Earl
> < BamllO4l >< Mael >< BstNI Eamllp4l »<
> < Ddel > < HinflI »< BsiLl BsmAI »<
~< BsSpWI >< Asp700I »>< Apvl Alw2bl »<
LCACCTAATGC TAAGGRAGAG ATTCTAGGAA CTGTATCCTG GAATTTGAGA GRAATGCTTG CTCATGCTGA
4280 4290 4300 4310 4320 41330 43490
*< Vspl >< Zsp2l
»< Trudl »< Ppul0Tl
»>< Msel »< Nsil
»>< MboIl »< NlaTIl »>< FokI

>< Eco37l »< Mphll103I »< FokI
FIGURE 13.11
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»< AsnI »>< BcoT221 »< BspWL
< Asel < Avalll >< Bagll >< Maell
AGAGRCAAGA ARATTAATGC CTATATGCAT GGATGTTAGA GCCATAATGG CAACCATCCA ACGTAAGTAT
4350 4360 4370 4390 4390 4400 4414
»>< SfaNI
>< TrusSt > < HindII >< TELI >< Spel
< Msel > € HipncIIl>< Mboll >< BRmal
>< Mnll »>¢ Brdl »< Hinfl »>< Mael
BAAGGARTTA AARTTCAAGHE GGGCATCGTT GRCTATGGTG TCCGATTCTT CTTTITATACT AGTARAGAGC
4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
> MaeIIT
>¢ Sfel’ ' >< FnudHI >< MunT
< Alul >< Alul >< Acil MaelIl >«
CTGTAGCTTC TATTATTACG AAGCTGARCT CTCTABATGA GCCGCTTGTC ACAATGCCAZ TTGGTTATGT
4490 4500 451Q 4520 4530 4540 4550
>< Thal
>< Menl
>< MbolIl
>< HinPll
>¢ HinPlIL
»< HinbI
> Hin6I
>< Hhal
< Tru9l »< Hhafi
>< NlalIll "»< FnudHI
>< Msel =< CEol
>< Mnll 2« Cfol
>4 Kapbldzl »>< BstUT
»>< Earl »>< BssHII>< BspWl »>< Trudl
»>< Eamll{4I »< Bspdhll »< Mzel
»< Bbvi »< Accll >< Alul: HphI ><
GACACATGGT TTTAATCTTG AAGAGGCTGC GCGCTGSTATG CGTTCTCTTA AAGCTCCTGL CGTAGTGTCA
1560 4570 4580 4590 4600 4610 4620
>< Maelil
> S5faNl ><¢ AlwNI >¢ MnlI »< MnllIx< Ddel
GTATCATCAC CAGATGCTGT TACTACATAT AATGGATACC TCACTTCGTC ATCRARAGACA TCTGAGGAGC
4630 4640 4650 4660 4670 4689 4890
»< Sinl
> Saud6]
>4 NgpIV
>< MspHII
> Sgul »¢ Ecod I
»< NspIl »¢ Cfrldl
>< Hgid1l >< Bsizl
>< Bsplzfel >< BmelBI >< Rsal
>< BmylI »< Avall >< Csp6I
»>< Alw2lI »>< Asul > Afar
ACTTTGTAGA AACAGTTTCT TTGGCTGGCT CTTACAGAGA TTGGTCCTAT TCAGGACAGE GTACAGASGTT
4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760
> < TthHBEI
> < Taql
>4 Sdul
>< Yan9ll >< NspIl
»>< Tru%l »< Rsal >< PLLIMI »< Ego24l
>< Msel »< HphL >< BslI »< Bspl2B6l
>< Espdl »< Cspfl  >< BsiYI *< Boyl Gsul ><
FIGURE 13.12
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>< REITI  >< MaelIll >¢ Afal »>< ACCBTI  »>< BanllIBpmI ><
AGGTGTTGAA TTTCTTAAGC GTGGTGACAA AATTGTGTAC CACACTCTGG AGAGCCCCGT CGAGTTTCAT
1770 4780 4790 1800 4810 41820 1830

»< Tru9il

»< BPlel >< BEcoNI
>< MnlT »< Bslr
>¢ BsmAI — »< BsiYI

»< Mnll >< Hphl >< Hinfl»< Alw26I>< Acll >< Msel
CTTGACGCETG AGGTTCTTTC ACTTGACAAL CTAAACGAGTC TCTTATCCOT GCGEGAGGTT ARCACTATAA
1840 4850 1860 4870 41E80D 4890 4900
>< Alul < Ndel
ARGTGTTCAC AACTGTGGAC AACACTAATC TCCACACACA GCTTGTGGAT ATGTCTATGA CATATGGACA
4910 4920 4330 4940 4950 4960 4970
> Sinl
< 5aud6el
>< NsplIV
>< NspHII
>< Ecoq?l
> Cfrlldr Nlal¥l »<
»>< BsiZl >< NlaIEI
> Bmel8l > €< Mnll
< hAvall =< MaelIlIl < Tru9l >< Mnll
»>< Asul >< FokI > Msel ., »< BspHI
GCRGTTTGGT CCAACATACT TGGATGGTGC TGATGTTACA ARBAATTAAAC CTCATGTARA TCATGAGGGT
4980 4590 5000 5010 5020 5030 5040
> <« ThHBBI
< Rsal > < Taql
> < Rmal *»< SnabBl. >< Seal
> ¢ MaeTl 5< Maell >< HindIII >< Rsal
>< Cspé6l >< Ecol05% »¢ Cspbl
»>< Afal >< BsaRI »< Alul »>< Afal
ARGACTTTCT TTGTACTACC TAGTGATGAC ACACTACGTA GTGAAGCTTT CGAGTACTAC CATACTCTTG
5050 5060 5070 5080 5090 S100 5110
>< Rsal
>< MspI
>< NspHL
»<¢ MlaIIl
> < Csp6l >< TruSl MnlI >
>< AfLIII > Msel Bsll »<
»>< Afal »< Dral Bsi¥YI ><
ATGAGAGTTT TCTTGGTAGG TACATGTCTG CTTTAAACCA CACARARGRAA TGGARATTTC CTCARAGTTGS
5120 5130 5140 5150 5160 5176 5180
>< Trull »< Tru9l -»< Rmal
>< Msel >< Msal >< Munl >< Mael Alul >
TGGTTTARCT TCAATTARAT GGGCTGATAA CARAATTGTTAT TTGTCTAGTG TTTTATTAGC ACTTCAACAS
5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250
»< SfaNl
>< Sdul
»>< Nspll
>< Eco?4l
>< BsplZB6l
>< Bmyl Hphl >
>< Bbvl Frnud4HI ><
>< Mnll >< BanI} >< BspWl

FIGURE 13.13
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CTTGARCTCA AATTCAATGC ACCAGCACTT CAAGAGGCTT ATTATAGAGC CCGTGCTGGT GATGCTGCTA

5260
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>
-

Sdul
Nspll
HgiAl
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»¢ Apall

LAY

ACTTTTGTGC
5330

GRCCCATCTT
5400

GGTCAGARRA
2470

»< Tru9l

>4 Msel

TTRAGACAGG
5540

>< Plel

»< Bsgl
TTCTTTTGTT
5610

>< Rsal

-

>< Csp6L
>< Afal
GAGTACACTG
5680

e
>
>¢
>
v
=14

> B&
»¢
><

lwddi

>< AlwZlil

BRCTCATACTC
5340

VoW W

& Sfel >
CTACAGCATG
5410

Ea

>
CTACTRCCTT
348G

TGTTTCCATT
5350

ATEATGTCTC
5620

< Maelll

»< Bsrl
GTAACTATCA
5690

Sstl
S5cdul
Sacl
MsplL
Hgill
Eco24 1
1136IL
Bspl286T
Bmy L

Bspl2B61

5280 52580 5300 S310 5320
MboIl ><
»< Alul »< Hphl
GCTTACRGTA ATAAAACTGT TGGCGAGCTT GOTGATGTCA GAGAAACTAT
5350 5360 5370 S380 5390
< SphI
< Paal
< Nspl
< HspHI »< TEiI »>< Trudl
< MlaITI>< Hinff >< MseT
CTAATTTGGA ATCTGCAAAG CGAGTICTTA ATGTGGTGTG TABACATTGT
54240 54390 5440 5450 5460
>< Rsal
Tru?l » < Cspbl EspdI >
Msel s< Alul »< Afal afifir »
AACGGGTGETA GAAGCTGTGA TGTATATGGG TACTCTATCT TATGATAATC
5490 53500 2510 5520 3530
>¢ Rsal
>< Mboll
»>< BpalHinEl »<
>< CspbI
> SfaNI >< Mael >< BbsI
»< Nlalll »< Afal
CCATGTGTGT GTOGTCGTGA TGCTACACAA TATCTAGTAC AACARGAGTC
5560 5570 s580 5590 5600
> Rsal
» < Ddel »< Cspbl
»< BspWI >< BspMl »>< Afal

CACCACCTGC TCAGTATAMLD TTACAGCDAG CGTACATTCTT ATGTGCGAAT
9638 5640 5650 5660 5670
»< Boo3ll
=< Dol
»>< BsmAl
>< Bsal Moll ><
>< Alw26T Hphl >
GTGTGGTCAT TACACTCATA TARCTGCTAA GGAGACCCTC TATCGTATTG
5700 571G 5720 5730 5740
=< Sink
»< Sau96l
»>< NsplLV
>< NspHIL
> ¢ Rsal »< MaeIll
»< Ecod?l
»< Cfelll
< BsiZT
»< Bmel8l

FIGURE 13. 14
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»<. BanII »< Rvall
>< Blw2ll »< CspbI>< Asul
>< Alul > < Afal »< BscI>< RALwWNI
MCGGAGCTCR CCTTACAAAG ATGTCRGAGT ACABAGGACC AGTGRCTGAT GTTTTCTACA AGGRAACATC
5750 5760 170 3780 5790 5800 5810
»< TthHBBI

>< Tagl »< MaeIIl
TTACACTACA ACCATCAAGC CTGTGTCGTA TARACTCGAT GGAGTTACTT ACACAGAGAT TGAACCAAAR

5820 5830 SB4O 5850 5860 5870 SB880
>< Rsal
>¢ Cspél
> Sfel >»< Bbvl
>< Fakl »>< FnudHl >< Afal
TTGGATGGGT ATTATAMMAL GGATAATGCT TACTATACAGC AGCAGCCTAT AGACCTTGTA CCARACTCAAC
5890 3900 5910 5920 5930 S940 5950
Trudl »<
Swal >«
Msel >»<
> < Mspl " MamI ><
> < MNspHI Dral ><
> < Nlaill BsiBI ><
> AfLEIT . BsaBI >«
CATTACCARL TGCGAGTTTT GATAATTTCA AACTCACATG TTCTBACACA AARATTTGOTG ATGATTTAAA
5960 5970 5980 56490 5000 6010 6020
>< MboIl
»>< Alul >¢ Alul>< Maelll
TCRRATGACA GGCTTCACAN AGCCAGCTTC ACGAGAGCTA TCTSTCACAT TCTTCCCAGA CTIGAATGGC
6030 6040 6050 6060 5070 6080 6050
»< SfcI
GATGTAGTGG CTATTGACTA TAGACACTAT TCAGUGAGTT TCAARGARAAGG TOCTAAATTA CTGCATARGC
210 611D 6120 6130 6140 6150 6160
»< Tru$%l
»>< SceFI
>< Mval
»< Msel
>< EcoRIL
»>< EcLLl6l
»>< DsaV
>4 BstOl
>< BstNI Maall »<
> Mant »< BsiLI »>C DralIll
>< BstXI >< ApyL »< Maell >< BsEXI
CAATTGTTTG GCACATTAMS CAGGCTACAR CCAAGACARC GTTCAAACCA AACACTTGST GTTTACGTTG
6170 6180 BL90 6200 6210 6220 6230
> < Rsal
>¢ Cspbl MboIl »¢
> < Rfal>< Berl >< Bbsl
TCTTIGGAGT ACAAAGCCAG TAGATACTTC AAATTCATTT GAAGTTCTGG CAGTAGAAGR CACACAAGGA
6240 6250 6260 6270 6280 6290 5300
¢ HindII »< MbolIl
=< HineclIl »< Mnll >¢ EcoSTI
ATGGACAATC TTGCTTGTGA AAGTCAACHA CCCACCTCTG AAGARAGTAGT GGAMAATCCT ACCATACAGA
6310 6320 6330 6340 6350 6360 6370
FIGURE t3.15
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>< MaelIll >< Tru9l
> Maell »>< Msel
AGGARGTCAT AGAGTGTGAC GTGAARAACTA CCUGAAGTTCT AGGCAATGTC ATACTTARAC CATCAGATGA
6380 6390 6400 €410 6420 6430 6440
>< XheTl
>< Sau3Al
< MlaIll
>< Mdell
< MELT
>< Mbol
>< bpnll
>< Dpnl
>< BstYI
»< Tru%l >< Bsphl
»< Msel >< BspHI »>< Bspl43I>< FnudHl
» < MaelIl >< MnllI >< Bhvl >< AlwI
AGGTGTTAAA GTAACACRAG AGTTAGGTCA TGAGGATCTT ATGGCTGCTT ATGTGGAAAA CACARAGCATT
6450 5460 &470 6480 5490 6500 6510
»< Saul
»< Pmal
»>< MsEIT
»>< Mael
»< EeeBlI
*< Ddel
>< Cvnl
»< Bsu36l
»>< Bselll
»¢ Bfrl> < Tru9l
>< Trudl >< BxyIr» < Msel>< Hunl »< Mlalll
>< Msel »>< Alul »< Roel »>< Dral »< Bbvl FnudHI ><
BACCATTAAGD ARACCTBATGA GCTTTCACTA GCCTTAGGTT TAAARACARAT TGCCACTCAT GGTATTGCTG
6520 6530 65440 4550 6560 6570 6580
>< Vspl >< Seyl
>< Tru9l > EcoTl4Al » < Ddel
»>< Msel »< Ecol30l »>< BslI
»>< Asnl >< BssTlI >< Bsi¥YI
»>< Asel »>< BsaJl » < Bfrl >< FnudHT
CAATTAATAG TGTTCCTTGG AGTAARATTT TGGCTTATGT CABACCATTC TTAGGACARG CAGCAATTAC
6590 6600 6610 6620 6630 6640 6650
»¢ HinPlI
< Hin6I »< Trudl
»< Hhal »¢ MaeTI¥< Msel
>< Ddel >¢ Dralll
>< Bbvi »< CEol »>< BELITE
AACATCAAAT TGCGCTAAGA GATTAGCACA ACGTGTGTTT ARACAATTATA TGCCTTATGT GTTTACATTA
6660 &670 6680 6690 6700 6710 6720
»< Rsal > < Rsal>»< Xbal
»< Cspél »< Cspfl  >< Rmal
»< Munl > Afal > < Afal >< Mael >< AluZX
TTGTTCCAAT TGTGTACTTT TACTAAAAGT ACCAATTCTA GBATTAGAGC TTCACTACCT ACAACTATTG
6730 6740 6750 6760 6770 6780 £790
>< V¥spI
»>< Tru9l
»>< HMael
»< MspL
> Msel
FIGURE 13. 16
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»< Hpall
>< Hapll
>< CEri0I >< FokI
»< Trudl »< Asnl
>< Msel >¢ Sfanl >< Asel>< HphI>< Maelll
CTARARATAG TGTTAAGAGT GTTGCTAAAT TATGTTTGGA TGCCGGCATT AATTATGTGA AGTCACCCAR
6800 6810 6820 6830 6840 - 6850 6860
> TrudI >< Dgel MaellI >
»¢ Msel >< BfrI >¢ BbvI
ATTTTCTAAA TTGTTCACAA TCGCTATGTG GCTATTGTTG TTAAGTATTT GCTTAGGITC TCTAATCTGT
6870 6880 £490 6900 6910 6920 8930
> Sdul
»>< Nspll
>< Hgial
> < Rgal >< BspliBel
>< Cspbl >< BmyI
>< FnudHI > < Afal >< Alw2ll’ .
GTAACTGCTG CTTTTGGTGT ACTCTTATCT BAATTTTGGTG CILCCTTCTTA TTGTAATGGC GTTAGAGRAT
6940 6950 5960 6970 6980 6990 1000
Tru9l ><
Msel ><
»>< Trudl > < MaelITlI >< Fnuddl
>< Msel >< Maell BbvI >
TGTATCTTAR TTCGTCTAAC GTTACTACTA TGGATTTCTG TGAAGGTTCT TTTCOTTGCA GCATTTGTTT
7010 7o20 7030 7040 70390 7060 7070
> < TELT Rgal »<
< MamI >< HphI
> < Hinfl Cspbl ><
»>< BslBI >< YmnI>< Maelll Blul >
»< Plel>< Hini] »< BsaBI »< Alul *< Aspl00I Afal ><
AAGTGGATTA GACTCOCCTTS ATTCTTATCC AGCTCTTGARA ACCATTCAGG TGACGATTTC ATCGTACAAG
7080 T090¢ 7100 110 7120 7130 7140
>< Pall
>< HNspBII
>< Haelll
»< GJill
»>< FnudHT
»< Eael
>< DdelX
i »< BsuRl
»< Bmal >¢ BshI >< BslT
>< Mael > Roli>< BsiYI
CTAGACTITGA CAATTTTAGG TCTGGCCGCT GAGTGGGTTT TGGCATATAT GTYGTTCACA AMATTCTTTT
7150 7160 FARR( 7180 7180 7200 7210
»< BspMI »< Bmal
>< Alul >< Mael
ATTTATTAGG TCTTTCAGET ATAATGCAGG TGTTCTTTGG CTATTTTGCT AGTCATTTCA TCAGCAATTC
7220 7230 7240 7250 7260 7270 T280
Rsal ><
>< Mboll
. < NlalV MamI »<
>< Ecoédrl Cspel ><
> < Rsal »>< BscBI Bs1BI »<«
»< Csp6l »< Banl BsaBl »<
> < NlalITlil > « AFal>»< RecBlI Afal ><
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TTGGCTCATG TGGTTTATCA TTAGTATTGT ACAAATGGCA

B1

CCCGTTTCTG CAATGGTTAG GATGTACATC

7290 7300 7310 7320 7330 7340 7350
TchHB8I ><
»< Tagl
Mol =<
>< Ndel KsphiZ2l ><
»< Ksp632Y »< FokI
>< Barl »< Mboll Earl ><
»< EokL >< Eamll04I>< Alul>< MbolIl »< NLalITl EamliOdl »><
TTCTTTGCIT CTTTCTACTA CATATGGAAG AGCTATGETC ATATCATGGA TGGTTGCACC TCTTCGACTT
7360 7370 7380 73%0 7400 7410 7420
Xholl ><
Saudhl ><
HLaIIf »<
Ndall >¢
MILT »<
Mbol ><
>< Thal > < Ksn632X
»< Mvnl » < Barl
»>< HinPlI »< Mlul > « EamiiQ4I
>< HinbdI >< BstUI Dpnll ><
»>< Hhal >4 Bsp30I »>< Rsal BstYI =<
>< Mialll >< Ciol >< AFLIIT »< Cspel >< Pru9l BspAl ><
>< BspWl »>< BspWI > pccll  >< Afal >< Msel BglII ><
GCATGATGTG CTATAAGCGC RATCGTGCCA CACGOGTTGA GTGTACRACT ATTGTTAATG GCATGAAGAS
7430 7440 7450 Ta60 7470 7480 7480
=< Pall
»< HaelIlL
>< Dsal >< Mund
>< Mboll >< BzuRI Maelll ><
>< Dpnl >< Bshl >< Munl BsmAL ><
>< Bspld3l >< Mnll >< Bsadl >< Plel>< Hinfl Alw26L =<
ATCTTTCTAT GTCTATGCRAR ATGGAGGCCS TGGCTICTGC AAGACTCACA ATTGGAATTG TCTCRATTIGT
7500 7510 7520 7330 7540 7550 7560
>< Rsal Trudl »><
> < C5phl Msel =<
»< Bsrl »>< Gsul »< MaelllDral ><
. < Afal >< Bpml > < Bsrl
GACACATTTT GCACTGGTAG TACATTCATT AGTGATGAAS TTGCTCGTIGA TTTGTCACTC CAGTTTABAA
7870 7580 7590 7600 7610 7620 75630
»>< Thal
>< Mval
> < Hpht
HinPlI ><
»< HinPlI
»>< Hingl
»>< Hinbl
Hhal »<
»< Hhal
Cfol »<
»< Clol
»< BstUl
»< BssHIT
Bsp50I »<
» < Bsri < Acell
GACCRATCAR CCCTACTGAC CAGTCATCGT ATATTGTTGR TAGTGTTGCT GTGAMARATG GCGLGCTTCR
71640 7650 1660 7670 1680 TE90 7700
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»< Fokl
>¢ BsmAIL
>< MnlI >< Alw26I >< AciI
CCTCTACTTT GACARGGCTG GTCAAAAGAC CTATGAGAGA CATCCGCTCT CCCATTTTGT CRATTTAGAC
7710 7720 1730 T740 7750 7760 7770
»< Vspl
»< Trudl
>¢ Msal
>< Asnl
> < Aluf >< Asel >< Begl/a
AATTTGAGAG CTAACAACAC TAARGGTTCA CTGCCTATTA ATGTCATAGT TTTTGATGGC AAGTCCAARAT
7780 TI30 7800 7810 7820 78130 T840
>¢ SFEel »>< Pwvull
»< Rsal »>< Psphl
»< Plel »< Csp6l >< HspBILY
»>< Hinfl >< Ddel »< Begl »< Afal »>< Alul
GUCGACGAGTC TGCTTCTEAG TLOTGCTTCTG TGTACTACAG TCAGCTGATG TGCLAARCCTA TTCTGTTGCT
1830 Tae0 7870 1880 7890 7900 7910
TEhHRBT >«
Tagl ><
S5all »<
Btrl >«
>< Seal HindII >
>< Rsal »>< Trudl HinciI >
>< CspblL »< SfaNI >< Egob71
>< Alul »>< Maell >< Afal »< Msel Accl ><
TGACCAAGCT CTTGTATCAG ACGTTGGAGA TAGTACTGAA GTTTCCGTTR AGATGTITGA TGCTTATGTC
7920 1930 T840 7950 7560 7970 7580
>¢ TruBl
»< Msel
> < Espdl >< §SEcl
> < Af1TT >< BspWI  >< Atul
GACACCTTTT CAGCAACTTT TAGTGTTCCT ATGGRAAALC TTAAGGCACT TGTTGCTACAK GCTCACAGCG
7990 8000 g010 8020 8030 8040 BQSO
>< Pvull
»< Psp5I
»< NWspBIL
»< FnudHI
>< Alul >< Bbvl »< Alul
AGTTAGCAAR GGGTGTAGCT TTAGATGGTG TCCTTTCTAC ATTCGTGTCA GCTGCCCGAC AAGGTGTTGT
3060 8070 BOBO 8090 8100 Bl1D 8120
Maelll ><
< HindII >< BsmAI »< Ddel
»< HincIl »< FPokI»< Alw26I < BErl
TGATACCGAT GTTGACACAA AGGATGTTAT TGAATGTCTC ABACTTPTCAC ATCACTCTGA CTTAGARGTG
8130 8140 8150 8160 a170 5180 8190
>< ¥holl
Sau3fl »<
»>< Mdell
>< MELI
>< Mbol
>< MlalIl »>< Hgal
>< Hinll »< Dpnll
Dpnl ><
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>< MaeIlI>< HphI

Bspl43T ~<
>& BsaHI »< BstYI
»>< BbilTl »< BsphAl

>< Maelll >< Hphi >< Nlalll >< acyl >< BqlIl
ACAGGTGACA GTTGTAACAA TTTCATGCTC ACCTATAATR AGGTTGARAR CATGACGCCC AGAGATCTTG
8200 B210 8220 8230 8240 B250 8260
>< HsplL
>< MspHI
»>< NlaIll
»< HEnPLlI
>< Hin6&I
»>< Hhal
»< Cfol »>< BspWI >< MaeIIl
CCGCATGTAT TGACTGTAAT GCAAGGCATA TCAATGCCCA AGTAGCAAMRA AGTCACAATG TTTCACTCAT
8270 B280 B290 8300 g310 8320 8330
>< NspI
>< NspHI >< Pvull
>< Nlalll »< Pspil
>< EamllO5T >< NspBILX
»< Bbvl >< Fnu4HL
»< AFL1III »< Alul >< Bbvl > < FnudHI
CTGCAATGTA AAACACTACA TGTCTTTATC TGARCAGCTG CGTAARCAAR TTCETAGTGC TGCCAAGAAG
8340 8350 8360 B370 8380 8390 8400
»< Bmal
»<¢ Mboll »< Mael »< Eamll051
ADCAACATAC CTTTTAGACT AACTTGTGCT ACAACTAGAC AGGTTGTCAAR TGTCATAACT ACTAAAATCT
8410 8420 8430 8440 8450 8460 - a470
»< Trull
>< Pall
»< Msel
»< Haelll
>4 Seal »< Espdl
s>< Rsal 3>< Trufl »< BsuRL
»>¢ Cgpbl >< Msel >< Bshl
>< Afal »< Dral >< AfMIT »< BbvI
CACTCABGGG TGGTAAGATT STTAGTACTT GTTTTAAACT TATGCTTAAG GCCACATTAT TGTGCGTTCT
B480 8490 8500 85190 B520 B530 8540
>< Rsal
»¢ Cspbl
»< Bsrl >¢ NlaIlIl
>< Frniudfl »< Afal >< Maelll
TGCTGCATTG GTTTGTTATA TCGTTATGCC AGTACATACA TTOTCAATCC ATGATGGTTA CACAAATGAR
8550 4560 Bo70 8580 8550 8600 8610
»>< Maelll
> < Maelll
>< Maelll >< FokI
ATCATTGGTT ACBARGCCAT TCAGGATGGT GTCACTCGTG ACATCATTTC TACTGATGAT TGTTITGCAA
8620 8630 8640 BES0 8660 8a7T0 8680
Sfcl >
>< Mspl FnudHI ><
=< NspHL »< Nlalll Bov] ><
> NlalIll »< Hgal »< BstXI >< Bbvl >< Alul
BTABACATGC TCGTTTTGAC GCATGGTTTA GCCAGLGTGE TGCTTCATAC AAAAATGACA ARAGCTGCCC
B8ea0 8700 8710 8720 8730 9740 B750
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>< Scrlbl
»< Scxfl >< Rsal
>< Mval >< Mspl
>< EcoRII >< Hpall
»< Bclil36lr< Heil

»< DzaV >< Hapll
»>< BsSeOI>< DsaV
»< BstNI >< CspblL
>< Fnuddl »< BsiLl >< BeonlDdel »<
>¢ Alul »< ApyT »>< Afal
TGTAGTAGCT GCTATCATTA CAAGAGRGAT TGGTTTCATA GTGCCTGGCT TACCGGGTAC TGTGCTGAGAR
B760 8770 84780 8780 8800 8610 8820
> < Maelll >< Hphl >< Mall »< BsSpWL
GCAATCAATGE STGACTTCTT GCATTITCTA CCTCGTGTTT TTAGTGCTGT TGGCAACATT TGCTACACAC
8830 BE&AD 8850 RBR &0 8870 8880 gg8eC
Trudl >
SfalT >«
>< Rsal
Hsel >
>« BspWI >< FnuqRl >< Cgpéal
»< Bbvi>< Mnll »>< Ddel »< Afal
CTTCCARACT CATTGAGTAT AGTGATTTTG CTACCTCTGC TTGCGTTCTT GCTGCTGAGT GTACAATTTT
go00 8910 8920 8930 89240 2950 8960
> < Bmal
>< HMnll
»< FokI > < Mael
TAAGGATGCT ATGGGCARAC CTGTGCCATA TTGTTATGAC ACTAATTTGC TAGAGGGTTC TATTTCTTAT
8970 g98g 8990 9000 9010 3020 9030
SerFI >
Mval >
Mall >«
EcoREL ><
EclI3€l =»
DsaV »<
BstOI >
»>< NlaIv BSENT >
< Pokl BsiLl >
»>< Alul »< BscBI RpyT >
AGTGAGCTTC GTCCAGACAC TCGTTATGTG CTTATGGATGE GTTCCATCAT ACAGTTTCCT BACACTTACC
%040 9050 9060 5070 080 2090 9100
»< Rsal
»< Sfcl »< Nspl
»>< Scal >< NgpHI
»< SfaMT »>¢ Rsal > NlallX
> < Maelll >< Csp6T >< NlaIll
>& Gsul >< Afal »>< Cspel
>< Bpmi »< Ddal ><¢ Acel >< Afal
TGEAGOGTTC TGTTAGAGTA GTABACAACTT TTGATGCTGA GTACTGTAGA CATGGTACAT GUGAARAGSTC
5110 9120 9130 9140 9150 9160 8170
> Sstl
»< Sdul
»>< Sagl
Nspll »<
HgiRI »<
EcaZd4l »><

Bspl288L »<
FIGURE 13.21
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Ecl136IT ><>< Bmyl

Banll ><
> Tru%l Alw2ll »<
> Bsrl >< Msel >< Alel
AGRAGTAGGT ATTTGCCTAT CTACCAGTGG TAGATGGGTT CTTAATAATG AGCATTACAG AGCTCTATCA
91480 9190 9200 9210 9220 9230 9240
> TELiL
>< SfaNiI >< HinfT »>¢ Alual »>< MnlI
GGAGTETTCT GTGGTGTTGA TGCGATGAAT CTCATAGCTA ACATCTTTAC TCCTLCTTGTG CAACCTGTGG
9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310
»< Maelll
Hphl ><
>< ECo37L > < BbvI FoudHI ><
GTGCTTTAGA TGTGTCTGCT TCAGTAGTGG CTGGTGGTAT TATTGCCATA TTGGTGACTT GTGCTGCCTA
9320 9330 9340 9350 Q160 9370 9380
>< Rzal
>< Cspbl s< NlalIlIl
>< MaelIl »< BbvI >< FnudHI
= AfL1III >< AEal>< HphI >< BspWI
CTACTITATG AAATTCAGAC GTGTTTTTGG TGAGTACRAC CATGTEGTTG CTGCTAATGC ACTTTTGTTT
8390 9400 9410 9420 G430 9440 9450
>« Rsal
>¢ HlaIlv
»>< Kpnl
»>< Boobdl > < Scrfl
»< Cspbl > < Neil
>< BscBI < Mspl
»< Asp718 >< Hpall
>« Banl »< &iul »< HinfI
»>< Afal >< HapII »< Plel
< AecBll > < Benl > 4 Ddel
>¢< AcesbI »< AluT>< DsaV  >< Recl
TTGATGTCTT TCACTATACT CTGTCTGGTA CCAGCTTACE GCTTTCTGCC GGGAGTCTAC TCAGTCTTTT
9460 9470 94B0 9490 9500 9510 8520
>< Rsal
>< Cgpbl
>< Afal »=< Hphl >< Hphl NlaIll »<
ACTTGTRACTT GACATTOTAT TTCACCAATG ATGTTTCATT CTTGGCTCAC CTTCRATGGT TTGCCATGTT
9530 9540 9550 9560 9570 9580 9580
TTCTCCTATT GTGCCTTTTT GGATAACAGC AATCTATGTA TTCTGTATTT CTCTGAAGCR CTGCCATTGG
9500 9610 9620 9630 9644 9650 9660
»>< TLhHBSI
»< Rsal
»>< Mnll
»< Mnll
> Trudl >< Cspél
>< TruST »< Plel >< Beglfa >< Taql
> Msel »>< Ddel >< WlalIll »< Bbvi
>< EgoS?I »< BfrX >»< HAnfl »< Msel »>< Maelll »¢ Afal FnudHI =<
TTCTTTAACA ACTATCTTAG GAARAGAGTC ATGTTTAATG GAGTTACATT TAGTACCTTC GAGGAGGCTG
9670 a680 9690 9700 9710 9720 9730
»*< Rsal
> Cspeal >< Rsal
>< Begl >< Cspé6l >< BsmAl
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»>< Afal > AfaTl >< Alw26T
CTTTGTGTAC CTTTTTGCTC AACAAGGAAA TGTACCTAAA ATPTGCGTAGC GAGRCACTGT TGCCACTTAC
9740 9750 9760 5370 9780 9790 9800
> NlaIv
>< Rsal »< Ddel
>< Csp6l >< BscBIl
>< Afal =& BErl Alul ><
ACAGTATAAC AGGTATCTTG CTCTATATAR CAAGTACAAG TATTTCAGIG GAGCCTTAGA TACTACCAGC
9810 9820 9830 9840 9850 95360 2870
>< FnudHl
>< Ddel
>< FnudRI »< Bfrl
»>< Bbvl »>< Alul »¢ BbvI >< Ddel »>< BLIwWNI
TATCGTGARG CAGCTTGCTG CCACTTAGCA AAGGCTCTAA ATGACTTTAG CAARCTCAGGT GCTGATGTTC
9880 SB90 9900 9910 9920 992340 9940
»< Sfcl >< BsmlI
»< Pstl »>< BscCl
TCTACCAACC ACCACAGACA TCAATCACTT CTGCTGTTCT GCAGAGTGGT TTTAGGAAAN TGGCATTCCC
9950 9560 9970 9980 9930 16000 10010
>< Rsal
#< NLallIY
»< MaaIll
>< Csphl >< Tru9l
»>< AfaT < Msel
GTCAGGCAAR GTTGAAGGGT GCATGGTACA AGTAACCTGT GGAACTACAA CTICTTAATGE ATTGTGGITG
10020 10030 10040 13050 100460 10070 10088
Xholl »><
Sau3dY »<
»>< Tru%gl NdeTIl ><
>< NspL MELL ><
>< NspHI Mool ><
>< Mspl >< M1alll Dpnil ><
»< Fokl >< NMspHI »< Msel Bst¥YL »<
>< Bstll071 >< dlalll >< Mboll BspAl »<
»>< Acel >< AFLILIL > < BbsI BglIl ><
GATCACACAG TATACTGTCC AAGBACATGTC ATTTGCACAG CAGARAGACAT GCTTAATCCT AACTATGAAG
100580 101060 10110 10120 10130 10140 10150
Fall »
Mscl >
HaeIIl >
Eagl »<
BsuRl >
>< Dpnl »< MbolIl Bshl >
»< Bsplq3l »>< Alel Ball >
ATCTGCTCAT TCGCARATCC AACCATAGCT TTCTTGTTCA GGCTGGCAAT GTTCAACTTC GTGTTATIGG
10160 14170 16180 10180 10200 10219 10220
»>< DgeI» < Tru9r
>< BErI> € Msel >4 Pdel
CCATTCTATG CAARATTGTC TGCTTAGGCT TARAGTTGAT ACTTCTAACC CTAAGACACC CAAGTATAMA
10230 10240 10250 10260 10270 1028¢ 10290
>¢ Seril
> Mval
>< EcoRII
>< Ecll3el »< Sphl
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> DsaV »< Pael
»>< BstOl >¢ Mspl
< BsthNI >« HspHI
>< Bsill »< Rmal »< HlaIII
»< Apyl »< Mael »>< Hphl
TTTGTCCGTA TUCAACCTGGE TCAAACATTT TCAGTTCTAG CATGCTACAR TGGTTCACCA TCTGGTGTTT
10300 10310 10320 10330 103406 10350 10360
>< Sau3al
>< Ndelfl
>< Mboly< Mlalll
>< Ecoldll »>< Dpnll
>< BsmAL < TrudI>< ppal
>< Bsgal>< WMlalll >< Trudl >< Mgel >< Bspld3l
»< AlwZel > Msel >< BspAI>»< Blw]
ATCAGTGTGC CATGAGACCT AATCATACCR TTAMGCTTC TTTCCTTAAT GGATCATGTG GTAGTGTTIGG
10370 10380 10350 10400 10410 10420 10430
»< Zsp2l
>< Ppulldl
»< Nsil>< Sfanl
< Ndel
»>< Mphll03I Rsal »><
> Tru%l >¢ EcoTa2l Csphl ><
< Msel » < Avalll »< Alul ARfal »<
TTTTAACATT GATTATGATT GCGTGTETTT CTGCTATATE CATCATATGG AGCTTCCAAC AGGAGTACAC
L0440 13450 10460 10470 10480 L0440 16500
> 8inl
>< Saubel
< HspIV
>< NspHIT =< Sfcl
>¢ E¢od47I Rzal >«
>< Cfrlil PstI »<
»< BsiZ1 > Fnud4HT
»< Rsal >< BmelBI >< Hindll Cspbl ><
»< Csp6I>< Ddel »< Avall >< Hincli »>< BspWIL
»< Afal»< BfrI »>< Asul>< Bsgl 7% BbvI >< @spMI  Afal ><
GCTGGTACTG ACTTAGAAGS TAAATTOTAT GETCCATTTS TTGACAGACA AACTGCACAG GCTGCAGGTA
10519 10520 10530 10540 10550 10560 10570
>< Trufl »< NlaIlfl
»< Msel < Bhvl »< FnudHI Hphl ><
CAGACACAAC CATARACATTA ARATGTTTTGG CATGGCTGTA TGCTGCTGTT ATCAATGGTG ATAGGTGGTT
16580 10590 10800 10510 10620 10630 10649
>< Tru9l
>¢ TELL
> HMsel »>< Rgal
>< Hphl >< TruSIl >< Cspél
>< Hinfl >4 Msel »< Afal
TCTTAATAGA TTCACCACTA CTTTCGAATGA CTTTAACCTT GTGGCAATGR AGTACAACTE TSAACCTTTG
10650 10660 10670 10680 10690 10700 10710
»>< ginT
>< Saun9él
»< Pssl
»>< Psp5II
>< ppuidl
>< NsplV
»>< NspHII
>< Mlalv
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»>< EceDl09]
>< Ecod?I
»< Sau3al »< Drall
>< Ndell >< CfrllI
><¢ Mbol >< Bsill
> DpnIi>< Nlailll >< BscBI
»>< Dpnl >< HindIl »>< BmelBI >< Ddel
>¢ BspAl >< HincIl >< Avall >< Bfrl
>< Bspl43l >< Asal >¢ MnlT >< Bhvl
ACACARGATC ATGTTGACAT ATTGGGACCT CTTICTGCTC AAACAGGAAT TGCCGTCTTA GATATGTGTG
10720 108730 10740 10754 10760 10770 10780
< Styl
> BRsal
»{ EcoTl41
»< Ecol30l
> Bfecl > < Cspl
>¢ FnuédHT >< Fnud4HT >< BaaTIIL
>< Bbvi *»< FnudHI »< Bsadl
>< Bbvl »< Alul >< PsiX < Afal .
CTLCTTTGARA AGAGCTGCTG CAGRATGGTA TGAATGGTCG TACTATCCTT GGTAGCACTA TTTTAGAAGA
10790 10800 ip810 10820 14830 16840 10850
>< StyI
>< EcoTldl
>< Ecold0I
> BssTLlI
»>< MboIl > < MaelIlI>< Bsadl
TGAGTTTACA CCATTTGATG TTGTTAGACA ATGOTCTGGT GTITACCTTCC AAGGTAAGTT CAAGARAATT
10860 10870 10880 10880 19900 10910 10920
>4 SfaNI
> < Sdul
> < HNspII >< Trudl Rsal »<
>< Tru9I> < Bspl2B6I »< Msel < TELT Cspél >«
>< Msel » < Bmyl »< Fokl »< Hinfl Bfal ><
GTTAAGGGCA CTCATCATTG GATGCTTITA ACTTTCITGA CATCACTATT GATTCTTGTT CAAAGTACAC
10930 10940 10950 10360 10970 10586 10950
> ¥mnl >< Munl
>< Bsml FnudHI >
»< BsoCl BspWl »<
>< Maalll »< Asp7001 *< Bhvl Bbvl >
AGTGGTCACT GTTTTTCTTT GTTTACGAGA ATGCTTTCTT GCCATTTACT CTTGGTATTA TGGCARATTGC
11000 11010 11020 11430 11040 110540 11060
2< MNspl
»>< NspHI »< Trull
>< NlaIli »>< Msel »>< 8Bsml
>< BspWI  >< FnudHI>< BspWl >< BseCl >< Maelll
TGCATGTGCT ATGCTGCTTG TTARGCATAA GCACGCATTIC TTGTGCTTGT TTCTGTTACC TTCTCTTGCA
11070 11080 11090 11100 L1110 11120 11120
>< SfaNI
>< Rmal
> < Nspl »< MamlI
> < Nlaill >< HphI
»< thel >4 BspHl
>< Trudl >< Mael »< BsiBI »>< MlaITt
>< BspWI >< Msel >< Beoel> < HspHI»< Alul »< BsaBI >< Nlalll
BCAGTTGCTT ACTTTAATAT GGTCTACATG CCTGCTAGCT GGGTGATGCG TATCATGACA TGGCTTGAAT
11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
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>< Tru9l
>< Msel
> < Rmal > € Espil
> < Mael »< Ecn57L
»< Alul > < pflIT
TGSCTGACAC TAGCTTGTCT GGTTATAGGC TTAAGGATTG TGTTATGTAT
11218 11220 11230 11240 11250
»< Rmalk
»< MaelIl
>< Mael
» < Nlalll >< SfaNrk »>< FnudHI
»>< BspHI >< Alul »< Bbvl »>< AELIIX
TATTOTCATG ACAGCTCGCRE CTGTTTATGA TGATGCTGCT AGACGTGTTT
L1280 11296 11300 11310 11320
>< Saulal
>< Ndell
>< Mbol
>< Dpnli
>< Dpnl
>< Bspld3l
>< ACQL »>< BsSpRI>< Alul
ACACTTGTTT ACAAAGTCTA CTATGGTAAT GUTTTAGATC AAGCTATTTC
11350 11360 11370 11380 11390
<
»>< MlalIl
>
>< Maelll »< MnlI »< MaelIll
CTGTAACCTC TAACTATTCT GGTGTCGTTA CGACTATCAT GTTTTITAGCT
11420 11430 11440 11450 11460
»>< Bsrl
TGTTGAGTAT TACCCATTGT TATTTATTAC TGGCAACACC TTACAGTGTR
11490 11500 11510 11520 11530
»>< Pall
»>€ Haelll
< PaudHlI »< BsuRl
>< Bbhvl >< Fnu{HI >< BspWI
> Bhvl >< BspWI »>< Bshl >< ECoSTI »><
TTAGGCTATT GTTGCTGCTS CTRACTTTGGC CTTITCTGTT TACTCRACCG
11560 11570 11580 11590 11600
><
»<
>< Ecolll
»>< BsmAl >
> Bsal >

EP 1 694 828 B1
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>< hlul
GCTTCAGCTT TAGTTTTGCT
11260 11270

GGACACTGAT GAATGTCATT
11330 11340

»< Sau961
>< Pall
»< NsplV
>< MlaIll
»>< Haelll
> < Ddel
»< Cfr131
>< BsuRT
>< Bsizl
>< B8shl
> < Bfrl
>< hsul
CATGTGGGCC TTAGTTATIT
11400 11410

fmal

MaeTl>< Sfel

»< BluI»< Alul

AGAGCTATAG TGTTTGTIGTG

11470 11480
DdeI »
»>< NlaITI &Bfri >
TCATGCTTGT TTATTGTTTC
11549 11550
Maelll
TTACTTCAGG CTTACTCTTG
114614 11620
>< ScrFl
>< Muval
EcoRII
>< BEcll3eT
Lsav
»< BskQl
»>< BstNI
»< BsiLl
< BsaJdl
BsaJl
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. »< BrdI  »>< AlwZ6I >< Apyl Ddel ><
GTGTTTATGA CTACTTGGTC TCTACACAAG AATTTAGGTA TATGARACTCC CAGGGGCTTT TGCCTCCTAA
11630 11640 11650 11680 11670 11680 11690
>< Trugl
»>< Mzel
»>< SfaNll > € HindIIT> < Trud9l
>< Mnll »< Alul > < Msel > < Mnll ) » < Nlarll
GAGTAGTATT GATGCTTTCA AGCTTAACAT TAAGTIGTTG GGTATTGGAG GTABACCATG TATCAAGGTT
11700 11710 11720 11730 11740 11750 11760
< Vnel
< Snal
> Sdul
»< NspII
>< HgiAT

>< Bspl286lI
»< BmyI »< Rsal

»>< Rsal >< ApaLl < Mbell
>< Csp6l >< Alwidl »>< Csp6T Ddel >
»< Afal >< Maell »< Alw21lI »< Afal BErI >
GCTACTGTAC AGTCTAAAAT GTCTGACGTA AAGTGCACAT CTGTGGTACT GCTCTCGGTT CTTCAACAAC
11770 11780 11790 L1800 11810 11820 1183¢
»>< NspII> < Rsal
>< Dralll
>< Sdul»< Cspbl
»< Mboll »< Bspl2Bél
>< HIinfI >< Plel >< Byl > < Afal >< MbelIl |
TTAGAGTAGA GTCATCTTICT AAATTGTGGG CACRATGTGT ACAACTCCAC RATGATATTC TTCTTGCARA
116840 118350 11860 11870 11880 11890 11900
»>< TEhHBBI
>< Tagql Sfcl »<
>¢ HindIIT >< Mboll >< Hlalll
>< Alui > ¢ EcoS71 >< BspWI Accl »<
AGACACAACT GRAGCTTTCG AGRAGATGGT TTCTCTTTTG TCTGTTTTGC TATCCATGCA GGGTGCTGTA
11916 11920 11230 11940 11950 119640 11970
> ¥spl
=< Trudt > < Kspb321
>< Mzel >< TthHBBI > < Eagl
>< Asnl >¢ Tagl >< MboIl > < BEamll041
#< Asel>< Mnll »< Begl/a »>< Ecos7l >< Eco571 >< Bcgl
GACATTAATRE GGTTGTGCGA GGAARTGCTC GATAACCGTG CTACTCTTSA GGCTATTGCT TCAGAATTTA
11380 11990 12000 12010 12020 12030 12040
»< Stul
»< BerPFI
»< Pall
»¢ Mval>< HaeIIl
><¢ EcoRII»< Egold7I
»>< Ecll36T
> DsaV  »>< BsuRT
>< BstOTl
>< BsbNT
>€ BspWT
*< BsiLlI
>¢ FrnudHI »< BsaJi »< Bshl TEiI »<
>< Ndel >< BspWI>< Mall >< BglI >< Sfel  HiInfT »<
>< Acil >< Apyl»< Rakl > < Alul
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GTTCTTTACC ATCATATGCC GCTTATGCCA CTGCCCAGGA GGCCTATGAG CAGGCTGTAG CTAATGGTGA

12050 12060 12070 12080 120350 12100 12110
>< ¥Xmnl >< Trull »< SfaNl
>< Hphl ><¢ Msel »< Ddel
»< Asp700I »< Ecod7L >< BovI FnudHI ><
TTCTGAAGTC GTTCTCAAAA AGTTAAAGAA ATCTTTGAAT GTGGCTAAAT CTGAGTTTGA CCGTGATGCT
12120 12130 12140 12150 12160 12170 12140
Xnholl »><
Fau3lrl ><
Ndell ><
il »
»< Mnll
> MELL
> < Sau3hl »>< Mbel
> < HdeIL DpnlIl ><
> < Mbol fpnl >¢
> < Dpnll Ddel »<
>< Dpnl BstYT ><
>< BspWI »< RsSaIBspAl ><
» < BspAL »< CspbIBspl4ll »<
>< Wlalll >< Bspld43l >¢ AfalBglII ><
GCCATGCAAC GCAAGTTGGA BAAGATGGCA GATCAGGCTA‘TGACCCAAAT GTACABMACAG GCRAGATCTG
121%0 12200 12210 12220 12230 12240 12250
»¢ Spel >< Ksp6321 > < HindIXX
>< Rmal >< Ddel »< S{aNI
>< Maelll »>< Mboll >< Bamll04I »>< BspWI
>< Mael >< BsoWT »>< EarI>< BFrT  >< Alul
AGGACARAGAG GGCAARAGTA ACTAGTGCTA TGCARACART GCTCTTCACT ATGCTTAGGA AGCTTGATAA
12260 12270 12280 12250 12300 12310 12320
»>< Thal
>< Mvnl
»< HinPlI
»< HinGL
»< Hhal
»< Cfol
>< Bstul
»< Trudy »< Bsp501
>< Msal >< AccIl Sfcl ><
TGATGCACTT AACARCATTZ TCAACBATGC GCGTGATGGT TGTGTTCCAC TCAACATCAT ACCATTGACT
12336 12340 12350 12360 12310 12380 12390
»< Rsal
> Nlalv
»< Ecob4l
>< Csp6l
> Bsll
>< BsiYI>»< Kpnl
>< BscBIL
»< Banl
»>< Asp7l8
>¢ Wlalll >< Afal
< BstXl >< AccBlLI »< MaeIIl
> FrnudBl >< BbvI »>< Acc65I BsgI »<
ACAGCAGCCA AACTCATGGT TGTTGTCCCT GATTATGGTA CCTACAAGAA CACTTGTGAT GGTAACACCT
124040 12410 12420 12430 12440 12450 12460
»< Zspll
>< Ppulll

FIGURE 13.28
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< Nsil
»>< Mph1103T
< HdelI>< EcoT22] Ddel ><
> Avalll >< SfaNi >< SfaNT > Aecil Bfrl >«
TTACATATGC ATCTGCACTC TGGGAAATCC AGCAAGTTGT TGATGCGGAT AGCAAGATTG TTCAACTTAG
12470 12480 12490 12500 123510 12520 12530
>< Pall
»< Haelll >< MnlI >< DdelIDdel »><
»¢ Tru9I>< NlalIl >< BsuRI >< MaeIllL >< BspW!
>< Msel>< HphI > < XemI»< BshI »< Aluk BspWI ><
TGRAATTAAC ATGGACAATT CACCAAATTT GGCTTGGCCT CTTATTGTTA CAGCTCTARG AGCCAMCTCA
12540 12550 12560 12570 125560 12580 12660
Rsal =<
Hialv »<
Kpnl ><
»< FnudHI
Ecobdl »<
C3pbl ><
»< Tru9l Bscgl ><
»< Pvull AspTiy »<
>< PspS5l Afal =<
»>< WspBII >< Acil>< Banl
> Msel >< Hinfl »>< Plel acchll ><
»< alul > < Sfcl < Ddel><d BsrT >< PshAl AcekS1 >«
GCTGTTAARC TACAGAATAA TGARCTGAGT CCAGTAGCAC TACGACAGAT GICCTGTGCG GCTGGTACCA
12610 12620 12630 12640 12650 12660 12670
>< TthHBSI
»< Tagl
>< S5ful
><¢ NspV
>< HMnll
»< Lspl
> CepdSsI
»< BstBI
»< Rgal >< Bspll9l
»>< Cspél »>< Bs:iCl
>< Alurl >< Bpuldl
»< Afal >< ARsull
CACAAACAGE TTGTACTGAT GACAATGCAC TTGCCTACTA TAACRATTCG AAGGGAGGTA GGTTTGTGCT
12680 126390 127400 12710 12720 12730 12740
»>< Kholl
»>< SaulAl
< Ndell
»< MELI
»< Mbol
»>< bpnll
>< Dpnl
»>< BstYI > TELX »< Bsal
»< BSpAI >< Rmal »< Cspél
>< Bspl43L >< Hinfl >< Cspbl>< Rsal
>< BgllI >¢ Mael >< Ddel »>< Afal>< Afal
GGCATTRCTR TCAGACCACC ARGATCTCARA ATGGGCTAGA TTCCCTAAGA GTGATGGTAC AGGTACAATT
12750 12760 12770 12780 12790 12800 12810
> Saudel
> Pssl
>< Pall
> Nsplv

FIGURE 13.29
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>< Rsal
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>< HaeIll
»>< Ecol091
»>< Drall
>< CEy13I
>< BguRl
>< NlalIv »< BsiZI Rsal »
>< Bsrl >< Bshi Cspél »<
»< BscBI > < MaelIIl »>< Asyl pnfar >
TACACAGAAC TGGRACCACC TTGTAGGTTT GTTACAGACA CACCARAAGG GCCTAARGTG ARATACTIGT
12830 12840 12850 12860 12870 12880
>< Sfci
> < Mbell
Maell »><
»><¢ FnudRl »< Rsal
»< Ecad7l >< Capél
>< Trudl > < Bbhsl
>¢ Msel >< Mnll »< Bbwl > Alul »>< Rfal
AGGCTTAAAC BACCTRAATA GAGGTATGGT GCTGGGCAGT TTAGCTGCTA CAGTACGTCT
12900 12910 12920 12930 12940 12950
*»< Rsal
>< 3f¢I  >< Cspbl
>< BspWI >< Afafl >< BspMI Acecl ><
ADTGCTACAG AAGTACCTGC CRATTCAACT GTGCTTICCT TOTGTGCTTT TGCAGTAGAC
12970 12980 12990 13000 13010 13020
»< Rmal
>< MnlI
>< Mael >& Hphl
CATATAAGGA TTACCTAGCA AGTGGAGGAC AACCAATCAC CARCTGTGTG AAGATGTTGT
1304Q 13050 13060 13070 13080 13090
>< $inI
>< 5au961
>< NsplV
»< NspHII
>< NlalIll
>< BeodTl
>< EamllOSX
>< Cfrl31
> Rsal >< BsilZT
»>< Cspét >< BmelBI >< Xoml
»>< Bsrl »< Avall Plel »<
>< Afal > Maelll >¢ Alul »< Asul> < Hinfl
TGGTACAGGA CRGGCAATTA CTGTRACACC AGAAGCTAAC ATGGACCAAG AGTCCTTTGG
13110 13120 £3130 13140 13150 L3160
>< TFil
»< SFaNIi > MasllE
»< Nlalll »< FokI »< Hinfl
TGTTGTCTGT ATTGTAGATG CCACATTGAC CATCCARATC CTAAAGGATT CTGTGACTTG
131840 L3190 13200 13210 13220 132230
< Rsal
> MaelTI
Cspbl »< Ddel
< Afal »>¢ Bsrcl »< BFrl
ACGTCCARAT ACCTACCACT TGETGCTAATG ACCCAGTGGG TTTTACACTT AGAAACACAG
13250 13260 13270 13280 13290 13300
»< Thal

FIGURE 3.30
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»>< Sfall
>< MvnL
»< BstUI
»< Rsal »< Bsp50I
=< Cspel > Acil
»< Afal >< Acll »< Sfcl »< Maelll >< BeclISfalNl »><
TCTGTACCGT CTGCGGAATG TGGAAAGGTT ATGGCTGTAG TTGTGACCAA CTCCGCGAAC CCTTGATGCA
13310 13320 13330 13340 13350 13364 13370
»< ZspZl
» < SEaNI
>< Mphl1l03I>< Trufl
>< Ppul0dI>< Maell Fnu4HI ><
»< Nsil> < Fekl Bsgl ><
»¢ EcaT22l >< Msel »>< Bbvl
>< Acil>< Avalll >< Oral >< Acif >< FnudHI AciI »<
GTCTGCEGAT GCATCARCGT TTTTARACGE GTTTGCGGTIC TAAGTGCAGC CCGTCTTACA CCGTIGCGGTA
13380 13390 12400 13410 13420 13430 13440
»< Spel
> Seal
>{ Rsal
>< Rmal
> Mael
> < Cspel >< §fcl »>< BspWL
>< ‘Bsphl >< afal >< Accl »< Begl/a Bcgl >
CAGGCACTAG TACTGATGTC GTCTACAGGG CTTTTGATAT TTACAACGAA AAAGTTGCTG GTTTTGCAAR
13450 13460 13470 13480 13450 13500 13510
>4 Bcrri
»< HMval
< Mnll
»< EcoRYI
»< Egll36L
>< BstQl
»< Bsthl
>< BsllI
»>< DsaV >< Bsi¥YT
»< BsiLI >< EBlel
>< Apyl > <« Fokl »>< HinfI
GTTCCTAAAR ACTAATTGCT GTCGCTTCCA GGAGAAGGAT GAGGAAGGCA ATTTATTAGA CTCTTACTIT
13520 13530 13549 13550 13560 13574 13580
»< NlaLIl
>< K8pb32L
>< Earl
»< Trugl »< Bamll4T
»< Mzel »< BemAT »< Trudl
>< Mnll >< Blw26l >¢ Mholl »< Msel
GTAGTTARAGA GGCATACTAT GTCTAACTAC CAACATGAAG AGACTATTTA TAACTTGGIT LAAGATTGIC
13590 13600 13619 13620 13630 13640 13650
»>< Rsal
>< NLaiv
» < NlaTILl
>< Kpnl
»< HphI
> < Eco64l
»>< Cspbl
>< BscBI
> < Banl
> < Asp718

FIGURE 13.31
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»¢ MasIlII >< Afal

»< NspBII > < ACcBllI MasIl »<
>< Beil »< Nlalll > < AccE5] > < Hgal
CAGCGGTTGC TGTCCATGAC TTTTTCARAGT TTAGAGTAGA TGGTGCACATG GTACCACATA TATCACGTCHR
13660 13670 13680 13690 13700 13710 13720
»< Mnll
> Maell
GCGTCTAACT AARTACACAR TGOCTGATTT ACTCTATGCT CTACGTCATT TTGATGAGGG TAATTGTGAT
13730 13740 13750 13760 13770 13780 13750
»< Tru$%l
»< Msel >< Maelll »< Munl
ACATTARAAG AAMTACTCCT CACATACAAT TGCTGTGATG ATGATTATTT CAATAAGAAG GATTGGTATG
13800 13810 13820 13830 ‘13840 1385¢ 13860
>< Thal
> Mynl
»>< Mlul
*»< BstUl »>¢ Rsal
»< BspS0I >< Hphl
>< TEIlL >< ALITITY >< Ddel >< Csp&l Trubl ><
»>< HinfI >< Begll >< Bfrl >< Afal Msel »<
ACTTCGTAGA GAATCCTGAC ATCTTACGCG TATATGECTAA CTTAGGTGAG CGTGTACGCC BATCATTATT
13870 13830 123890 13800 13910 139820 133830
Lholl =
SaulAl >
NeeIl >
MELT =
> <« SfaNI »< Rgal Mol >
»< Rsal > < Cspél Dpnil
»< Cspél »>< BspWI 2scYl >
>< Afal »< SfaNll >< Afal BspAL >
RAAGACTGTA CAATTCTGCG ATGCTATGCG TGATGCAGGT ATTGTAGGCG TACTGACATT AGATAATCAG
13944 134850 13960 13870 13980 13930 140600
> < SecrFI
> < Mwal
»>< FnudHI
>< EcoRIT
> < Ecglli3el
> < BstOl
> < BstNI
»>< Trusl »>< Rsal »< Bsll
< Msel *< Rsal » < fiphl »< BsiYI
>< Dpnl »< Cspbl >< Cspél > < BsiLl
>< Bspld3l »>< Bsrl > < BbvI > < Apyl
>< AlwL »< Afal >< Afal >< DsaV  »< Acll
GATCTTAATSG GGARCTGGTA CGATTTCGGT GATTTCGTAC AAGTAGCACC AGGCTGUGGA GTUTCCTATTG
14010 14020 14030 14040 14050 14080 14070
>¢ S€aMl
>< Bmal > < Hinfl
»< pMaml »< MniI >< FnudHIPlel ><
> TELY »< SEadl >< BsilI >< Mael >< Ddel
»< Hinfl »< Fokl >< BsaBl >< Bbvl >< BspWI Hdel »<
TGGATTCATA TTACTCATTIG CTGATGCCCA TCCTCACTTT GACTAGGGCA TTGGCTGCTG AGTCCCATAT
14080 14090 14100 L4120 1412¢ 141340 14140
>¢ Sagial
>4 Ndell

FIGURE 13.32

248



EP 1 694 828 B1

> Mbol
»< MamI
»< DbpnIl Tthilll »<
>< Dpnl MholIl »<
»< BspWI >< Ksp6izl
»< Bsphl >< Eamll041
>¢ Bspld3l >< Xeml >< BsmhAl
»>< BsiBl »< Tru9l >< Barl Aspl ><
»< BsaBl >< FokI »>< Msel =< Alw261
GGATGCTGAT CTCGCAAAMAC CACTTATTAA GTGGGATTTG CTGAAATATG ATTTTACGGA AGAGAGACTT
14150 14160 14170 14180 14180 14200 14210
> < Binl
> < Gaudel
> < NspIv
>< HspHIIL
>< TLhHRBRI < HlalIv
>< Taql »< Fokl
>< Merl > < EBocod?I
> < Ksp6321 > < Cfel3l
> < Barl > < Bsiil
> < Eamll04T »>< 3spl»< BscBI
> BemAI > < Trudl > < Bmelfl
>< MbolIl >¢ Besi&l» < Msel > £ Avall »< Trusl
< Alw26T »< Dral > < Asul < Munl »< Msel
TGTCICTTCG ACCGTTATTT TARATATIGS GACCAGACAT ACCATCOCCAA TTCGTATTAAC TGTTTGGATG
14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280
Sinl »<
Saudel >¢
HSpIV >C
NspHII >
Ecod?l »><
CErlldl »<
Bs5iZY ><
Brel8l ><
»< TruZl Avall ><
»< Fokl »< Msel Asul ><
ATAGGTGTAT CCTTCATTGT GCAARACTTTA ATGIGTTATT TTCTACTIGTG TTTCCACCTA CAAGTTTTGG
14230 14300 14319 14320 14330 14340 14350
»< Spel
>< Bmal
>{ Mael »< 5s5pI >< Bsrl
BCCACTAGTA AGARRRATAT TTGTAGATGG TGTTCCTTTT GTTGTTTCAA CTGGATACCA TTTITCGTGAG
14360 14370 14380 14350 144Q0 14410 14420
»>< Thal>< Esp3l
»< Ddel
>< BstUl
»>< Rsal >< Bsp530T »< BsmBI
>< Hinfl >< Flal >< Mvnlr< BsmAlL
> < Cspél >< Hgal»< Alul >< BlwZ6l
»< AEaTl >< Fokl »< hecll > < Bbvl
TTAGGAGTCG TACATAATCA GGATGTALAC TTACATAGCT CGCBTCTCAG TTTCAAGGAA CTTTTAGTGT
14470 14440 14450 14460 14470 14480 14490
>¢ Zsp2l
>»< Sphl
»< Ppul0l
»< Pael
>< Nspl
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»>< Sau3dAl >< NspHT
»< NdeIl >< Nsil
*>< Mbol »>< MlaITIl
>< Opnll >< Mphl103I >< Hspi
> < DPpnl >< FnudHI NspHI ><
=< FnudHI>< BspWI »< EcoT22I Mlalll »<
»< BspAl >< BspWI >< BspWI
> < Bspl43I> < Avalll > < AlwNI »< Rmal - »< Bsgl
»< Blwl »>< Alul >< Alul >< Bhwvl >< Mael >< Bbwl
ATGCTGCTGA TCCAGCTATG CATGCAGCTT CTGGCAATTT ATTGCTAGAT AARACGCACTA CATGCTTTTC
14500 14510 14520 14530 14540 14550 . 14560 °
>< Sexbl
>< Ncil
»< Mspl
>< Hpall
»< FnudHY >< Hapll
>< AIWHL »< DsaV =< TruSl
>< Blul < Benl >< Msel
AGTAGCTGCA CTAACAARCAE ATGTTGCTTT TCAARACTGTC AAACCCGGTA ATTTTAATAA AGACTTTTAT
14570 14580 14594 14600 14610 14620 14630
»< Trudgl DdeT ><
>¢ Msel < MboIll Bbvl <
GACTTTGCTG TGTCTAAAGS TTTCTTTAAG GAAGGAAGTT CTGTTGRACT AARACACTTC TTCTTTGCTC
14640 14650 14660 148670 145680 14620 14700
»< FokIl EcoRV ><
>< FrudHI Eco32 »><
AGGATGGCRA CGCTGCTATC AGTGATTATG ACTATTATCG TTATARTCTG CCAACAATGT GTGATATCAG
14710 14720 14730 14740 14750 14760 14710
>< Vspl
»< Tru9l
»>< Msel
>< Asnl
>< Maelll »>< Asel
ACBACTCCTE TTCGTAGTTG AAGTTGTTGA TAAATACTTT GATTGTTACG ATGCTGGCTG TATTAATGCC
14780 14730 14E00 14810 14820 14830 14840
»>< Trudl
»< Msel »< Pwull
»>< Hpal »< PspSI > < XomI
>< RindII ’ >< NspBII »< Tru9l Rmal ><
>« Hincll »< Alul >< Msel Mael »><
ARCCAAGTAR TCGTTAACAR TCTGGATAAA TCAGCTGGTT TCCCATTTAA TAAATGGGGT ARAGGCTAGAC
14850 14860 14870 14880 146%0 1490C 14810
»< Sfali »< Thal
>< Sau3al >< Mwnl
»< Ndell »< BstUL
>< Mbol >< Bstl1Q7L
>< Dpnll >< BspWI  >< Fokl
>< Dpnl »>< Bspi0I
»< Plel »< Bspl43r > AcclI»< Ddel
><¢ HinfI>< Mnll >< BspAl ><¢ AlwT »< Acel
TTTATTATGA CTCBATGAGT TATGAGGATC BAGATGCACT TTTCGCGTAT ACTAAGCGTA ATGTCATCCC
14920 14930 149440 14850 14960 14970 14980
>< 55kl
>< Sdul
> SacT
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>< Nspll
>< HgiAL
>¢ Ego2dl
»>< Trusl > < Bell36lr
»< T{il >< Bspl2B861
»< Msel >< Bmyl
> Hinfl »< BanII
> < Espdl >< BlwZll
> < AELII >< BspWI > < Alul >< Alul
TACTATAMCT CADATGAATC TTAAGTATGC CATTAGTGCA RAGAATAGAG CTCGCACCGT AGCTGGTGTC
14930 19000 150190 15020 15030 15040 15050
Rmal ><
»>< Scal > < MnlT
=< SEcI>»< Rsal Mael =<
>< BswdAl »< Cspél >< FnudRI
»< Alw26I »< Afal =< Bcil
TCTATCTGTA GTACTATGAC AAATASACAG TTTCATCAGA AATTATTGAA GTCAATAGCC GCCACTAGAG
15060 15070 15080 15090 15100 15110 15120
>< Tru9l
>« Alul >4 Msel
GMGCTACTGT GGTAATTGGA ACAAGCAAGT TTTACGGTGS CTGGCATAAT ATGTTARARA CTCTTTACAG
15130 15140 15150 15160 15170 15180 15190
Nspl ><
NepHI >
KlaIITl »<
>< WlaIIT
Pdel »<
BspWI »<
>< MasITI BfrI »<
TGATGTAGAL ACTCCACRCC TTATGGGTTG GGATTATCCA AAATGTGACA GAGCCATGCC TRACATGCTT
15200 15210 15220 15230 15240 15250 15260
> < Pall
> < HaelII
> < BsuRI
» <« Bsh? >¢ MnlT . »< MaellY Sfel »<
AGGATAATGG CCTCTCTTGT TCTTGCTUGC AAACATAACA CTTGCTGTAA CTTATCACAC CGTTTCTACA
15270 15290 15290 15300 15310 15320 15330
Trudl ><
Scrfl >
Mval >
>< Msel
>< Mstl ' Fokl ><
»< HinP1ll EcoRII »<
>< Hin6lI Ecl138T >
» ¢ Hhal DsaV »><
>< Fspl BstOI »
> Pdill >< Nlalll BStNI >
> < CEol»< Trudt > < FnudHX Bsill >
> Alul > AviEI »>< Msel >< Acil Apyl >
GOTTAGCTAA CGAGTGTGCG CRAGTATTAA GTGAGATGGT CATGTGTGGC GGCTCACTAT ATGTTRAACC
L5340 15350 15360 15370 15380 15390 15400
» < SEalNt
>< Mspl
»< Hpalr >< HphI > Tru9l Maelll >«
*»< HapIl >< BspWIL >< Msel  Alul ><
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AGGTGGAACA TCATCOGGTG ATGCTACAAC TGCTTATGCT ARTAGTGTCT TTAACATTTG TCAAGCTGTT
15418 15420 15430 15440 15450 15460 15470

*< Dpdl
»< BspWI >4 Blul > < heil
ACRGCCAATG TAAATGCRACT TCTTTCAACT GATGGTAATA AGATAGCTGA CAAGTATGTC CGCAATCTAC
15489 15490 15500 L5510 15520 15530 15540

»< Sau3Al
>< NdeJI
>< MhoT
> < MamI
»< Fbal
»>< Dpnll
*< Opnl
>< BspHI
»>< BspARI
»>< Bspl43l
> BsiQI
»< Sfer > < BsiBI»>< HlaIlIX
>< BsmAI > < BsaBI>< Fokl
>< AlwiZel >< Bell»>< EcoRI FokI ><
AACACAGGCT CTATGAGTGT CTCTATAGAR ATAGGGATCT TGATCATGAA TTCCTGGATG AGITTTACGC
15550 15580 15570 15580 15590 15600 15610

»< TLIT
>< Efani
z< NlaIIl
>< BspMI >< HinflI >< Maelll
TTRACCTGCGT AAACATTTCT CCATGATGAT TCTITCTGAT GATGCCGTTG TGTGCTATAA CAGTAACTAT
15620 13630 15640 15650 15660 15670 15680

» <« Bmal
»>< Nhel >¢ Tru%9l
>< Fnuddl > € Mael >< Fru9l
< Acil < Alul >< Msel 4 Hsel MnlE »<
GCGGOTCAAS STTTRGTAGE TAGCATTALG AACTTTAAGS CAGTTCTTTA TTATCAAAAT ALTGTGTTCA
15690 . 15700 13710 15720 15730 15740 15750

»>< Sinl
>< 5audbl
>< Pssl
> PspSIT
»< Ppubl
>< NsplV
>< MspHII
»< BcoQl031
>< Ecod7E
a Drall
> CEridi
»< BsiZl
>< Ddel >< Bmel@I
»< MlaIII > BsmAl >< Avall
>< Ddel »< Alw26GI 34 Asul »>< Mol
TGTCTGAGGE ARRATGTTGS ACTGAGACTG ACCTTACTAMA AGGACCTCAC GAATTTTGCT CACAGCATAC
15760 15770 15780 15790 154800 15810 15820

%< Kholl
>¢ SaulAl
< Ndell
=< MELY
»< Mbol

FIGURE 13. 36

252



<

»>< Rmal
»>¢ Magl

»< BspWIr<
AATGCTAGTT
15830
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15200

>
>< BsoWI
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13570

>
CATTAGAANG
16040
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16110
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16180
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18250
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>< Rzal »< Dpnll
< Maell >< Dpni > < Sapl
Trudl »< Cypbl >< BstYl HinPlIl =<
»< Bsall »< BspMI HindI »><
»¢ AFLITL >< BspAl Hhal ><
Msel »< Afal »< AlwIr>< Bsplddf Cfol ><
ARACRAGGRG ATGATTACCT GTACCTGCCT TACCCAGATC CATCAAGAAT ATTAGGCGCA
15846 15850 15860 15670 15880 159490
>¢ Rsal > SEaNI
>< TthABBE »< Cspol #< Maelll
>< TagqlI »>< Afal Bsrl »<
TCGATGATAT TGTCAAARCA GATGGTACAC TTATGATTGA AAGGTTCGTG TCACTGGCTA
15910 15920 15930 15940 15950 15960
< Fokl
CCCACTTACA AARCATCOCTA ATCAGGAGTA TGCTGATGTC TTTCACTTGT ATTTRZARATA
15980 15990 160600 16010 16020 16030
> Van9ll
< PELMI
>< MspT
> < Palir»< NspHL
> < Mscir< WLalll
> < Haelll
> < BsuRI
»>< Bsrl
>< Eael »>< BslL >< Nepl
= < Bshl>< Bsi¥I >< HspHI
>< MlalIl >¢ RE1TTT »< AFLTILX
MaeIL§ »< Alul » < BalT»< AccB7I >< Nlalll
TTACATGATG AGCTTACTGG CCACATGTTG GACATGTATT CCGTAATGCT AACTAATGAT
16050 L6060 1&070 16080 16090 16100
5<¢ Rgal> < HlaTV
>< Mnll
»< Csp6l »< Odel »< Rsal
>< Bsrl »< Mnll >< Cspbl
»>< pfal> < BscBl1 >< Afal sfcI ><
GOTACTGGER ACCTGAGTTT TATOAGGUTA TGTACACACC ACRTACAGTC TTGCAGGLTG
16120 16130 L6140 16150 16160 16170
»< NlalIV
>< EcoNL
»< Booldll
>< Bep6dI>< Bsmil
»>< BseBI »>< Bsll
»< Banl >< Bsi¥YI
> Boil »< Bsal
>< ApcBlI»< AlW28I BbvI >¢

TGTATTGTGE AATTCACAGA CTTCRCTTLG TTGCGGTGCC TGTATTAGGA GACCATTCCT
16190 16200 16210 16220 16230 16240
> TthiliT
> FnudHX >< NlaIll > € Trudl
»< BspWI >< Rapl > < Msel
TGCTGCTATSE ACCATGTCAT TTCRRCATSR CACAAATTAG TGTTGTCTGT TAATCCCTAT
LG6260 L6270 16280 16250 16300 18310
»< Serfb'l
> Mval
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>< EcoRII
> Ecll36I
> DgaV
>< BstOL
»< BstNI
>< BsiLI >< Rmal
>< BsaJl >< MnlE BspWI ><
»>< ApyI > MaeITIl »¢ MaelIIl >< Mael >< Alul
GTTTGCRATG CCCCAGGTTG TOATGTCACT GATGTGACAC AACTGTATCT AGGAGGTATG AGCTATTATT
16320 16330 16340 16350 16360 16330 16380
»>¢ Maelll »>< MnlI
GCAAGTCACA TAAGCCTCCC ATTAGTTTTC CATTATSTGC TAATGGICAG GTTITIGGTT TATACAAAAR
16390 16400 16410 16420 16430 16440 16450
>< Nspl »< Wspl
>< NspHT > < Tthllix >< WspHI
»>< Nlalll>< MaelllI>< MaelIll »>¢ MNlaTll
»< AL)ITI »< Aspl » AL1ITII
CACATGTGTA GGCAGTGRCA ATGTCACTGA CTTCAATGCG ATAGCAACAT GTGATTGGAC TAATGCTGGC
lea60 16470 L6480 16490 16500 16510 16520
»>< Rzal
>< Plel
>< Ddel
»< Cspbl
< BsmAI >< Hinfl >< Mnll
> Alw2sl >< HindliT Ddel ><
»>< Afal >< Blul  »>< Fnu4HI »< Bbvl
GCATTACATAC TTCCCARCAC TTGTACTGAG AGACTCAAGC TTTTCGCAGC AGARACGCTC RAAAGCCACTG
16530 16540 16550 16560 16570 16580 16590
= <« Thal
>< Sral
»>< Rsal »>< Rsal
> < Mvnl
>< Cspbl  >< Cspél
> < BstUI
> < Tru9l > < BspS0I
> < Msel » < HNdel »< Afal »< Afal
>< plal > & heell Mall >
AGGAAACATT TAAGCTGTCA TATGGTATTG CCACTGTACG CGRAGTACTC TCTGACAGAG AATTGCATCT
16600 16610 . 16620 16630 16640 16650 16660
Maglll »<
»>< MaellIl
»< EepDbSsl
>¢ Eco9ll
>< BstPI
>< Sfabll »< Rmal >< BsLEIIL
>< WlaY1l >< Mael »>< Bsrl
TTCATGGGAS GTTGGARARC CTAGACCACC ATTGRARCAGA BACTATGTCT TTACTGGTTA CCGTGTAACT
16670 16680 16650 16700 16710 16720 10730
Rsal >«
>< MnlI
>< Rsal >< Rsail >< HphI
»>< Cspbl >< CspéI >< SfaNt Cspél »<
> Afal >< Afal >< MaelIll >< HphL Afal »<
AARARTACTA AAGTACAGAT TGGAGAGTAC ACCTTTGARA AAGGTGACTA TGGTGATGCT GITGTGTACA
15740 16750 16760 16770 16780 16790 16800
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>< Rsal >< Hph
> Cspel - »< HindIX Ddel >«
»< Afal >< HincII Bfel »><
GAGOCTACTAC GACATACAAG TTGAATGTTG GTGATTACTT TGTGTTGACA TCTCACACTG TAATGCCACT
16810 16820 16830 16820 16850 16860 16870
»< Vpel
»>< Snol
>< Sdul
»4 WspIl
»< HgiAl > < 5dul
> Dralll > < NspIl
»< Bspl2B6l > < HgiAl
»< Bmyl >< BspWI »< Dralll »< Rsal
>< Apall >< Bmal > < Bspl2Eel > Csp6l
> Alwd4Y »< Mael > < Bmyl »>< Bsrl
>< Alwell > < Alw2lI >4 Afal Ddel >
TACTGCACOT ACTCTAGTGC CACARAGAGCR CTATGTGAGA ATTACTGGCT TGTACCCAAC ACTCAARCATC
168840 16890 16900 16910 16920 16930 16940
Styl »<
Sinl >
Sau%tl »
NspIV >
EcoTldl ><
Ecod4?I =»
Ecol30I »<«
»£ Scal Cfrldl >
BssT1I ><
>< Sphl >< Rsal BsiZl >
>< Pael BsaJl »<
>< Nlalfl BmelBL >
>< Emal >< Msplr< Cspé6l Avall >
»>< Mael >< WspHI=< Afal Asul >
TCRGATGAGT TTTCTAGCAA TGTTGCAAAT TATCAAAAGG TCGGUATGCA ARAGTACTCT ACACTCLAAG
16550 16960 16970 16980 16339 17009 17010
»< Secrfl
>< Rsal
»< Mval
»< EcoRll
»< Ecll3sl
> < Cspbl
>< BstQl
>< BstNI

>< Xeoml >< BslI
»< NspHIL >< BaiYl
»< Bsitl
>< hpyl »>< Bsrl
»>< DsaVe»< Afal » < HinfIr< Plel
GACCACCTGE TACTGGTAAG AGTCATTTTGE CCATCGGACT TGCUTCTCTAT TACCCATCTG CTCGCATAGT

17020 © 17030 17040 17050 170460 17070 17080
>< SfaNl
>< Sphl > PvulT
»< Pael >< PspSl
>< Hspl >< NspBIX
>< Nspfil >< FnudHl > < Trufl
>< Bstll07I > < NlaIIl>< BspWL »>< Sspl
>< Accl »< WNlaIll >< Alul »< Bbvl > < Msel
GTATACGGCA TGCTCTCATG CAGCTGTTGA TGCCCTATGT GAARAGGCAT TAABATATTT GCCCATAGAT
17090 17100 17110 17120 17130 171440 17150
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> < Thal
»< Thal
> < Mvpl
»>< Mvnl  »< Thal
» < HinFll
>< HinPlI
»¢ HinPlI >< Munt
> < HinéI
>< Hin6l
> < Hhal
»>€¢ Hhal >< Hhal
» < Cfol
»>< CfoI »< Cfal
> < BsrUl
»< BstUI >»>< BstUI
> BssHII
>< BspMI
> < Bsp30I
»< Bsp30Ir< Bspd0I Rmal >
< TELT >»< Hingl> < Accll Mael >
»>< Hinfl »< Accli »< AccIl > < EBcoRI
ARATGTAGTA GRAATCATACC TGCGCGTGCG CGCGTAGAGT GTTITGATAA ATTCAAAGTG AATTCAACAC
17160 17170 17180 L7190 17200 17210 17229
>< 2spZl
> PpulQl
>< NsiI
»>< Mphll03I
>< BeaT221
>< Bsql . > < Avalll %< DrdX
TAGAACAGTA TGTTTTCTGC ACTGTARATG CATTGCCAGA AACAACTGCT GACATTGTAG TCTTTGATGA
17230 17240 17250 17260 13270 17280 17290
>< Rmal
< Mael >< Maell
BATCTCTATG GCTACTAATT ATGACTIGAG TGTTGTCAAT GCTAGACTTIC GTGCAAAACA CTACGTCTAT
173090 17310 17320 17330 17340 17350 17360
>< Sau3hl
< NdeIl
>< Mbol
»< Dpnll
»>< Bpnl .
>< BspAl >< Rmal
>< RlwIr< Bspl43l > < Acil >< Mael Sspl ><
ATTCGCGATS CTGCTCAATT ACCAGCCCCC CGCACATTGC TGACTARAGG CACACTAGAL CCAGALTATT
17370 17380 17390 17400 17410 17420 17430
#< 3inl
>¢ Sau?el
>< NspIV >< Syl
>< NspHII >< Nspl
»>< BeodTL >< NspHI
»< Cfrl3rt »< NlarTr
»¢ BsiZl »>< EcoTl4I
»< Bsgl »< Ecol3fI
>< BmelBI >< BgsTlI
»< Trudg >< Avall >< BgaJl
< Msel * Asulr < ACLINL
TTARTTCAGT GTGCAGACTT ATGAARARCAL TAGGTCCAGA CATGTTCCTT GGARCTTGTC GCUGTTGTEC
L7449 17450 17460 17470 17480 17490 17500
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>< HindII
¢ Hinmell >< Alul
TGCTGAARTT GTTGACACTG “TGAGTGCTTT AGTTTATGAC AATRAGCTAR AAGCACACAR GGATAAGTCA
17510 17520 ° 17330 175440 17350 17560 17570
>¢ Alul >¢< NlaTITl
GCTCAATGCT TCARARTGTT CTACARAGGT GTTATTACAC ATGATGTTTC ATCTGCRATC RACAGACCTC
17580 17590 17600 17610 17620 17630 17640
>< Mnlil
»>< EcoNl
>< Bsll »>< Hphl
»¢ BsiYI > Alul
DAATAGGCGT TGTRAGAGAA TTTCTTACAC GCRATCCTIGC TTGGAGAAAR GCTGTTTTTA TCTCACCTTA
17650 17660 17670 17680 17690 17700 17710
>< Sfecl >< Ddel > TELL
» < Alul »< Bfrl »< Hinfl
TRATTCACAG BACGCTGTAG CTTCARARAT CTTAGGATTS CCTACGCAGA CTGTTGATTC ATCACAGGGT
17%2Q L7730 17140 17750 17760 171770 17780
> £ Hindlil
»< TEh111I > « HinecII
>< Aspl >< Acil
TCTGAATATG ACTATGTCAT ATTCACACAA ACTACTGAAA CAGCACACTC TTGTAATGTC AACCGCTTCA
17790 17800 17310 17820 L7830 17840 17850
>< XholIl
»< SaulAr
»>& Ndell
»>< MELI
»< Mol
> Maml
>< DpnII
»>< DpmlI
»>< BstYI
>< Bsphl
>< Bspld3t
>< BsiBl
>< BsaBI
>< BspWI >< BglII
ATGTGGCTAT CACAAGGGCA RAAAMTTGGCA TTTTGTGCAT AATGTCTGAT AGAGATCTTT ATGACAAARCT
17860 17870 17680 17890 17500 17910 17920
»< Xbal
>4 Rmal »>< Maelll
»< Mael »< Maell Bsrl »><
GCAATTTACA AGTCTAGAAA TACCACGTCG CAATGTGGCT ACATTACAAG CAGBAAATGT AACTGGACTT
17930 17940 17950 17960 17870 17980 179380
»>< Saulhl
»>< NdellI
»*< HMboll
>< Mbol
> < Fokl
>< DpnlI >< Nlalv
»< Opnl >4 Ecobdl
»< BspAl >< BscBI
>< Tru9l »< Bspld3Il >< Banl MnlI ><
>< Msel»< Sfel »< BbsI » < Bsrl »< AcgBll >« Ddel

FIGURE 13. 41

257



EP 1 694 828 B1

TTTRAGGACT GTAGTARGAT CATTACTGGT CTTCATCCTA CACAGGCACC TACACACCTC AGCGTTGATA

18000 18010 18020 18030 18040 13806540 18060
»< Serelbl
»>< Mval
»>< EcoRII
>< Bco37I
»< Bcl1361
>< DsaV
»>< BstQl >< Plel
»< BSLNI < Hlalll
>2 HindII»>< Bsill Hinfl »<
>< Hinell>< Apyl Aoel »<
TALAGTTCAA GACTGAAGGA TTATGTGTTG ACATACCAGG CATACCAAAG GACATGACCT ACCGTAGACT
18070 18080 180%0 18100 18118 18120 18130
7« MaeIll Thal »<
»< EcoQ65] Mvnl ><
»>< Eco9ll BstUTI »<
> BstXI Bsp30L ><
»< BstPI »< Bcil

_ »< BstEXIl >< HphI Accll »<
CATCTCTATG ATGGGTITCA AAARTGRATTA CCAAGTCAAT GGTTACCCTA ATATGTTTAT CACCCGCGRA

18140 18150 18160 18170 18130 16190 16200
> ¥mnl
> < Mboll < Sfall
> ¢ Maelll >< BRmal
>< Asp700I > NlaTII
>< Alul >< MaeIl > Mnli »< Mael
GRAGCTATTC GTCACGTTCG TGCGTGGATT GGUTTTGATG TAGAGGGCTE TCOATGCAACT AGAGATGCTG
18210 18220 18230 18240 18250 18260 18270
»< Truldl
>< Msel
>¢ fsal »>< Hpal
»< Gsul =< Rmal »< HindII »< Rsal
»< Cgpal >< Mnll >< RHinellI >< Ospbl
>< Bpml >L Mael >< Ddel >< Alul Bscl »<
»< Afal »>< Alul »< Sfcl »< BEri < Rfal
TGGGTACTAR COTACCTCTC CAGCTRAGGAT TTTCTACAGS TGTTARCTTA GTAGCTGTAC CGACTGGTTA
18280 18290 18300 18310 18320 18330 B340
> SerfFl
»< Mral
»>< MnlT
*< Maelll
> BooRlI
»< Eco0651
< BoolNl
»< Eco9ll
»< Ecll3sl
>¢ DsaVy  Trud9l ><
»< Dealll
>< BstPI
»>< BseQI
»< BsENI Pmel »<
»>< BsEEII

»< BslT Msel ><

»< Bsi¥YI HphI »<
>< HindII >< Hphl »< Trufl >< BsiLI Dral >»<
*»< Hinell >< EcoRI >< Msel >< ApyI >< Bsrl

FIGURE 13.42
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TGTTGACACT GRAAATAACA CAGAATTCAC CAGAGTTAAT GCAARRACCTC CACCAGGTGA CCAGTTTAAA

18350 18360 LB31710 18380 18390 18490 18410
< ScrcFL
»< Mwal
»< EcoBIT
»< Ecll36l
*>< OsaV
>¢ BatDI
>< BsENI >< Rsal
>< BsiLl Ddel »<
> BsaJl > < TrulBi»>< Capsl
>< Nlalll >< Bpyl > < Msel >< Afal
CATCTTATAC CACTCATGTA TAARGGCTTG CCCTGGRATG TAGTGCGTAT TAAGATAGTA CARATGCTCA
18420 18430 16440 18450 18460 18470 18480
*< NlaIll
>< HinPlI
»< Tthl1lI >< Hinbli
»< Hinfl > < Hhal .
»< Aspl »< Plel > < CEkeol >< Alul
GTGATACACT GARRMGGATTG TCAGACAGAG TCGTGTTCGT CCTITGGGCHE CATGGCTTTS AGCTTACATE
184%0 18300 18510 18520 ras3o 16540 LB350
»>< SinT
»>< Sau9sl
»< NspIV
»< NspHII
>< Beod71
»>< CErl3l
»< Scal >< Bsidl
»>< Rsal < Brel8I
>¢ Csp6l >< Avall »< Maell
>< Afal »< Asul > ALLIITI >< MaeXI¥I>< MaeIX
BATGAMGTAC TTTGTCAARGA TTGGACCTGA ABGAACCTGT TGTCTSTGTG ACARACGTGCS RACTTGCTTT
18560 18570 18580 18590 18600 18610 18620
> < TEIT >< Tthllll
> < Hinfl > < hspl
TCTACTTCAT CAGATACTTA TGCCTGCTGG RATCATTCTG TGGGTTTTGA CTATGTICTAT ARACCCATETA
18620 18649 18650 18660 L8670 18680 18680
»< Scrfl
Rszal >«
>< Mwval
>< EcoRIL
Ecll36I »<
=< (OsaV
Cspal ><
BSLXI ><
> < Maelll < BstOl
> < Ecog51 »< BsENL
> < Eco9ll >< Bsill
> < BstPi >4 Apyl
>< EcoS%7I> < BstEII »< MaelIl »>< NlaIll Afal ><
TGATTGATGT TCAGCAGTGG GGUTTTACGG GTAACCTTCA GAGTAACCAT GACCAACATT GCCAGGTACA
18700 18710 18720 18730 16740 18750 18760
> Sfaill
»< Rmal
¥< Nspl
>< NWspHI

FIGURE 1343
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> HlaTiT »>¢ Rmal
>< Mael »< Nlalll Trzudl ><
»< MlaIIl >< BspWL »>< Mael »< MlaIll
> £ AFLITTT >< BspHI Msel ><
TGGARATGCA CATGTGGCTA GTTGTGATGC TATCATGACT AGATGTTTAG CAGTCCATGA GIGCTTTGTT
18770 18780 18790 18800 18810 18820 18830
>< Thal
< Mvnl
»< HinPl1lI
»< HLnGl
»< Hhal
»< Cfol
> BSEUI >< EgoNI> < Mnll
>< Bsp50I »< BslI »< Trudl
»>< AccIl »>< BsiYl >< Ddel >< Msel
AAGCGCGTTG ATTGGTCTGT TGAATACCCT ATTATAGGAG ATGAACTGAG GGTTAATTCT GCTTGCAGAR
18840 18850 18860 13870 18810 139890 18500
> BRsal
»< CspbI >< MboIl > < NlaIII
>< Afal »>< MlallT »>< BapWI »< Bsrl >»>< BspHI
AAGTACAACA CATGGTTGTG AAGTCTGCAT TGCTTGCTGA TAAGTTTCCA GTTCTTCATG MACATTOGRAR
18910 18920 18930 13940 18950 18960 18970
»< Saul
2< MstII
> Ecodll
< Ddel HNialTl >«
>< Cvnl »>< Espl
> Bsulial »>< Ecad?l Maelll »<
»< BgelZll »< pdel
>< Axyl »>< Celll
»< hocl »< MnlI »< Sfavi »< BpullQ2l
TCCAAMGGCT ATCAAGTGTG TGCCTCAGGC TGAAGTAGAR TGGAAGTTCT ACGATGCTCA GCCATOTAGT
18980 18950 19000 18010 18020 13030 18G40
>< Mnll >< Ksp6321
> Hindlll >< Barl
»>< AluaTl >« MboII »< BamllQaTt
GRCAAAGCTT ACABAATAGE GGAACTCTTC TATTCTTATG CTACACATCA CGATAAATIC ACTGATGGTG
19050 190460 19070 19080 19090 19100 19110
»>< SaulAl
> Ndell
>< Mbol
< Maell> < MaelIl
>< Dpnll
>< Dpnl
»< Bsphl Hinfl >
>< MaeIII »< Bspld3r >< Munl Drdl »<
TTTGTTTGTT TTGGAATTGT AACGTTGATLC GTTACCCAGC CRATGCAATT GTGTGTAGGT TTGATACAAMG
19120 19130 19140 19150 19160 191730 islad
5p2l »<
>< Sphl
> < PpullI
>< Pael
»>< HNspl
> Serfl >< NspHI
>< Mval >< Mlalill
>< BeoRIL Mphll03I ><

FIGURE 1344
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»< Ecll36l >¢ Gsul
»< DsaV EcoT221 »<
>< BstOI »¢ BsmI
=< BSENI >¢ BseCl
»< BsiLI »< BpmiI »< HNsil
»>< Blel »< ApyI »>< AvallIl
AGPCTTGTCA BACTTGAACT TACCAGGCTG TGATGGTGGT AGTTTGTATG TGAATAAGCA TGCATTCCAC
19120 19200 19210 19220 19230 19240 19250
>< Trufl
> < Munl
< TChHBEI »< Msel
»>< Begl/a  >< Tagl »< Dra}
»< Alul »>< Begl
BCTCCAGCTT TCGATARPARG TGCATTTACT AATITARAGC RATTGCCTTT CTTTTALTAT TCTGATAGTC
19260 19270 19280 L9290 19300 19310 19320
< Plel Sfanl »<
< NlalIl »< MaeIl
>< BsmAX BzaAl »<
>< HIinEl>< Alwibl AELTIT ><
CTTGTGAGTC TCATGGCAAR CAAGTAGTGT CGGATATTGA TTATGTTCCA CTCAAATCTG CTACGTGTAT
18330 18340 19350 19360 19370 12380 193330
2spil >
> Seal
PpulCE ><
>< RsalNsiT »
Mehll03I >
»< SfaNIEeaT22] >
> < Rzsal »>< Cspsel
> Csp6l Avalll »<
>< MlaIlI» < Afal »>< Bfal
TACACGATGC AATTTAGGTG GTGCTGTTTG CAGACACCAT GCAAATGAGT ACCGACAGTA CTTGGATGCA
19400 19410 15420 19420 134490 13450 19460
»& Fokl
TATAATATGA TGATTTCTGC TGGEATTTAGC CTTATGGATTT ACAARCARATT TGATACTTAT ARCCTGTGGA
18470 19480 12490 198500 18510 195240 195390
»< Scrfl
>< Mval
>< Maelll
>¢ EcoRII
»< Ecll36l
> DsaV
>< BskOI
>< BstMI
»< BsiLI »< Trudl
>< Apyl >< Msel
ATACATTTAC CAGGTTACAG AGTTTAGAAR ATGTGGCTTA TAATGTTGTT AATARAGGAC ACTTTGATGH
19540 19550 19560 19570 13380 19590 L8600
>< Sgrhl
> Nael
>¢ Mspl » £ Vgspl
>< Hpall > < Tru%l
>¢ Hapll > < Msel
=< CEfrlQl > < Asnl
>< BspWi > < Asel
ACACGCCGGC GRAGCACCTG TTTCCATCAT TAATAATGCT GTTTACACAA AGGTAGATGG TATTGATGTG
19510 19620 15630 - 15640 19650 19660 18670
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»< Rholl
»< Saulil
»< Ndell
»< MELL
>< Mbol
>¢ Dpnll
»< Dpnl >< MaelITI
>< BsEYI ' . >< EspI
»>< BspAl »>< DdeITru9l ><
>< Bspl4il »< Trudl »< CelllMsel »<
»< Bglll >< Msel >< Alul >< BpullQ2I
GAGATCTTTG ARAATAAGALC AACARCTTCCT GTTAATGTTG CATTTGAGUT TTGGGCTAAG CGTARCATTA
19680 19690 19300 19710 13720 19730 19740
>¢ EFnudHL
>< Trudl »< BCcoRV
»< Bsrl »< Msel >< Bhvl >< Bool2l
AACCAGTEGCC AGAGATTAAG ATACTCAATA ATTPOGGTGT TGATATCGCT GCTAATACTG TRATCTGGGA
189750 19760 193770 19780 197%0 19800 19610
>< MNspl
»< NspHI
< NlaITl
>< Bagl
>¢ BEIIIT
CTACBAAAGA GRAGCCCCAG CACATGTATC TACARTAGGT GTCTGCACRA TGACTGACAT TGCCRAAGAAR
L3620 19830 19840 19850 19860 19870 R:1:1:10)
>< Ddel>< Mboll < Accl
CCTACTGAGA GTIGCTTGITC TTCACTTACT GTCTEGTTITG ATGGTAGAGT GGAAGGACAG GTAGACCTTT
19890 19900 18910 19920 19930 15940 19950
Sinl ><
Sau9el ><
WspiVv ><
NspHIL >«
Hlalv »<
Foed 7l ><
Cfrl3l »<
»>< BslI
BslZLl »<
»< BsiYL
Bs¢Bl >«
Bmelfl ><
> Tru%l Avall »<
»>< Ms2l Asul =<
TTAGADACGC CCGTAATGGT CTTTTAATAA CAGAAGGTTC AGTCAMAGGET CTAACACCTT CAAAGGGACC
199480 159740 19980 19930 20000 20010 20020
>< Vspl
>< Trudl
>< Plel
>< Rmal > Msel Trudl =<
=< Nhel »< MaeIIl >< Trudl
»>¢ Mael »< Asnl »>< TEil Msel ><
> Hgalz< Alul »>¢ Hinfl»< Asel »¢ Hinfl >< Msel
AGCACAAGCT AGCGTCAATG GAGTCACATT AATTGGAGAA TCRAGTAAAAR CACAGTTTAR CTACTTTAAG
20030 20040 20050 20060 20070 20080 20090

»< Ddel < MnlI Trudl »<
»>< BsmAl >< Ddal

FIGURE 1346
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> Becl >¢ Alw28I »>< BfrIiMsel >»<
AAARGTAGACG GCATTATTCA ACAGTYGCCT GAARACCTACT TTACTCAGAG CAGAGACTTA GAGGATTTTA
20100 20110 20120 201340 20140 20150 20160
> TLhHBSI
>< Tagl
> Sskl
>< Sdul Yhol »<
»¢ Sacl TthRBBI »
> < PaeR7T Tagl >
> € NspIII Slal »<
>< NspIl PaeR7I »<
>< HgiAl HspIII ><
> € EcoBBI >< Mnll
»< Xcnl > < ¥XhoI»< Eco?4l Eco88L ><
>¢ Saudal >< Egll36Il Ccrl »<
>¢ Ndell > < Slal»< Bspl286L BspWI ><
< Mool > < Corlx< Bmyl Bcal »><
»< Dpall > < Beel>< Banlil > < Beglia
>< Dpnal > < BmaBlT Aval »<
>< BapAl > < Bval>< Alw2ll AmaBIL ><
>< PBspld3l »< Alul >< EBCORI »< FokIAlul ><
BGCCCAGATC ACAAATGGAA ACTGACTTTC TCGAGCTCGC TATGGATGAA TTCATACAGC GATATAAGCT
20170 20180 20190 20200 20210 20220 20230
>< TEhHBBI
»>< Tagql
»>< Sful
>< NspV
>< Lsplk
>< Cspd5I
>< BstBI
»>< Bsplldl
< BsiCI *>< MboIll
>< Bpuldl >< BbsI Trzu2l ><
> Asull >< Begl ¥ Nialll >< AcilMzel »<
CGAGGGCTAT GCCTTCGARAC ACATCGTTTA TGGAGATTTC AGTCATGGAC AMACTTGGCGG TCTTCATTTA
20240 20250 20260 20270 20280 20290 20300
>< Hphl
»>< HLinPlI
»< HinéT
>< EspI > < Hhal »>< Tfil
< Ddel »< Haell
>¢ Celll ><¢ BcodTIII »< Trudl
»>< Bpull02I > < Cfol »>< Hinfl »< Msel
»< BfrI >< Bspl43Il »>< Mnll
ATGATAGGCT TAGCCAAGCG CTCACAAGAT TCACCACTTA ARTTAGAGGA TTTTATCCCT ATGGACAGCA
20310 20320 20330 20340 20350 20360 20370
»< Mscl
>< HinPlI Sau3Al >«
»¢< Hin&l NdeIl »<
»< Hhal MEOT »<
»< Espl Dpnil ><
»¢ Fdill Dpnl »<
*< Cfol BspAl »<
»< SEalNT »< AvilT Bspld3T »<
CAGTGAAAAM TTACTTCATA ACAGATGCGC AAACAGGTTC ATCAAAATGT GTGIGTTCTG TGATTGATCT
20380 20390 20409 20410 20420 20430 20440
>< TEhHBBI
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>< TEhlllY
>< Tagl
>< Aspl > < Maelll Maelll ><
TTTACTTGAT GACTTTGTCG AGATAATAMA GTCACAAGAT TTGTCAGTGA TTTCAAAAGT GGTCARGGTT
20459 20460 20470 20480 20490 20500 20510
=< Hspl
>< NspHI
>< NlaIIl
»< Fokl
»>d Munl > < Nlalll > AFLIIT .,
ACAATIGACT ATGCTGARAT TTCATTCATG CTTTGGTGTA AGGRTGGRCH TGTTGARACC TTCTACCCARM
20520 20530 20340 20530 20560 20510 20580
> SEaNI
»< Scrfl
>< Mwval
>< EcoRIT
>< Ecll3el
> DsaV
>< BsrOl >¢ SfaNI
>< BStI »< Rsal BspWI ><
>< BsiLL > < Cspbl Bsml >
>< BspWI >< Bpyl >< Afal BsaCI »¢
RACTACAAGC AAGTCAAGCG TGGCARCCAG GTGTTGCGAT GCCTAACTTG TACAAGATGC RAAGARATGCT
205%0 20600 20610 20620 20630 206{0 20650
> EcobTI > MaelIl >< Hphl
TCTTGAAAAG TGTGACCTTC AGAATTATGG TGAARATGCT GTTATACCAA AAGGAATAAT GATGAATGTC
20660 20670 20680 206990 20700 20710 20720
» < Rsal
»< Cspbl
>< Bst1l1071 »< TruSl »< Alul
»>< Accl »>¢ Msel » ¢ AlfalNlaIIl »><
GCARAGTATA CTCAACTGTG TCAATACTTA AATACACTTA CTTTAGCTGT ACCCTACAAC ATGAGAGTTA
20730 20740 20750 20760 20770 20780 20790
»4 ScrfFl
»< Rsal
»>< Mval
< BooRII  »< HNspBII
»< Ecllicel »< Sdyl
> < Capbl »< Mspll
»< BstQIl »< Pvull>< HgiAl
»< BstHNL »< Ddel

»>< BsiLI >< Psp5I>< Bspl2s
»< Apyl >< Rlul >< Bayl
»< DsaV>< Afal »< Alw2ll

6T

TTCACTTTGG TGCTGGETCT GATARAGGAG TTGCACCAGG TACAGCTGTG CTCAGACAAT GGTTGCCAAC

20800 20810

»<

>
2<
>< TthHBEI
>
<

20820 20830 20840 20850
¥hoII
< TruSl
Sau3Al
Hdall
>< Msel
MELL

Hbol

>< Maml

>L

Dpnil

>< TEil >< Dpnl
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>< BetYl > < Tl
»>< Bspal > < HinfI
>< HinfI>< Bspld3Y »< EspldX >< Trudl
>< BsiBT >< TthlllI >< BsmBI >¢ Msel
»< BsaBl »>< BsmAI > < BsSmAT
»< Bsrl *< Tagl »>< Bglil >< Aspl >< Rlw28T >< Hgal> < ALW26I
TGGCACACTA CTTGTCGATT CAGATCTTAR TGACTTCGTL TCCGACGCAG ATTCTARCTTT AATTGGAGAC
20870 20880 20890 20900 20810 20920 20930
>< Syl
>¢ Sinl
»< 5au’el
> « 5inl >< Pmal
> & Sau9sI >< NsplV
»< psxl NspHII ><
>< PspSIT >< Mael
> < PpuMl »< EcoTl4I
> < NspLV > EcoqdTL
>< NspHII >< Ecol301
>< NlalV »< CEr13l
» < Eco01l09I1 >< BssTlI
> < Boodil »< BsiZl
» < Drall »>< fAsalli
» < Cfrlil >< BmelBI
> < BsiZl »>< BlnT
»< BscBIL > Ayx]X
»>< Rsal > < BmelBl >< Avall
> < Cspé6l > < Awall z< Bsul
=< Afal > < Asul ALLIIL »><
TGTGCAACASG TACATACGGC TAATRAATGG GACCTTATTA TTAGCGATAT GTATGACCCT AGGACCAMAC
20940 20950 20360 20970 209280 20590 21000
>& Nspl
>< WspHI
»< NLalIIl »>< Plel Emal ><
>< Maslll >< HinfI Magl »<
ATGTGACARL AGAGAATGAC TCTARARGAAG GGTTTTTCAC TTATICTLIGT GGATTTATAR AGCAARAAACT
21010 210240 21030 21640 21050 21060 210190
»< ScrfFl
> Mval
»*>< EcoRII
»< Eell136T
>< Dsav
>< BstOl Saudbl >
>¢ BstiI NsplVv =
»¢ BsiLI CErl3I >
»>< BsaJl BsiZI >
»>< BsaJl >< SEcl >< Baml »< Bsml Asul »
>< Apyl > < Alul >< BselCl »< BscCIHindIII ><»< Alul
BGCCCTGGGT GGTTCTATAG CTGTAAAGAT AACRGAGCAT TCTTGGAATG CTGACCTTTA CRAGCTTATG
21080 21050 21100 21110 21120 21130 21140
»< 2sp2l
>< Ppuldl
»< Pall »< WNgil
>4 HaelI:l >< Mphll03I TrudT ><
»< BsuRl »< Maelll »< BroTz221 >< Msel
>< Bshl >< Nlallir< Alul »< Begl >« Avalll »>< SfaliBegl/fa »<

GGCCATTTCT CATGGTGCGAC AGCTTTTGTT ACAAATGTAA ATGCATCATC ATCGGAAGCA TTTTTAATTG

21150 21160 21170

21180

21190 21200 21210

FIGURE 1349
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»< Z3p?l
>< Sphl
»< Ppuldl
»>< Pael
>< Nspl
»< NspHI
>< Nsil
>< NEaIIl
> < HNlaITX
>< Mphll03I
> BcoT221
> &£ hvalll »>< MnlE
CTATACCATG CATCGCTAACT ACATTTTCTG
21260 21270 21280
Trudl ><
»< Tru3l
Mzel >«
> Msel
Mnll ><
»>< Mlalil >< Mall
TTTGACATGA GCRAATTTCC TCTTAAATTA
21330 21340 21350
Ksp&32l >«
< Mboll < Earl
Eamll04I ><
ATGATATGAT TTATTCTCTT CTGGAARARG
21400 21410 21420
=< Trusl
»>< Mgel
»< HindII
< HingII
»< HpaXl ACLIII >
ARGTGATATT CTTGTTAACA ACTAAACGARA
21470 21480 21490
>< Vnel
< Snol
>< Sdul
> Nspll
»>< Hpall
> HgiAl
»>< Hapll
>« Cfrlol

>< Maelll
AGTGACCTTG
21540

21610

GGGCTAACTA TCTTGGCAAG CCGAAGGAAC ARDTTGATGG
21220 21230 2L240 21230
> MboIl
»>< Gsul
> Barl
> BpmI
>« BbsI
GAGGAACACA AARTCCTATCC AGTTGTCTTC CTATTCACTC
21250 21300 21310 21320
»Z Tru9l
> Moul
>< Espdl> < TFil
»< BamAl
>< AlwZ6I
< BELIII> < Hinfl
AGAGGRACTG CTGTAATGTC TCTTAAGGAG AATCAAATCA
2E360 21370 213860 21390
GTAGGCTTAT CATTAGAGAA AACAACAGAG TTGTGGTTTC
21430 21440 21450 21460
>< Nspl > Spel
>< NgpHI »< Bmal
>& Nlalli < Mael
CATGTTTATT TTCTTATTAT TTCTTACTCT CACTAGTGGT
21500 21510 21520 215340
» < Alol >< MnlI
GATGTTCAAG CTCCTAATTA CACTCAACAT ACTTCATCTA TGAGGGGGGT
21570 21580 21590 21600
>< SaulAl

FIGURE 13. 50
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>< NeleII
>« Mbol
»< Dpnll
»< Dpnl >< Tru%l
>< BsphAl »< Msel > < Mboll
»< Bspl43l »>¢ Ddel >< Maelll
TTAGATCAGE CACTCTTTAT TTAACTCAGG ATTTATTICT TCCATTTTAT TCTAATGTTA CAGGGTTTCA
21640 . 21650 21660 21670 214680 21690 21700
< Vspl
>< Trudt
>¢ Msel
>< Asnl »< Tru%l »< Fokl
>¢ Asel >< Maell »>< Msel >< Bbvl > < FnudHI
TACTATTAAT CATACGTTTG GCAACCCTGT CATACCTTIT AAGGATGGTA TTTATTTTGC TGCCACAGAG
21710 21720 21730 21740 21750 21760 21770
»< Bsll
»< Dzal»< BsiYI »< NlaIll
»>< BzaJl > < MaeIlIl
ARATCAAATG TTGTCCGTGEG TTGGGTTTTT GGTTCTACCA TGAARCAACAR GTCACAGTCG GTGATTATTA
21780 21790 21800 21614 21820 21430 218440
»>< Nspl
>¢ Tru9vl >< NspHI
»< Msel »< Nlalll
»>< Hphl ¢ MaeTlYI >< Maelll
TTAACAATTC TACTAATGTT GTTATACGAG CATGTAACTT TGAATTGIGT GACAACCCTT TCTTTGCTGT
21850 21860 21870 215880 21850 21500 21910
»>< 5tyl »< Zspll
»< Nlalll < Tru9l
»>< Mcol >« Rsal »< Ppul0I  TthHBBI ><
»< EcoTl4) > Hgil »< Tagl
»< Booldll >< Msel StabIl »><
»< Dsal>< Cspbl »< Mphll03l Rsal ><
>< BssTLI »>< TEhHEBBI >< EcoTi2l Cspbsl »><
»< BsaJl>< Afal »< Taql »>< AvaILlX Afal »<
TTCTRAACCC ATGGETACAC AGACACATAC TATGATATTC GATAATGCAT TTAATTGCAC TTTCGAGTAC
21920 21930 21940 21950 21960 21970 21980
< Tru%i
> Msel
> Dral
ATATCTGATG COTTTTCGCT TGATGTTTICA GAARAGTCAG GTAATTTTAA ACACTTACGA GAGTTTGTGET
219%¢Q 22000 22010 22020 22030 22040 22050
»< SaulAl
>< Ndell
»< Mbol
»< DpnlIl
>< Trufdl »< Dpnl
>4 Mzel >< BspAl
>< Dral »< Sfecl Bspld43I ><
TTAAAMLTAA AGATGGGTTT CTCTATGTTT ATAAGGGCTR TCAACCTATA GATGTAGTTC GTGATCTACC
220640 22070 22080 22090 22100 22110 22120
»>< Trudl
< Tru9dl » < Trubl >< Msel
»>< Msel > < Msel »< MnlI
TTCTGGTTTT AACACTTIGA AACCTATTTT TAAGTTGCCT CTTGGTATTA ACATTACARA TTTTAGAGCC
22130 22140 22150 22160 22170 22180 22180

FIGURE 13.51
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< SduX>< SfcI

»>< Pvull
>< PspSI
» < NspII
>< NspBlI
> ¢ MaeTT > < FruadlT
> < BsplZ2B6I >< Pstl Trudl >
>< BspMI > < BmyI>< FnudHI Msel >
»< HphI >< BbvI »><¢ Alur »<¢ Bhvl
ATTCTTACAG CCUTTTTCACC TGCTCRAGAC ATTTGGGGCA CGTCAGCTSC AGCCTATTTT GTTGGCTATT
22200 22210 22220 22230 22240 22250 22260
>< §faNI
»>< Rsal
> & Csp6l
>< pral >< Afal »< AlwNI
TAAAGCCAAC TACATTTATG CTCAAGTATG ATGAAAATGG TACARTCACA GATGCTGTTG ATTGTICTCR
22270 22280 22290 22300 22310 22320 22330
» < Tru9l
> < Msel
»< Alul
BAATCCACTT GCTGAACTCA AATGCTCTGT TAAGAGCTTT GAGATTGACA AAGGAATTTA CCAGRCCTCT
22340 22350 22360 22370 22380 22390 22400
< Saunlk
> Mst LI
> Boodll
»< Ddel
=& Qynl
>< Bsulibl
»>< Bselll
»< Axyl »< TELL
»< Mnll »< RAocl >< MnlI  »< Hinfl »>< Sspl »>< MnlI
PATTTCAGGG TIGTTCCCTC AGGAGATGTT GTGAGATTCC CTAATATTAC ARACTTGTGT CCTTTTGGAS
22410 2242¢ 22430 22440 224350 22460 22470
>< gspll
=< PpulDl
»>< NsiT
> < NlalIl
»< Mphll03I
»>< Tpadrl >< EcoT221
>¢ Msel »< Avalll
AGGTTTTTAR TOCTACTAAA TTCCCTTCTG TCTATGCATG GGAGAGBAAR AARATTTCTA ATTGTIGTTGC
22480 22490 22500 22510 22520 22539 22540
»>< Scdul
> Nspll
>< HgiAl
>< Bspl286l
>< Bmyl »< Tru9l
>¢ Alw?2ll >< Msel Ddel ><
TGATTACTCT GTGCTCTACA ACTCARCATT TTITTTCAACC TTTAAGTGCT ATGGCGTTTC TGCCACTAAG
22550 22560 22570 22580 22580 22600 22610
>C Saudil
»< NdeIl
»< Mbol
>< Dpnil
»>< Dpnl

FIGURE 1352
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< BspAl >< TEil
>< Bspld3l >¢ Hinfl
TTGAATGATC TTTGCTICTC CRATGTCTAT GCAGATTCTT TTGTAGTCAA GGGRGATGAT GTARGACARA
22620 22630 22640 22650 22680 22670 226840

>4 ScrFT
> Mual
»>< BinPlI
»>< HingT
>2 Hhal
#>< Haell
>¢ EcoRIL
»< Ecllisl
»>< DsaV
>< CEol
»< BsLOI
»< BstHI
>< Bspld31l
»< BsiLl
>< ApyT > < BsrI »< Hlalll
TAGCGCCAGG RCAAACTGGT GTTATTGCTG ATTATAATTA TAAATTGCCE GAYGATTTCA TSGGTTGTGT
22690 22700 22710 22720 22730 22740 22750

>« S5faNI
=< Rmal Ddel >«
>< Mael ' s¢ Bsrl BfrI ><
CCTTGUTTGG AATACTAGGA ACATTGATGC TACTTCAACT GGTARTTATA ATTATABATA TAGGTATCTT
22760 22770 22780 22790 22800 22810 22820

»< Sau96l
>< Pall
>4 NspIV
> < HindI]I
>¢ HaelIlI
>< Eco(l0ol
< Drall
>¢ Odel
»< Cfrlll
»>< BsuRL
»< Bgial
»< Bshl
»< BExI »>< Pesl
>4 N1aIII >»>< Asul>< BsmAl

>< Alul >< Alw26l BapWl »<
RGACATGGCA AGCTTAGGCC CTTTGAGAGA GACATATCTA ATGTGCCTTT CTCCCCTGAT GOCAAACOTT
22830 22840 22850 22860 22870 2268890 22890
>¢ Tru9l
>« Pall
>4 Msel
»>< HaellI
> Bael>< Mgel
>4 Tru9l >< BsuRT
> Msal >< Bshl
=< BspMI > Ball Bscl »><
GCACCCCACC TGCTCTTAAT TGTTATTSGC CATTABATGE TTATGGTTTT TACACCACTA CTGGCATTGG
22900 22910 22920 22930 22940 22550 22960
Sau96l »<

*< PallNspIV »><
> < MspI NspHLI >«
»>< Haelll

FIGURE 13.53
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> < Hpall Ecodll >«
>< Dsal

> < HaplY Cfrl1il. >«

>¢ BsSuRISinI ><

»>< Gdill Bsi2l »<

»< Seal >< BsaJl
»< Rsal >< Tru9l >< Eael BmelBI ><
»< Csp6I »< Msel »< Cfrl0l avall »<
»< Afal >< Dral »>< BshI Asul »<
CTACCAARCCT TACAGAGTTG TAGTACTTTC TTTTSAACTT TTAAATGCAC CGGCCACGST TTGTGGACCA
22970 22980 22990 23000 23010 23020 23030
>< Truldl >< Bsal
>< Trudl >< CapéIl
»< Plel Bsrl =<
> £ Tzufl >< Msel >< Bsrl
> € Msel>< Bsrl > Msal > Hinfl >¢ RBEal
AAPTTATCCA CTGACCTTAT TAAGAACCAG TGTGTCAATT TTAATTTTAR TGGACTCACT GGTACTIGGTG
23040 23050 23080 230670 23080 23090 23100
»< Trugl >< Pall
> Msel >< HaeIIX
>« MbholIl >< Gdill
>< Hpal >< Eael
»< HindIIl >< BsalRl TELL »<
> Hinell »>< BshY Hinfl »><
TGTTARCTCC TTCTTCRAAG AGATTTCAAC CATTICAACA ATTTGGCCGT GATGTTTCTG ATTTCACTGA
231.0 23120 23130 23140 23150 23160 23170
> £ ¥XhoIl
>< TChHBBI
»< Tagl
> < Sau3Al
> < Ndell
> < MELT
> < Mbol
» < Dpnil
»< Dpnl
> < Bst¥l
> < BspAl > < §spI
>< Alwl >< Bspld3il »< HphI
TTCCGTTCGA GATCCTAAMAR CATCTGRAAT ATTAGARCATT TCACCTTGCT CTTTTGGGGG TOGTAAGTGTA
23180 23190 23200 23210 23220 23230 23240
»< S5crFI
>< Mval
»< EcoRIT
»< Bcll36l »< Tru9l
> DzaV < Msel
>< BstOI >< Hpal
»>< BsSENI >< HindII
< BsiLl »< Eca571
>< Apyl >< Bsgl >< Hinell
ATTACACCTG GAACBAATGES TTCATCTCAM GTTGCTGTTC TATATCAAGAE TGTTAACTGS ACTGATETTT
23250 23260 23270 23280 23290 23300 23310
>< S5aul3Al
< Nialll
»< Ndell
»< Mbol
> Dpnll
»< Dpni »< HinPlI

FIGURE 13. 54
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>< BspWI >< HinbI
>< BspaAl > < Hhal PleT ><
»< Sfcl »< Bspl43I »< Alul> < Ciol >< Bsri
CTACAGCAAT TCATGCAGAT CARCTCACAC CAGCTTGGCE CATATATTCT ACTCCAAACA ATGTATTCCA
23320 23330 213340 23350 23360 23379 23380
»< TthHBEI
»< Taql
>¢ Sall
> Rtrl
>< Nspl
>»< Ezpl  >< NapHI
»¢ Ddel »>< NlaIll
>»< Celll >< HindII
>< Bpull02I>»< HinclIl
»< Hinfl >< Alul »< Accl
GACTCARGCA GGUTGTCTTA TAGGAGCTGA GCATGTCGAC ACTTCTTATG AGTGCGACAT TCCTATTGGHA
23390 23400 23410 23420 23430 23440 23450
» < 5naBI
»< Scal
»< Rsal
>< Rmal
»< Magll >< Mael
> < Ecolf5I
»>< Rmal »< Csphl
>< Maelll > < BsaAl
>< Alul >< Hael »< Afal
GCTGGCATTT GTGCTAGTTE CCATACAGTT TCTTTATTAC GTAGTACTAG CCARARATCT ATTGTGGCTT
23460 23470 23480 23430 23500 23510, 23520
>< Munl
TACTATGTC TTTAGGTGCT GATAGTTCAA TTGCTTACTC TAATAACACC ATTGCTATAC CTACTAACTT
23530 23540 23550 23580 23570 23580 23590
Bsal <
>< MnlI
Cspbl ><
»< Sfcl Afal >«
TTCAATTAGC ATTACTACAG AAGTAATGCC TGTTTCTATG GCTAAAACCT CCGTAGATTG TAATATGTAC
23600 23610 23820 23630 23640 23650 23660
> < PELX
> < Hinfl
>¢ Acil > < Alul
ATCTGCGGAG ATTCTACTGA ATGTGCTAAT TTIGCITCTCC AATATGGTAG CTTTTGCACHA CAACTAMATC
23670 23680 23690 23700 23710 23720 23730
>4 Vnal
»< Sdul
>< NspIl
>< Hgidl >< PmlY
< Snol>»>< Ddel >< Sauial >< FmaCI
>< Bspl2B6I >< Ndell >< MaelIl
>< BmyT »>< MboT >< Boo72I
>< Bbhvl »< Dpnl »< BsaAl
>< Apall »< Bspl43I »< BbrPI
>< Alwddy >< Dpnll >< Alwl
>< AlwZll »< FnudHI >< BspAL »< AfLIII
GTGCACTCTC AGGTATTGCT GCTGAACAGG ATCGCAACAC ACGTGAAGTG TTCGCTCAARG TCARACARAT
23740 23750 23760 237170 23788 21790 23800
FIGURE 13.55
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»>< Rsal
»< Cspbl >< Tru8l
»>< Afal >< 5spl >< Msel >< Sspl
GTACARRACC CCAACTTTGR RATATTTTGG TGGTTTTAAT TTTTCACAAA TATTACCTGA CCCTCTARAG
23810 23820 23830 23840 23850 23860 23870
>< Mndl
>< MnlI >< Tradl >< SEaNI  >< HdphI MNlaIll »<
>¢ Ddel ->< Mnll »>¢ Mgel »>< Maelll BspHI >«
CCARACTAAGR GGTCTTTITAT TGARGGACTTG CTCTTTBRATA AGGTGACACT CGCTGATGCT GGCTTCATGA
23880 23890 23900 23910 23920 23930 23940
>< Xholl
»< Sau3Al
>< StyI >< Rmal
>< Rmal »< Ndell
»< Masl < MELI
»< EcoTldAI =< Mhol =< MstET
»< Ecol3DI »>< Mael >< HinPlI
»< BssTil »< Vspl *< Dpnll >< Hin6l
>< Bsml >< HphI> < DpnI >< Hhal
>< Bgell >< Tru9l »< BsEYT »< Fspl
><¢ BsaJl >< Msel >< BspAl »>< FdiIl
>< BlnI »>< Asnl > < Bspld3rl >< CEol
»< RvrIl »< Asel »< Bglll >< AviIl
AGCAATATGG CGRATGCCTA GGTGATATTA ATGCTAGAGA TCTCATTTGT GCGCAGRAGT TCAATGGACT
23550 23960 23970 22580 23990 24000 24010
>< EmalRsal ><
»< Mnll *< FnudHI »< FnudHI Csp&l ><
>< BspWI >< Bbvl >< Bbvl >< BspWI >< MaeTAfal ><
TACAGTGTTG CCACCTOTGC TCACTGATSA TATGATTGCT GCCTACACTG CTGCTCTAGT TAGTGGTACT
24020 24030 24040 24050 24060 24070 24080
»>< Mholl
>< HinPlI
»< HinGl
»< Hhat
»< Haell
>< PnudHT >< Ksp6321
»>< Cfol >< EarT
>< FokI >4 BspWI >< BEaml104I
>< BbvT »>< Bspld3II
GCCACTGCTG GATGGACATT TGGTGCTGGC GCTGCTCTTC AAATACCTTT TGCTATGCAA ATGGCATATA
24090 24100 24110 24120 24130 24140 24150
Trudl >«
»< MaeIIl Msel »<
GGTTCAATGG CATTGGAGTT ACCCRARATG TTCTCTATGA GAACCARAAR CAAATCGCCA ACCAATTTRA
24160 24170 24180 24190 24200 24210 24224
Maell >«
> TELX >< Fnudfl
»< HinfI »< Bbvl >< Alul
CARAGGCGATT AGTCARATTC AAGAATCACT TACAACRACA TCARCTGCAT TCGGCRAAGCT GCAAGACGTT
24230 24240 24250 242640 24270 24280 24290
>< Trudl
>< Mael
>< Hpal >< Ddel
>< HindII >4 BsmI »>< Tru%l »< Tru9l >< Bfrl
»< HincII>< BscCl >< Msel »>< Msel >< Aluf

FIGURE 13. 56
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GTTAACCAGA ATGCTCRAGC ATTAAACACA CTTGITAAAC AACTTAGCTC TAATTTTGGT GCAATTTCAA

24300 24310 24320 24330 24340 24350 24360
> Thal
»< SpoTl
>< MruT
>< MuenI
>< BstUT >< TthEBSI
>< Bsp68l >< Tagl >< Rsal
»{ EeoRV  ><¢ Bsp501 >< Mnll >< Cepbl »>< Trull
> Beo3Zl »< Accil >< Mnll >< Acil>< REal >< Msel
GTGTGCTARA TGATATCCTT TCGCGACTTG ATARAGTCGA GGCGGAGGTA CARRTTGACA GGTTAATTAC
24370 24380 24380 24400 24410 24420 24430
»>< MaeIIl »< Bbvi < PnudHI Bbvl ><
AGGCRGACTT CAAAGCCTTC AALCCTATGT AACACHACAR CTARATCAGGS CTGCTGRAAT CAGGGCTTLT
24440 24450 24460 24470 24480 24490 24500
>< FnudHI »< HindIL
>< BEpWI >¢ Ddel »< HineIl
GCTBATCTTG CTGCTACTAR BATGICTGAG TCGTGTTCITG GACAATCARA AAGAGTTGAC TTTTGTGGAA
24510 24520 24530 24540 245590 24560 24570
> < HNspl
> < HNspHI
> < HlalIIl
»>< Maelll
»< MNlalIl < Maell
»< Mboll >< FoklX
»>< EFnu4Hl >< Bbsl Bzall ><
>< RCiIr< Bbvl >< RELIIX
AGGGCTACCA CCOTTATGTICC TTCCCACARRG CALCCCCGCA TGGTGTTGYIC TTCCTACATG TCACGTATCT
24580 24590 24600 24610 24620 24610 24640
< Serfkl
»< Mval
»<{ EcoRIT
»< EcLl36I
>< BstOI
>< BsSENI »< HinPlI
< HMnlI >< BslT »< HintI
»< DsaW»< Bsi¥I >< Hhal
»< BsiLl »< Haell
> BsaJI»< Hphl »< Cfol »< Nlalll
»< Bpyl >< Bspld3ll »>< BspHI EcoNL ><
GCCATCCCAG GAGAGGAACT TCACCACAGC GCOCAGCRATT TGTCATGAAG GCPAAGCATA CTTCCCTCGT
24650 24660 24670 24680 24650 24700 24710
=< MnlI
>< Bsll > Tru9l
»>< Bsiyl »>< Msel »< Mnll
GARGGTGTTT TTGTGTTTAR TGGCACTTCT TGSTTTATTA CACAGAGGAR CTTCTTTTCT CCACAAATAA
24720 247130 24740 24750 24760 24770 247806
»< Ddel »< Trud]
>< Bsmal »>< SEaNl
>< Sfcl >< Alw2él > Msel”iwl »<
TTARCTACAGA CAATACATTT GTCTCAGGAR ATTGTGATGT CGTTATTGGC ATCATTAACA ACACAGTTTA
24790 24800 24810 24820 24830 24840 24850
>< SaulAl
>< HNeell

FIGURE 13.57
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>< Mbol >< Plel > < Scal
>< DpnlIl >< Mnll > < Kspé32] > < Rsal
>< Dpnl >¢ Ddel >< Hinfl >< MbeoIl
>< BspAl >< BspWl > < EamliD4I *>< Cspél
»< Bspldldl >< Alul > < Barl s ¢ Alul > < Bfal > < Hphl
TGATCCTCTG CAACCTGAGC TTGACTCATT CAAAGAAGHEG CTGGACAAGT ACTTCAAARL TCATACATCE
24660 24870 24880 24890 24900 24910 24920
>< Sau3Al
»< Ndell
>< Mbol
>< MamI
>< Dpnll
»< Dpnl
»< BepAl
>< Bspld43r
»>< BgiBI »< Tru9l »>< HindII
»>< BsaBI >< Msel »< HinclI Aci »<
CCRGATGTTS ATCTTGGCGA CATTTCAGSC ATTAACGCTT CTGTCCTCAA CATTCAAARE GAAATTGACC
24930 24940 24950 24960 24970 24980 24930
>< Tru9l
> & TEIL
»< MnlI < Swal
>< Ecolil »< Msel
»< BslT > < Hinfl
»>< Mnll»< BsiYI »< Dral

EP 1 694 828 B1

GCCTCAATGA GGTCGCTAAA AATTTAARTG AATCACTCAT TGACCTTCAA GARATTGGGAA AATATGAGCA

25000 25010 25020 25020 25040 25050 25060
»< Styl
»< Pall
»< Haelll
< BooTldI
>< Ecol30l
>< BsuRl
»< BssTlI HLaITI »<
>< Tru9I>< Bshl MaelIl »<
> Msel »>< BsaJl »< BsEXI
ATATATTAAA TGGCCTTGGT ATGTTTGGCT CGGCTTCATT GCTGGACTAA TTGCCATCGT CATGGTTACA
25070 25080 25090 25100 25110 25120 25120
> < Sphi
> £ Pael
>< Spel > < Nzpl
> < Bmal > € NspHil
r< Mlalll > <& Mlalll
> < Mael >< MnlI>< Bbvl EFnudHI =<
ATCTTGCTTT GTTGCATGAC TAGTTGTTGC AGTTGCCTCA AGGGTGCATG CTCTTGTGGT TCTTGUTGCA
25140 25150 25160 25170 25180 25190 25200
>< Fokl
>< Ddel
>< Mall »< Flel»< Hinfl >»< Bsrl

AGTTTGATGA GGATGACTCT GAGCCAGTTC TCAAGGGTGT CAARTTACAT TACACATARA CGRACTTATG

25210 25220

25230

25240 25250 25260 252710
»< SaulAl

>< Ndell

»>< Mbol

»< Dpnll

> < Dpnl
FIGURE 13.58
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>< BspAL
* < Bspld43T
>< Bsgl >< Alwl > Bsrl BspHI >
GATTTGTTTA TGAGATITTT TACTICITGGA TCAATTACTG CACAGCCAGT AAAAATTGAC AATGCTTCTC
25280 252980 25300 25310 25320 259330 25340
»< Scal
>< HRsal
>< Cspbl > S5feT
>»< Afal < NlalITt < Acil »>< Mnll FokI >
CTGCAAGTAC TGTTCATGCT ACAGCAACGA TACCGCTACA AGCCTCACTC CCTTTCGGAT GGOTTGTTAT
253508 25360 25370 25380 25350 25400 25410
> < HinPlI
> < HinbI
>< Hhal Rmal ><
»< HaeII »< HinPlI Hhel »><
>< EcodIIT >< HinbI Mael ><
>¢ Cfol >< Hhal " FAu4HI >«
»< BspWl »< Bspl4a3iIl »>< CfoTl Alul »<
TEGCETTECA TTTCTTGCTG TTTTTCAGAG COCTACCARA ATAATTGCGE TCAATARMAG ATGGCAGCTA
25420 25430 2%440 25450 25460 25470 25480
>« EcoNI
> Bsll
» BsSiYI >< MaeIIl
>< Bbvi »>< Bsrl >< BbvI > < FnudHI Bovl »<
GCCCTTTATA AGGGCTTCCA GTTCATTTGS AATTPTACTGC TGCOTATTTAT TACCATCTAT TCACATCTIT
25450 25500 25510 25520 25530 25540 25550
Zsp2l ><
Ppul0l >«
> < SfcI »< HinP1T Nsil ><
>< Pstl >< HinéT >< Rsal . Mphll03r ><
> € FnudHI »>< Rhal >< Cspél EcoT2l2I ><
»< BspMI »< MnLI »< Cfol »< Afal »< ¥Mnll Bvalll ><
TCCTTETCGE TGCAGGTATG GAGGCGCAAT TTITGTACCT CTATGCCTTSG ATATATTTTCS TACAATGCAT
25560 25570 25580 25590 25600 25610 25620
> Sfanl
>< Nspl
>< NSpHI
>< NlaIII >»< SfaNl
CARCGCATGT AGAATTATTA TGAGATGTITG GCOTTTGTTGG AAGTGCAAAT (CAAGAACCC ATTACTTTAT
25630 25640 25650 25660 25670 25680 25690

>< BspllOT]l
»< Acel Maelll ><
GATGCCAACT ACTTTGTITTG CTGGCACACA CATAACTATG ACTACTGTAT ACCATATAAC AGTGTCACASG

25700 257190 25720 25730 2574% 25750 25760
> Mboll
»< HphI BStXI »<
> Munl »< Maelil >< MasIIl »< Beos7L >< BbsI MnlI >
ATACAATTGT CGTTACTEAA GGTGACGGCA TTTCAACACC ARAARACTCARA GAAGACTACC BAATTGGTSG
25770 25780 25780 25800 25810 23820 25830
»< Rsal
» < NlaIrr
»< Hphr
»< Tru9l >< Tthllli>< Cspbl
»< bdel >< Ddel >< Mselr»< Aspl >< hfal
FIGURE 1359
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TTATTCTGAG GATAGGCACT CAGGTGTTAR AGACTATGTC GTTGTACATG GCTATTTCAC CGAAGTTTAC

25840 25850 - 25860 25870 25880 25890 25900
Tru9l ><
> < Hinfl>< Plel »< Bscl Msel »><
>< Alul »<¢ Accel ¢ SEel  >2 AluwNY >< Mbholl HindIIl >
TACCAGCTTG AGTCTACACA AATTACTACA GACACTGGTA TTGAARAATGC TACATTCTTC ATCTTTAACA
25910 25920 29930 25940 23920 25960 25970
> «£ TthHEBI
»< TruSl » < Taql »>< Kspb3zI
»>< Msel > < MboIl >< Barl BspWI ><
>< Alul »< EcoS7l »< EamllQ4T AlwI ><
AGCTTGTTAAR AGACCCACCG AATGTGCAAA TACACACAAT CGACGGCTCT TCAGGAGTTG CTAATCCAGC
25930 25990 26000 26010 26020 26030 26040
>< Xholl
»>< SaulAl
»>< NlaIVv
>< Neell
< MELT
>< Mhol
>< DpnIl
> DpnI
>4 Bstyl
> BstI
»< BsphAl
»< Bspl43f Bsal ><
»< BseBI >< fmal Cspbl »<
>¢ BamHl >< AlwI »>< Mael Afal ><
BATGGATCCA ATTTATGATG AGCCGRCGAC GACTACTAGC GTGCCTTTGT AAGCACAAGAR AAGTGAGTAC
26050 26080 26070 26080 26080 26100 26110
» < Tru9i
>< Rsal
> < Mzel
. ¥< tholl
> < Rezal >< Maell »>< Rsal
»< Capbl »< CspbT >< TruBI »>< Cspbhl
> < Afal >< Afal > Msel >¢ Afal
GAACTTATGT ACTCATTCGT TTCGGAAGAA ACAGGTACGT TAATAGCTTAA TAGCGTACTT CTITTTCTTG
26120 26130 26140 261350 26160 26170 26180
»>< TthHBBL
>< Tagql
»< Rmal »>< HinPlI » < Rsal
> < Maelll »>< HinbI FnudHL ><
»< Mael >< Bmal »< Hhal >< Cspbl
»< Fokl >< Mael >¢ Cfol »< Bbvl > < Afal
CTTTCGTGGT ATTCTTGCTA GTCACACTAG CCATCCTTAC TGCGCTTCGA TTGTHTGCGT ACTGCTGCHRA
261%0 26200 26210 26220 26230 26240 26250
»< Tru9l
>< Tru9l »< Thal
< Msel >< Menl
»< Sspl »>< Maell »< Msel
>< Hpal >< BstUI Ksp6321 >
>< HindIL »< Maell < Bepd0l »>< MboIl Earl »
>¢ HinelT »< AccT »< dccll Eaml1G4T =
TATTGTTAAC GTGAGTTTAG TAARACCRAC GGTTTACGTC TACTCGCGTG TTAARRATCT GAACTCTTICT
26260 26270 26280 2629¢ 26300 26310 26320

FIGURE 1360
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>< Sau3Al
»>< NedeIl
>< Mbol
»< Dpnil
>< Mboll>< OpnI
& ¥mnl >< BspAI> < EcoS7I >< Tru9l
»¢ Asp700I>< Bspld3l >< Msel
GAAGGAGTTC CTGATCTTCT GGTCTAAACG AACTARACTAT TATTATTATT CTGTTTGGRA CTTTAACATY
26330 26340 26350 26360 26370 26380 26390
>< BgrIfl
>< Mval
»>< EcoBRII
»< Bcll3el
»< DsaV  NlalV ><
»< Rzal >4 Bst0X
»< Mnll »< Trudl »< BstNI Bmal »<
»<¢ Cspel < Msel > BsiLl Magl ><
> < N1aIit >< Afal > < Alul >< ApyIBscBI ><
GCTTATCATG GCAGACAACGE GTACTATTAC CGTTGAGGAG CTTAMRACARLAC TCCTGGAACE ATGGAARCCTA
26400 26410 26420 26430 20440 26450 26460
»>< ScrFi
»< Rmal
=< Mval
»< Mael
»< EcoRIT
=< Belll6l
> Dsav
>< BstOI
»< BsENI
»< BsiLI

»< apyl  »< MaeIll
GTAATAGGTT TCCTATTCCT AGCCTGGATT ATGTTACTAC AATTTGCCTA TTCTAATCGG BACAGGTTIT

26470 26480 26490 26500 26510 26520 26530
< Pall
< Msel
» Mnll >»< MaelIl
»>< HaellIl
»< Bael
»< BsuRl
>< Bsrl
»>£ Rsal >< BspWI
>¢ Cspbl >< HindITTI . >< Bshl
> Afal »< Alul >< Ball >< BbvI FnudHI ><
TGTACATAAT AAAGCTTGTT TTCCTCTGGS TCTTGTGGCC AGTAACACTT GCTTGTTTTG TGCTIGCTGC
286540 265%0 26569 26%70 26580 26590 26600
*>< Vspl
>< Tru9l
>< Msel >< fphl
»< Sfcl  »< Asnl »< Bsri

> Accl »< Aselr»< Maelll>»< Acil
TGTCTACAGE ATTAATTGGSG TGACTGGCGG GATTGCGATT GCAATGGCTT GTATTETAGG CTTGATGTGG

26610 26620 26630 26640 26650 26660 26670
>< Espl
?< BecosilL
»< Ddel
»>< Celll >< Rsal
>< Bpull02rl »>< Cspbl

FIGURE 13.61
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»< Bfrl »< Afal
>< Alul »¢ Acil MboIl >
CTTAGCTACT TCGTTGCTTC CTTCAGGCTG TTTGCTCGTA CCCGCTCAAT GTGGTCATTC AACCCAGAAR
26680 26690 26700 26710 26720 26730 26740
»¢ SorFl
»< Neil
>< Mspl
»< Hpall
>< Hapll
»< DsaV>< Moll
»< BslI
»¢ BslYI
»< Bsadl »< Munl > < Xomi
=< Benl »>< Maelll >< Bgil >< Nlalll
CAPACATTCT TCTCRBATGTG CCTCTCCGGG GGACAATTGT GACCAGACCG CTCATGGABR GTGARCTTGT
26730 20760 26710 26780 26790 26800 26810
Trudl »><
Sinl >
Sau%el »
PpuMl >
HsplIvV >
Msel =<
»>< MaeTII
>< Sauldal > < fmal »< Haell
>< Ngell >< Pall > < Mael EcalOl08I »
>< Mbol >< Mspl »< HinPlIEcoq7X >
»< Fbal > Hpall »>¢ StyI»< Hingkl Drall >
>< Dpnll »< Hapll »>< EcoTl4I CLrl3l >
»< Opnl > Haelll »< Beol3Ql»< Bsplaldll
>»< BspAI >< Gdill >< BssT1I BsiZl »
>< Bspld3l »< Eael »>¢ BsaJl Bmal§I >
»>< BsiQl »>< Basufl »< BlnI >< Hhal AvalIl »
>< Bell >< Maelll >< Bshil »>< BAvrell »< Cfel Asul >
CATTGGTGCT GTGATCATTC GTGGTCACTT GCGRATGGCT GGACACTCCC TAGGGCGCTG TGACATTAAG
26820 26830 26840 26850 268480 26870 26880
> Sau3al
»< NdeIl
>4 Mbol
>< Dpnll
»< Dpnk
>< Pssi »>< BspblI
»>< Psp5IT »< Bsphl >< Kmnl
>< HspHIT >< Bspldll >< Rsp?00I > < Hgal Fnudil ><
GACCTGCCAR BMAGAGATCAC TGTGGCTACRE TCACGRACGCT TTTCTTATTA CARATTAGGR GCGTCGCAGC
26490 26900 26810 26920 26930 26940 26959
»¢ TELII
>< Hinfl
>< Bhvl > < Trudl
>< BbvI >< FnudHI >»< Acil > < Msal
GTGTAGGCAC TGATTCAGGT TTTGCTGCAT ACAACCGCTA CCGTATTGGA AACTATAAAT TAARATACAGA
26960 26970 26980 269380 273000 27010 27020
>< Mspl *< Rsal
>< Hpall >< Bmal
>< Hapll »< Cspél
»< CEfrlDI »< Mael>»< Begl HindiI »<
>< Begl/a >¢ Sspl =< Afal »< MaeIll HingIl »<

FIGURE 13.62
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CCACGCCGGT AGCARCGACR ATATTGCTTT GCTAGTACAG TAAGTGACAA CAGATGTTTC ATCTIGTTGA

27030 27040 27050 27060 27070 27080 27080
»< ScrFl
»< HWval
> MaslIll
»< EcoRII
< Rell1361
»< DsaVv
»< BstOlL
»C BsteNI
»< BsiLl »< TELL
>< ApyI >< Mnlkt HinfI ><
CTTCCAGGTT ACAATAGCAG AGATATTGAT TATCATTATCG AGGACTTTCA GGATTGCTAT TTGGAATCTT
27100 2711¢ 27120 27130 27140 27150 27160
»< BsmAl »< Tru9l > < Mnll
>< Maell >< Alw2éel >< Msel >< Ddel >< MboLl
GACGTTATAA TAAGTTCART AGTGAGACAA TTATTTAAGC CTCTAACTAR GARGAATTAT TCGGAGTTAG
27170 271B0 27190 27200 27210 27220 27230
»< Ksp6321
>< Mboll >< Barcl
»>< Mboll > HlalllEamll04I ><
ATGATGAAGA ACCTATGGAG TTAGATTATC CATAARRCGA ACATGARAAT TATTCTCTTC CTGACATTGA
27240 27250 27260 29270 27280 27290 27300
* ¢ Bsal »>< Rsal
»< Cspbl >< Csp6l
> ¢ Rlul >< Mnlt > < Afal »< Afal
TTGTATTTAC ATCTTGCGAG CTATATCACT ATCAGGAGTG TGTTAGAGGT ACGACTGTAC TACTAAALAGH
27310 27320 27330 27340 27350 27360 27370
>< MnlE >< Hphl »>< #Hphl »>< Mnll
ACCTTGCCCA TCAGGAACAT ACGAGGGCAA TTCACCATTT CACCCTCTTG CTGACAATRA ATTTGCACTA
27380 21390 27400 274190 27420 27430 27440
Sau3Al >
» < Pwull
> € Psp5l
» <« NspBIX
»< TEhHBSI NdeII >
>»< Tagl Hbol >
>4 Rsal »< FoudHl
>< Cspbl DpnIl >
>< Bmal »>< Bbvl BspAIL >
< Mael »< Rfal » < Alul
ACTTGCACTA GCACACACTT TGOTTTTGCT TGTGCTOACG GTACTOGACE TACCTATCAG CTGCGTGCRA
27450 27460 27470 27480 27490 27500 27510
> Sstl
*»< Scul
> Sacl
>< Hspll
#< HgiAl
>¢ Eco2dI
» ¢ Ecll36iI
>< BspWl
»< Bspl2B61
>< BmyI
> Hphl >« BanIl
>< Dpnl >¢ Moll < AlwZlr
FIGURE 13. 63
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»< Bspld3l >< Mnll
GATCAGTTTC ACCRAARCTT TTCATCAGAC AAGASGAGGT
27520 27530 27540 27550
>< Bmal »< Trudi
< Maal =< Mgal
>< FnudRl >< Hphl
CATTGTTGCT GCTCTAGTAT TTTTAATACT TTGCTTCACC
27590 27600 27610 27620
»< Tiewdl
>< Msel
CTTTAATTGA CTTUTATTIG TGCTTTTTAG CCTTTCTGCT
27660 276790 27680 27690
»< ¥hell
=< ¥bhal
> < SccFl
>< SauldAl
>2 Bmal
< NdelII
> < Mwval
> MELI
=< Mhol
»><¢ EeoRII>< Mael
> < Bcll3el
»>< Dpnll
> Dpnl
»< BSEYT
> < BstOl
> € BsENI
>< TthHEZI >< BspAl >
>< DsaV>< Bspld3I
> < BsiLI »<
>< Tagl > < Apyl > < Alwl >
TTCGTTTTCA CTCGAMATCC AGGATCTAGA RGAARCCTTGT
27730 27740 21750 27160
>< Ndel
ATTGTTTTIGA CTTGTATTTC TCTATGCAGT TGCATATGCA
27800 27810 27420 27810
>4 ¥holl
»>< SAU3AlL
*< HNdelIl
> < Mnll
>¢ ME1I

> £ AluT BbvwI »<
TCRACARGAG CTCTACTCGC CACTTITTCE
27560 27576 27580

Sstl

Sdul

Sacl

NspIlL

HgiAl

Eco2d[
Ecll36IL »<

Bspl2B6I ><

Boyl ><

Banll ><

»< Tru9l Alw2ll »<

> Msel Blul ><

ATTRAGRGRA AGACAGRRTG AATGAGCTCR
27610 27640 27650

<
P
¢
>
»<
5L

»>< Trudl

>< Mzel
ATTCCTTGTT TTAATABATGC TTATTATATT
27700 27710 27120

< Rsal

»< Mholl

Cspbl

< Afal >4 Mlalll

ACCARAGTCT ABARCGRACAT GAAACTTCTC
277140 27780 277190

*»< HinPlI
>< HinéI
»< Hhal
>< Asal >»>< Haell
»< Sf¢l »< EBgeqlIIl
»< Csp6l>< Cfol SfaNI >«
>< Afal »< Bsple3IT
CTGTAGTACA GCCCTGTGCA TCTAATARAC
278490 27850 27860

FIGURE 1364
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»< Mbol
>< Dpnll

>< Dpnl »>< Rsal
>< BstYl >< Mhell

>< NlalTI>< BspAl
>< Alwl >< Bspl43l

»< Cspbl >< Rmal
»>< Afal »< Mael

CTCATGTGCT TGAAGATCCT TGTAAGGTAC AACACTAGGG GTAATACTTA TAGCACTGCT TGGCTTTGTG

27870 27889 2789390 27900 27910 27920 27930
»>< Sgul
»< FRmal
>< Nspll
»>£ Mael
»< HglRT
>< Bspl2Bel >< Msplk
S Byl >¢ MspHI
> BlwZll > MLATITI  »< Maelll
CTCTAGGARA GGTTTTACCT TTTCATAGAT GGCACACTAT GOTTCAAACA TGCACACCTA ATGTTACTAT
27940 27950 27960 27970 27980 27930 28000
» < Kholl
> < SauldAIl > < Van9ll =< Rgal
>< Pvull >< Hlalv
>< Pap5l »>< Kpnl »< NlalIl
> < NdeIl > < PELMI >< Ecobdl »< MaeIIl
> < MELT»< NapBIT »€ CspRI>< Hphl
> < DpnlIl >< HinPll »>< BscBI »< Bcooesl
»< Bspld3l >< Hin€l >< BanI >< BspHI
> < BstY¥YI > < Bsll »>< Hhal >< Rmal >< Asp7l8 >< Beco9ll
> € BspAl > < BsiYip< Cfol >< Mael >< Afal >< BSEPI
> < MboIr< Alul>x< BspWI »< BspWI >< AccBLI »< BstEIR
>¢ Alwl >< Dpnl > < AccB7I >< Blul >< BeeBSI »< Bbvl
CBACTGTCAR GATCCRAGCTG CGTGGTGCGCT TATAGCTAGE TGTTGGTACC TTCATGRAGG TCACCAAACT
28010 28024 2B030 28040 28G54 28060 28070
> Binlk
»< 3au96I
< HNsplV
NspHII ><
Hlalv ><
> Bcod7I
>< CErlll
>< Rsal > Baifl
>< FnudRI »< Maell BscBI ><
>< Bsp3l >< CspbI '>< Tru$i >< Bmel8I
»>< BsmhAl > BsmBI »>< Msel »< Trufl »>< Bvall
>C Alw26] »>< Afal »< Dyral >< Mzel >< Asul
GCTGCATTTA GAGACGTACT TGTTGTTTTA AATAAACGAA CAAATTAAAA TGTCTGATAR TGGRCCCCAR
28080 28030 28100 289110 28120 283130 28140
> Sink
»< Sauv%e6l
< NeplV
> MspHIL
>< Nlalv
»>< Ecedil
»>< CEri3l
>< Sdul >< Bsili
»< Nspll »< BscBI
»>< Bspl2B61 »< Bmel8I
»< Bmyl ><¢ Avall »>< TIil
< Maell >»< Acil »< Asul >< Hinfl >< MnlI

FIGURE {3.65
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TCAARCCRAC GTAGIGCCCC CCGCATTRCA TTTGGTGGAC CCACAGATTC AACTGACAAT AACCAGAATG
28150 28160 28170 208180 28190 28200 28210

»< HinPlY »< Styl
>< Haell

> € Pall >< HinsI ><& EcoTldI

» < HaelIll *< Hhal»>< Ecol3DI

>< BspWL >< BssTlI

> < BsuRI ><¢ Bepld3II
»< Hgal> < BshI »< Cfolr< Bsadl »< Hgal

GAGGACGCAR TGGGGCRAGG CCRAAACAGL GCCGACZCCCA AGGTTTACCC AATBATACTG CGTCTTGGTT
28220 28230 28240 28250 28260 28270 23280

»< TehHBBT
» < ScrFl
»< Pall
>< PaeR71
<t NspITIL
> < Mwal
>< Haelll
>¢ EcoRII
»< Eco8BI
»< Khol » < Ecll13sI
=< Dga¥
>< BsuRE
< 51lal » < BstOL
¢ MnbIx>< Tagl> < BsiNL
»< Ccrl » < BsiLI
< HinfI >< Bshi
»>d Tfil»< Beol»< BsaJl
< Moll »< Ddel < Avel » < Apyl
»¢ Alul >< Ddel > < MlaIll »>< Bfrl >4 Amal7l >< Mnll
CARCAGCTCTC ACTCAGLATG GCAMGGAGGA ACTTAGATTC CCTCGRAGGCC AGGGCGTTCC ARATCARMCRCC

208290 28300 28310 28320 28330 28340 28350
»< §ind
>< Saudel
>< NsplV
> HWspHIL
>< BeodTI
> CEel3l
>< BsiZl
>< BmelBI > < Kap&32}
> Avall > < Eamlledi
< Asul > < Barl 7 < Alul»< Mboll >< Magllil
AATAGTGGTC CAGATGACCA AATTGGCTAC TACCGRAGAG CTACCOGACG AGTTCOTLOT GOTGACGGCA
28360 28370 2B3E80 28390 25400 28410 28420
»< Sstd
»< Sdul
»>< Sacl
»< NspLl
»< HgiAl
-2 Bsp[
>< Ego241 >¢ Sau%sl
>< Bell36Il > Seyl >< Pall
>< Ddel »< Rmal > NsplIV
>< Cel)IL >< Mael =< HaeIll
>< Bspl2gel »¢ EcoTld4l »>< CEfrl3i
> Bpull02I »¢ Ecol30l >»>< BsuRI
»< Bmyk »>< BssTiI > < Bscl
»< BanIT »>< Rsal >< Bsadl > BSiZT

FIGURE 13. 66
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»< Alw211 >< Csp6l >< Bink >4 BshI>< HindIII
>< #phI »< Alul >< Afal >< AwrII  »< Asul >< dlut
ARATCGARAGA GCTCAGCCCC AGATGGTACT TCTATTACCT AGGAACTGGC CCAGAAGCTT CACTTCCCTA
28430 26440 28450 28460 28470 28480 28490
»< HinPil
»< Hin6L
»< Hhal
>< HaeIl
s< Cfol > € Mnll »< NiaIV
> Bspld3IT »< SfalNl »< Ddel »< BscBi
CGGCGCTAAC ARRGAAGGCA TCGTATGGGT TGLAACTGAG GGAGCCTTCA ATACACCCAA AGACCACATT
28500 28510 28520 28530 28540 28550 28560
»< Hialv
»>< Eco64dl
»< BscBI
>< Banl
»< Acil
»< BeceBll »>< Bbvl »>< FnudHI >< MnlL
GGCRCCCGCA ATCCTAATAA CARTGCTGCC ACCGTGCTAC RACTTCOCTCA AGGAACAACA TTGCCAAARG
28570 28580 28580 28600 28610 28620 28630
*< Thal
>< Mnll
»< Maell >»>< Mvni
>< MnlY BstUI ><
>< Fnud#l »< Kspb32I Bspo0I »<
>< BspWI >< Barl »>< BsaAI>»< Acil
>< MnlI >< Mnll »>< BEil>< Mboll »¢ Eamli04TI AccIl ><
GOTTCTACGC AGAGGGRAGC AGAGGCGGCA GTCARGCCTC TTCTCGCTCC TCATCACGTA GTCGUGGTAR
28640 28650 28660 28670 28680 28690 28700
»>< SerFI
»< Mval
»>< EgoRII »>< TthHBET
»>< Ecll3aT »>< Rmal
»>< DzavV>< Fnu4HI »< Mhel
»< BstOI >< Mol
>< BstNI >< Mael
>< Bsill > < BspHI
>< ApyTl »>< Bbvl »< Tagl »< AciI
TTCAAGRAAT TCAACTCCTG GCAGCAGTAC GGGAAATICT CCTGCTCGARA TGGCTAGUGG AGGTGGTGRA
28710 28724 28730 28740 28750 28760 28710
> ¢ Thal
> < Mvnl
>< HphI >< Mnll
> <« HInPLlI
> < HiIn6I
»< Hhal
> < BstUL »>< Rmal Pall >«
> < BspS0I »< Mael laelll »<
>< BvlI »< Cfel»< FaudHI BsuRI »<
> < Aecll>< BspWI . »< Alul BshI ><
ACTGCCCTCG CGCTATTGCT GCTAGACAGA TTGAACCAGC TTGAGAGCAA AGTTTCTGGT AAAGGCCAAC
28780 28790 28800 28810 28820 28830 28840
Rsal ><
> ¢ Pall»< MaelIll >< Mnll
> < Haeglll >< FnudBl Maell ><
> < BsuRT >< Ddel >< Ddel Cspbl ><

FIGURE 13.67
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» < BshI > < Bbvl >< Mnll >< BspWI »< Sfail Afal ><
BACAACAAGG CCAAACTGIC ACTAAGARAT CTGCTGCOTGA GGCATCTAAR AAGCCTCGCC AARARRCGTAC
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