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A. Notificador

1) Nombre vy titulacion del responsable de la notificacion:

Prof. Juan Carlos Lacal Sanjuan
Profesor de Investigacion (CSIC).

2) Centro, Institucion o Empresa:

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB)
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)

3) Domicilio:
Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC)

Campus Universidad Autonoma. Cantoblanco
28049-Madrid

4) Persona de contacto:

Fernando Usera Mena
Responsable del Servicio de Proteccion Radiologica y Seguridad Bioldgica

Tel: 915854541
Fax: 915854506
Correo electronico: fusera@cnb.uam.es

PLAZA DE SAN JUAN DE LA CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.63.70

FAX.: 91 597.59.31



Instalacion donde se va a desarrollar la operacion de utilizacion confinada (si
previamente ha sido comunicada para este tipo de operaciones):

Fecha de comunicacion de la notificacion relativa a la instalacion:
7/03/01
Numero de Notificacion:

AJES/00/1-8

Informacion sobre el personal y su formacion (Titulacion y experiencia en el

sector):

Responsable de la actividad de utilizacion confinada objeto de la notificacion:

Prof. Juan Carlos Lacal Sanjuan, jefe del laboratorio 35 del CNB
Profesor de Investigacion del CSIC (con 22 anos de antigiedad como funcionario del
CSIC)

Responsables de la vigilancia y/o control (sélo en el caso que sean diferentes que los
notificados para el caso de las instalaciones):

Fernando Usera Mena, Doctor en Ciencias. Investigador Titular de Organismos Publicos
de Investigacién. Responsable del Servicio de Proteccion Radiolégica y Seguridad
Bioldgica del CNB desde 1993.

2 Ministerio
de Medio Ambiente



DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:

Construccion segura de un lentivirus recombinante defectivo basado en el ViraPower™
Lentiviral Expression System (INVITROGEN # K4950), utilizando el vector pLenti6/V5
Directional TOPO® (INVITROGEN # K4955), que infecta células humanas, con objeto
de expresar oncogenes en lineas celulares humanas y estudiar su efecto.

2) Clasificacion de la actividad conforme al articulo 5 y Anexo Il de la Directiva 98/81/CE y
Decisién de la Comision 2000/608/CE, de 27 de septiembre:

Las operaciones relacionadas con esta solicitud se clasifican como de Actividad Tipo 3
(actividad de alto riesgo en la que el grado 3 de confinamiento es suficiente para proteger
la salud humana y el medio ambiente).

INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR O PARENTAL DEL CUAL SE DERIVA
EL OMG

1) Nombre cientifico:
Vector de expresion lentiviral: pLenti6/V5-TOPQO® (#K4950-10, INVITROGEN); Variante

del Human Immunodeficiency Virus (HIV-1)

Taxonomia: Retroviridae; género Lentivirus.

Nombre comun: Lentivirus

2) Descripcion de los métodos de aislamiento y de identificacion.
a) Técnicas de aislamiento:

En nuestro caso utilizaremos como vector de expresion lentiviral, el pLenti6/V5-D-
TOPO® (#K4955-10 INVITROGEN).
Los lentivirus producidos al transfectar los vectores (procedentes de la variante de HIV-1) en
células empaquetadoras 293FT, generan particulas viricas, que infectan células de mamifero,
incluidas las humanas.

El sistema funciona de la siguiente manera: la informacion genética de la cepa de lentivirus a
utilizar esta dividida en tres partes, para dificultar al maximo que el virus se reconstituya
espontaneamente fuera de la célula a infectar o incluso dentro de ella. De hecho, son
necesarias tres recombinaciones para generar el virus completo, lo que es altamente
improbable, y ademas esta posibilidad nunca ha sido reportada. Los vectores contienen las
secuencias de regulacion y empaquetamiento del virus por separado, mediando la expresion
de las restantes proteinas necesarias para producir particulas viricas infectivas: polimerasa,
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integrasa (codificadas por el gen pol), proteinas de la capside (codificadas por el gen gag) y
proteinas de la envuelta del virus que conferira el tropismo viral deseado, en este caso
humano (codificadas por el gen env).

Por tanto, la informacién genética de la cepa de lentivirus a utilizar es la siguiente:

1) Deleccion en la LTR 3’ que inactiva el lentivirus: una vez transducido e integrado en el
genoma de la célula diana, el virus pierde la capacidad de producir nuevas particulas
infectivas.

2) Contiene unicamente tres genes del HIV: gag, pol y rev.

3) Emplea la envuelta del VSV-G en lugar de la del HIV.

4) Los genes que codifican los componentes estructurales para empaquetar el genoma virico,
estan repartidos en 4 plasmidos, que no contienen regiones de homologia entre si, para evitar
recombinaciones que generen particulas viricas competentes. (Dull et al. 1998)

5) Ninguno de los plasmidos integrantes del sistema contiene secuencias empaquetadoras, lo
que significa que ninguno de los genes estructurales del HIV esta presente en el genoma
virico empaquetado.

6) La expresién de gag y pol es rev-dependiente, por la presencia de HIV-1 REE en el
transcrito gag/pol. (Dull et al. 1998).

Se adjunta informacién del proveedor comercial del sistema de expresion lentiviral ViraPower
Lentiviral Direccional TOPO Expresion Kit (Invitrogen) donde se refleja que la produccion y
transduccién viral con este material conlleva un nivel de Bioseguridad (BL2) de acuerdo a las
directrices marcadas por el Center for Disease Control (USA) (Anexo 1).

Como célula empaquetadora se utilizara la linea celular humana 293FT, derivada de la linea
celular Hek293T.
Es importante destacar que los lentivirus producidos por estas células empaquetadoras pueden
infectar a células de mamifero; sin embargo, el virus no puede multiplicarse en la célula infectada
para generar mas virus, puesto que la célula infectada carece de los genes pol, gag y env, que
codifican /as proteinas necesarias para que el virus se ensamble y sea infectivo.

b) Técnicas de identificacion:

Las células empaquetadoras 293FT, que se obtendran de Invitrogen (N° de catalogo:
R700-07), estan genéticamente modificadas portando el plasmido
pCMVSPORT6TAg.neo, derivado del pasmido pUC.

Asimismo, el plasmido lentiviral pLenti6/V5-D-TOPO se comprara a Invitrogen (n°
catalogo K4950-00).

Este plasmido se chequeara mediante digestiéon con enzimas de restriccion. Ver mapa en
ANEXO 1.

¢) Marcadores genéticos:

pLenti6/\VV5-D-TOPO:
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5)

CMV Forward: 5-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’
V5(C-term) Reverse: 5-ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3"
Primers para secuenciar el plasmido. Ver secuencia en ANEXO1.

d) Marcadores fenotipicos:

pLenti6/V5: seleccidn bacteriana con Ampicilina y seleccion en células de mamifero
con Blasticidina.

e) Estabilidad genética:

La estabilidad genética de la célula empaquetadora comercial y del plasmido lentiviral que
se va a utilizar es alta.

Posibles modificaciones genéticas anteriores:

Todas las necesarias para generar el sistema:

- Generacién de un vector lentiviral que contiene las secuencias de regulacion y
empaquetamiento del virus (psi) por separado.

- Transfeccién en una célula HEK-293FT con vectores de expresion que contienen las
restantes proteinas necesarias para producir particulas viricas infectivas: polimerasa,
integrasa (codificadas por el gen pol), proteinas de la capside (codificadas por el gen gag)
y proteinas de la envuelta, que conferira el tropismo viral deseado, en este caso
humano (codificadas por el gen env).

¢, Se considera patégeno el organismo receptor o parental?

SI L] NO [X

En caso afirmativo, especificar para qué clase de los organismos (seres humanos,
animales, plantas) se considera patégeno este organismo, vivo o muerto, y/o sus
productos extracelulares:

No aplica

Si el organismo receptor o parental es patégeno para los seres humanos, especificar el
grupo de riesgo asignado de acuerdo con la legislacion comunitaria existente, (en
particular la Directiva 2000/54/CE) o segun otros sistemas de clasificacion nacionales o

internacionales (OMS, NIH, etc.):

Al no tratarse de un patégeno, debe considerarse perteneciente al Grupo de Riesgo 1; sin
embargo, el CNB asigna todos los vectores lentivirales al Grupo de Riesgo 2.

a) ¢De que modo se manifiesta la patogenicidad?
No aplica.
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8)

b) En el caso de cepas no virulentas de especies patdgenas: ¢es posible excluir la
reversion a la patogenicidad?

sl X NO [

Porqué: Porque las modificaciones generadas para desarrollar los virus hacen que la
regeneracion del virus original sea practicamente imposible.

La cepallinea celular receptora o parental: ;esta libre de agentes biolégicos
contaminantes?

Si, porque se trata de un preparado comercial previamente purificado, que garantiza la
ausencia de agentes contaminantes.

Experiencia adquirida en relacidén con la seguridad en la utilizacién del organismo
receptor:

Experiencia general en técnicas de Biologia Molecular y Celular. Ademas en el grupo de
investigacion solicitante se cuenta con una experiencia de 20 afios referida a la
manipulacion de fragmentos de DNA con capacidad oncogénica.

Informacién sobre la capacidad de supervivencia y de reproduccion en el medio
ambiente:

a) ¢ El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo?:

Ni el plasmido lentiviral ni las células empaquetadoras son capaces de sobrevivir fuera de
las condiciones de cultivo.

Respecto al virus, conviene resaltar que se trata de un virus recombinante defectivo, que
no se encuentra en el medio ambiente, y que en el caso de que saliera del laboratorio e
infectara un organismo, no seria patdégeno por estar altamente atenuado y sin capacidad
de replicacion.

En caso afirmativo:

b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:

i) esporas []
i) endosporas []
i) quistes ]
iv) esclerocios [ ]
V) esporas asexuales (hongos) ]
Vi) esporas sexuales (hongos) ]
vii) virus ]
viii) Otros, especifiquese:
No aplica
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10)

11)

c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:

El plasmido lentiviral es un fragmento de ADN sin vida propia. No pueden por tanto
sobrevivir en ningun sistema. Las células empaquetadoras tampoco pueden vivir fuera de
las condiciones de cultivo del laboratorio.

El virus creado en la célula empaquetadora se inactiva, ademas de por la radiacion
ultravioleta, por agentes quimicos como detergentes, hipoclorito, etc.

La capacidad de supervivencia del lentivirus en el medio ambiente esta muy limitada, ya
que al tratarse de un virus defectivo y no replicativo, no puede propagarse en organismos
huésped.

d) Posibles nichos ecoldgicos:

El plasmido lentiviral es un fragmento de ADN sin vida propia.

Las células empaquetadoras no sobreviven fuera de las condiciones de cultivo.

En caso de escape del laboratorio del lentivirus recombinante defectivo, la cantidad seria
minima, ya que se trabaja a muy baja concentracién, por lo que seria muy dificil que el
virus se propagara e infectara a ningun organismo. Ademas, la capacidad de
supervivencia del lentivirus en el medio ambiente es muy limitada, pues al tratarse de un
virus defectivo es incapaz de propagarse en organismos huésped.

f) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

No aplica

Efectos posibles sobre el medio ambiente:

a) Implicaciones en procesos ambientales (p.e. fijacién del nitrégeno o regulacién del pH
del suelo):

Ni el plasmido ni las células empaquetadoras que se van a utilizar se encuentran en el
medio ambiente, y es completamente improbable su salida del laboratorio.

Igual razonamiento se aplica a los virus que se generen, ya que no saldran del laboratorio,
y ademas son defectivos; por tanto, no se esperan efectos en el medio ambiente.

b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:
Ni el plasmido ni las células empaquetadoras que se van a utilizar se encuentran en el
medio ambiente, y es completamente improbable su salida del laboratorio.

Lo mismo ocurre con los virus que se generan que no saldran del laboratorio, y ademas
son defectivos; por tanto, no se esperan efectos en el medio ambiente.

Distribucion geografica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo
receptor:

No aplica
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12)

Habitat natural del organismo:

No aplica

INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

1)

2)

3)

Nombre cientifico: DNA de Homo Sapiens
Taxonomia: Orden: Primates; Familia: Hominidae

Nombre comun: Hombre

Tipo de material genético utilizado para la transformacion:

cDNA (DNA complementario) al genoma de Homo Sapiens correspondiente a los
siguientes genes:

Colina quinasa alfa wt (ChoK-alpha)
Colina quinasa beta wt (Chok-beta)
RhoA wt

RhoA QL (mut)

Rac1 wt

Rac1 QL (mut)

Cdc42 wt

Cdc42 QL (mut)

Rnd1 wt

Rnd2 wt

Rnd3 wt

Rock1 wt

Rock1 A3 (mut)

Rock1 KD (mut)

Funcion prevista del material genético utilizado en la modificacion genética:
Nuestros experimentos buscan investigar la funcién de las proteinas codificadas por estos

genes. Estudios previos han demostrado que pueden estar implicadas en la
transformacion cancerosa o en la proliferacion celular.

¢,Es patégeno o nocivo de cualquier otra forma (incluidos sus productos extracelulares) el
organismo donante, vivo o muerto?

Sl ] NO [X

a) En caso afirmativo, especificar para que organismos:
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i) seres humanos
ii) animales
i) plantas

.

No aplica.
b) ¢De que modo se manifiesta la patogenicidad?:
No aplica

c) Las secuencias insertadas: ¢estan implicadas de alguna forma en las propiedades
patdégenas o nocivas del organismo?

No aplica

5) ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?

No.

V. INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

1) Tipo de modificacion genética:

a) Insercion de material genético
b) Delecion de material genético
c) Sustitucién de bases

d) Fusién celular

e) Oftros, especifiquese

I

2) Finalidad de la modificacion genética:

Generar un lentivirus (que previamente ha sido atenuado in vivo) con el fin de transducir
los genes en estudio en células de mamifero.

3) Método utilizado para llevar a cabo la modificaciéon genética:

Los transgenes se introduciran mediante técnicas de CLONAJE en el vector pLenti6V5
(Invitrogen # K4950-00), que contiene la secuencia para iniciar el empaquetamiento, pero que
carece de las secuencias que codifican los genes estructurales necesarios para generar virus
funcionalmente activos.

A continuacién estos vectores lentivirales se transfectaran en las células empaquetadoras HEK
293FT mediante Lipofectamina (Invitrogen). Estas células secretaran al sobrenadante de cultivo las
particulas lentivirales conteniendo la secuencia del gen de interés correspondiente, pero que carecen de
las secuencias necesarias para ensamblar nuevos viriones (infectivas defectivas). Con este
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sobrenadante se llevara a cabo la infeccién de lineas celulares de mamifero, con el fin de que el
transgen en estudio se integre en el genoma de dichas células.

5)

¢, Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?

si X NO [

En caso afirmativo:

a) Tipo e identidad del vector:

Vector Lentiviral pLenti6/V5-D-TOPO (Invitrogen # K4950-00)
Para mas informacion:

Ver ANEXO 1

b) Dimensiones del vector (pares de bases):

6963 bp

c) Aportar mapa de restriccion del vector (funciones y posicion de genes estructurales,
genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercién, origen de replicacion,
origen, funcion y secuencia de otros elementos presentes en el vector):

Ver ANEXO 1.

d) Caracteristicas de la movilidad del vector:

i) factores de movilizacion: No tiene

ii) Si el vector es un bacteriéfago, un cosmido o un fasmido, ¢se han inactivado

sus propiedades lisogénicas? No aplica.

iii) ¢ Puede transferir el vector marcadores de resistencia a otros organismos?

El vector no se integra en el cromosoma de las células de mamifero que se
transfectan, por lo que aunque tiene marcadores de resistencia, estos no se

transmiten.

Informacién del inserto:

a) Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia:
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La secuencia de los cDNA de los genes que se van a introducir se adjunta en el
ANEXO 2.

b) Origen y funcion especifica de cada parte del inserto:

El origen de los genes es el genoma humano. Los cromosomas correspondientes se
adjuntan en el ANEXO 2.

Los insertos no estan divididos en partes, son una secuencia Unica que codifica para una
proteina humana.

c) Descripcion del método utilizado para la transformacion:
La clonacion de ADN complementario (cDNA) incluye los siguientes pasos:

Fragmentacion: La preparacion de los fragmentos para la clonacion se obtiene por PCR,
digestién con enzimas de restriccion y purificacion mediante electroforesis en gel de
agarosa o cromatografia con columnas.

Ligacion: Consiste en la insecion del fragmento (cDNA) en un vector. Para ello, el vector
(que generalmente es circular) se convierte en una secuencia lineal (mediante digestion
con enzimas de restriccidn), y se incuba con el fragmento que contiene el gen de interés
en presencia del enzima ADN ligasa.

Transfeccion: Después de la ligacion, el vector con el gen de interés se transfecta en las
células empaquetadoras con Lipofectamina™. En el medio de cultivo de estas células
empagquetadoras se liberan los viriones. Por tanto, utilizaremos este sobrenadante para
infectar posteriormente las células de mamifero en estudio.

d) Informacién sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

Indicada en el apartado relativo al organismo receptor.

e) Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:
Los insertos que se van a clonar en el vector lentiviral [(Colina quinasa alfa wt (ChoK-
alpha), Colina quinasa beta wt (Chok-beta), RhoA wt, RhoA QL (mut), Rac1 wt, Rac1
QL (mut), Cdc42 wt, Cdc42 QL (mut), Rnd1 wt, Rnd2 wt, Rnd3 wt, Rock1 wt, Rock1

A3 (mut), Rock1 KD (mut)] son secuencias de cDNA que codificaran las proteinas
correspondientes, y ninguno de ellos incluye elementos reguladores.

f) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?

Si, las secuencias de los insertos se adjuntan en el ANEXO 2.

g) ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcién deseada? En caso
afirmativo, especifiquese.

No.

1 1 Ministerio
de Medio Ambiente



h) ¢Contiene secuencias cuya funcibn es desconocida? En caso afirmativo,
especifiquese.

No.

VL. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

1) Estado y expresion del material genético introducido:
a) ¢ Es un plasmido libre?
En un principio si. Los cDNA que codifican los genes humanos de interés se clonaran en
un vector lentiviral (pLenti6/V5-D-TOPO®).
Una vez transfectado este vector en las células empaquetadoras, se formaran los viriones
(el material genético forma parte de una particula virica), que infectaran una sola vez, ya
que carecen de los otros genes necesarios para su replicacion (gag, pol y env).
En caso afirmativo:
i) Numero de copias:
El numero de copias de cada uno de los genes en el vector lentiviral es 1.
ii) ¢ El plasmido recuperado corresponde al construido?
Si.
b) ¢ Esta integrado en los cromosomas nucleares?
No
En caso afirmativo:
i) numero de copias: No aplica.
ii) localizacion cromosémica: No aplica.
iii) secuencias laterales: No aplica
iv) ¢ La insercion inactiva la expresion de otros genes?: No aplica

C) Sise trata de un virus:

i) Es defectivo X
i) Es potencialmente inducible [ ]
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2)

Analisis moleculares realizados relativos a la expresién del producto deseado (PCR,
Northern, secuenciacion, otros):

i) Determinacién de la estructura del inserto (secuenciacion) [X]
ii) Transcripcionales (sintesis de niveles de mRNA) =
iii) Traduccionales (sintesis de niveles de proteinas) X

La expresion de los genes de interés se puede determinar en las células diana mediante
Western Blotting (WB) y Polymerase Chain Reaction (PCR).
Aportar toda la documentacion al respecto.

Ver secuencias de los genes en ANEXO 2.

Caracteristicas genéticas y fenotipicas modificadas del organismo receptor o parental
como resultado de la manipulacién genética:

a) (¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la capacidad de
supervivencia fuera de las condiciones de cultivo? En caso afirmativo, especifiquese:

No. El virus generado es un virus defectivo, que crece en las mismas condiciones de

cultivo que el virus defectivo parental. Ademas, ninguno puede crecer fuera de estas
condiciones de cultivo.

b) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta al modo o tasa de
reproduccion? En caso afirmativo, especifiquese:

No. La informacion genética de la cepa de lentivirus a utilizar sigue dividida en tres partes

en la célula empaquetadora, a fin de impedir que el virus se reconstituya de manera

espontanea, siendo necesarias tres recombinaciones para regenerar el virus completo ( lo
que es altamente improbable y no se ha observado previamente).

c) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a los posibles efectos sobre el
medio ambiente? En caso afirmativo, especifiquese:
No, ya que ninguno de los dos se encuentra en el medio ambiente.

d) ¢Es diferente el OMG en cuanto a las caracteristicas nutricionales? En caso
afirmativo, especifiquese:

No
e) Marcadores especificos del OMG:

El OMG sera un virus que contendra en su material genético alguno de los siguientes
genes:
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Colina quinasa alfa wt (ChoK-alpha)
Colina quinasa beta wt (Chok-beta)
RhoA wt

RhoA QL (mut)

Rac1 wt

Rac1 QL (mut)

Cdc42 wt

Cdc42 QL (mut)

Rnd1 wt

Rnd2 wt

Rnd3 wt

Rock1 wt

Rock1 A3 (mut)

Rock1 KD (mut)

Sin embargo no poseera en su genoma los genes gag, pol y env necesarios para su
ensamblaje.
Ademas el virus defectivo llevara un gen de resistencia a blasticidina.

Estabilidad genética del OMG (Estado y secuencia del inserto después de un cierto
nuamero de generaciones)

El plasmido utilizado y las células empaquetadoras tienen una alta estabilidad genética.
Los virus que se generan en la célula empaquetadora, infectaran la célula en estudio una
Unica vez y no se replicaran; por tanto no se produciran nuevas generaciones de este
OMG. Estos virus se generaran siempre de igual manera, (transfectando un plasmido de
absoluta estabilidad), y que ademas son incapaces de replicarse.

Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos:

El virus resultante infectara las células de mamifero, integrandose la secuencia del gen
(inserto) correspondiente entre las regiones LTR de su genoma. De hecho, es la finalidad
de esta técnica, que el gen de interés se inserte en el material genético de la célula
infectada de manera estable para que se exprese la proteina correspondiente).

Gen de interés+R-blasticidina
LTR LTR

Sin embargo, las células de mamifero son incapaces de generar virus porque éste no es
replicativo. El efecto sera la sobre-expresion de las proteinas codificadas por el gen en
estudio. Es una técnica ampliamente utilizada para obtener la expresién estable de
proteinas en células de mamifero. La Unica posibilidad de transferencia al operador seria
la inoculacién accidental.

¢ Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el hombre,
plantas o animales? En caso afirmativo, especificar.
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VIL.

No. Tanto en el sistema parental como en el modificado por nosotros, la informacion
genética de la cepa de lentivirus a utilizar esta dividida en tres partes a fin de evitar que el
virus se reconstituya de manera espontanea, siendo necesarias tres recombinaciones
para regenerar el virus completo, lo que es altamente improbable y no se ha observado
con anterioridad. Solo existe posibilidad de transferencia al operador mediante la
inoculacién accidental.

Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento empleados.
a) Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG.

El OMG se identificara al final del proceso. Se infectaran las células de mamifero con el
sobrenadante de la célula empaquetadora que contiene los viriones, y en estas células se
comprobara si se ha insertado el gen de interés, mediante dos técnicas principales:

e RT-PCR (Reverse Transcriprion-Polymerase Chain Reaction), empleando
oligonucledtidos que flanquean la secuencia de los genes introducidos, para
identificar al gen introducido.

« WB (Western Blotting): utilizando anticuerpos especificos contra las proteinas
codificadas por los genes introducidos en el vector [(Colina quinasa alfa wt (ChoK-
alpha), Colina quinasa beta wt (Chok-beta), RhoA wt, RhoA QL (mut), Rac1 wt,
Rac1 QL (mut), Cdc42 wt, Cdc42 QL (mut), Rnd1 wt, Rnd2 wt, Rnd3 wt, Rock1 wt,
Rock1 A3 (mut) y Rock1 KD (mut)].

b) Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente.

El OMG no puede sobrevivir en el medio ambiente, por tanto no son necesarias

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1)

3)

Naturaleza de las operaciones:

a) Ensefianza [] Volumen maximo:
b) Investigacion X Volumen maximo: 50ml por ensayo
c) Desarrollo [] Volumen maximo:

Periodo propuesto para la utilizacion confinada:

Se prevé un periodo de tres afios desde la recepciéon de la autorizacion de la actividad
confinada.

Finalidad de la utilizacion confinada, incluidos los resultados esperados:
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Construccion segura de un vector de expresion lentiviral defectivo, variante del Human
Immunodeficiency Virus (HIV-1), que infecta células humanas, para transfectar
oncogenes en lineas celulares humanas y estudiar su efecto.

Descripcion de los métodos de manejo de los OMG (incluyendo descripcion de las fases
de cultivo y concentracion maxima de OMG en el cultivo):

El transgén se introducird mediante técnicas de CLONAJE entre las secuencias LTR
virales del vector pLenti6V5-TOPO (Invitrogen), que no contiene genes estructurales
virales funcionalmente activos.

Produccion de sobrenadante en las células empaquetadoras de lentivirus 293FT: los
plasmidos integrantes del sistema se transfectaran empleando Lipofectamina
(Invitrogen) en células 293 FT. Dichas células, tras integrar los plasmidos, produciran al
medio de cultivo las particulas lentivirales. Los sobrenadantes recogidos a las 24, 48 y
72 horas de cultivo contienen alta carga viral y deben manipularse con la maxima
precaucion.

Sobre la poblacién diana (placas de 6 pocillos con 10° células por pocillo, entre 6 y 10
pocillos por experimento), se afade un volumen de 2 ml por pocillo de sobrenadante
infectivo proveniente de las células empaquetadoras 293FT (titulo entre 10° - 10° CFU)
y se mantiene en contacto 48 horas (aproximadamente).

En el genoma de la linea celular humana se integra el transgen de interés. Las células
transfectadas se pueden seleccionar gracias a que el plasmado pLenti6V5 lleva genes
de resistencia a blasticidina. Las células genéticamente modificadas se mantendran en
cultivo un periodo de tiempo variable en funcion de la finalidad del experimento:
ensayos en infecciones transitorias o establecimiento de lineas celulares
permanentemente modificadas.

Todas las manipulaciones previas a la obtencion del lisado de las células modificadas
se realizaran en el laboratorio del P3. El material proteico y gendmico extraido para
posteriores estudios ya no presenta ningun tipo de riesgo biolégico, y por tanto, los
restos celulares y de sobrenadante se inactivaran y se desecharan segun la normativa
del laboratorio P2.

Para la extraccion de este material proteico y gendmico, la linea celular humana se
lisard& mediante ruptura de membranas, con lo cual el virus que es un virus
encapsulado queda totalmente inactivo.

El tampdn de lisis para la extraccion de proteinas contiene 50mM Tris-HCI pH 7.5 y
0'5%Triton-X100.

El tampon de lisis para la extraccion de acidos nucleicos es el reactivo Tripure (Roche
# 11 667 165 001)

Durante el proceso infectivo se infectardan un maximo de 2 placas de 6 pocillos con 2ml
de sobrenadante por pocillo.

Se estima que en las células se obtendran un titulo viral de 10% 107 ufc.

El transgen en estudio se integrara en el genoma de dichas células de mamifero. Estas
células de mamifero ya no son capaces de generar nuevas particulas virales.

Las lineas celulares que utilizaremos son:
Lineas celulares tumorales humanas:
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Mama: MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435, SK-Br3, T47D, MCF-7

Pulmoén: H1299, H460, H82, H510

Célon: HT-29, DLD-1, HCT116, SW620 , SW480, WiDr, LoVo, RKO, Colo201 SW480
Vejiga: TccSup, HT-1376, J82, SW780 / Cervix: HeLa / Epidermis: A431 / Pancreas:
Mia-Paca-2

Linfoide: Jurkat, P3HR-1, JUN3, EJM

Préstata: C3 / Higado: HepG2, Hep3B2 / Ovario: SK-OV-3, OV-Car-3

Hueso: SAOS-2 / Rifén: 769-P / Melanoma: Sk-MEL-1, Hs-895T

Lineas celulares normales

Hek293T (rindn), HMEC y MCF10A (mama), Hek 293FT (células empaquetadoras del
lentivirus), FHC (célon)

Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccién que vayan a aplicarse incluida
la informacién relativa a la gestiéon de los residuos (tratamiento, forma y destino final):

Todos los residuos bioldgicos que se generen seran inmediatamente inactivados dentro
de los recintos de contenciéon (cabinas de bioseguridad) mediante la utilizacion de
germicidas de amplio espectro usados en rotacion. Posteriormente, los residuos liquidos
ya inactivados se enviaran a la planta de tratamiento de efluentes liquidos del laboratorio
y los sdlidos se autoclavaran. Los procedimientos de autoclavado y esterilizacion por calor
en la planta “Biowaste” se han validado previamente y se validaran periédicamente
mediante la utilizaciéon de kits de esporas del microorganismo testigo Bacillus
stearothermophilus. Estas validaciones se han realizado a nivel interno (servicio de
bioseguridad del CNB) y a nivel externo (empresas especializadas en validaciones de
estos sistemas). Para mayor informacién remitirse a la solicitud de autorizacion de la
instalacion.

Resultados previstos:

Se prevé obtener un lentivirus modificado, capaz de infectar células de mamiferos, pero
defectivo, lo que implica que el virus no tiene capacidad infectiva.

VIIl. INFORMACIONES ADICIONALES RELATIVAS A LA UBICACION DE LA INSTALACION

1)

Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

El riesgo de contaminacién en dependencias cercanas a la instalacién o en el medio
ambiente externo al Centro Nacional de Biotecnologia es practicamente inexistente por
las siguientes razones:

-El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contencién
necesarios, resaltandose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de inactivacion
biolégica de efluentes liquidos. Es mas, consideramos que el nivel de contencion obtenido
excede en determinados parametros el exigido por la legislacion para las operaciones
confinadas de tipo 3.

-Estos medios e infraestructura ya se han validado previamente por una empresa
externa y seran validados por ésta empresa u otras anualmente o tras averias.
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2)

3)

Igualmente, el servicio de Seguridad Bioldgica validara periodicamente a nivel interno
todos los métodos y sistemas de inactivacion biolégica y esterilizacion mediante la
utilizacion de microorganismos testigo utilizando diferentes métodos.

-La instalacién dispone de un completo reglamento de funcionamiento donde se
especifican las normas de higiene, proteccion, contencion y gestién de residuos, tanto
para el personal usuario como para el propio servicio de seguridad biolégica. Con ello se
pretende realizar una gestién integral en Bioseguridad. Todos los protocolos de
manipulacion, transporte y conservacion de agentes biolégicos y OMG, limpieza vy
sanitizacion de zona, esterilizacion e inactivacidén biolégica se encuentran protocolizados
por escrito y se dispone de programas de actuacion para aquellos procedimientos en que
sea conveniente.

-La instalacion dispone de un plan de emergencias y evacuacion que ha intentado
cubrir todos los procedimientos de actuacién ante supuestos de incidente, accidente y
emergencia.

-Tanto el laboratorio, como las instalaciones que aseguran las necesarias medidas de
contencion secundaria, disponen de variados medios de alarma “in situ” y en la consola
de control central del edificio ante la ruptura accidental de las barreras de contencion
secundaria.

-El indice de ocupacion de las dependencias cercanas al laboratorio es muy bajo al
tratarse de servicios de apoyo a la investigacién o de laboratorios de técnicas especiales
de uso comun. No hay ningun laboratorio con un grupo de investigacion anexo a la
instalacion.

-El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) se encuentra enclavado en una zona
relativamente nueva del Campus de la Universidad Auténoma de Madrid. Esta zona se
caracteriza por la amplitud existente entre los edificios que la constituyen,
fundamentalmente otros centros de investigacion.

-No existen zonas residenciales cercanas al CNB.

-No existen en las cercanias cultivos, explotaciones ganaderas, cotos, reservas de
caza, o zonas haturales protegidas o con especial interés ecoldgico.
Descripcion de las condiciones climaticas predominantes:

Clima continental-mediterraneo con primaveras y otofios hiumedos e inviernos y veranos
secos, fuerte gradiente de temperaturas estacional. Viento predominante N.O.

Notificacion de la instalacion: indicar las secciones donde se desarrolla la actividad objeto
de la notificacién, con indicaciones de la categoria de confinamiento prevista:

Las operaciones indicadas se realizaran en uno de los tres sub-laboratorios del
laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica con autorizacion del
7/03/01; nimero de notificacion: A/ES/00/1-8
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DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS DURANTE

LA UTILIZACION CONFINADA

)

2)

3)

4

5)

6)

Adopcién de las Buenas Practicas de Laboratorio:

Las normas a seguir seran las expuestas en el reglamento de funcionamiento del
laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion biolégica incluido en la
solicitud de autorizacion.

Formacion del personal adscrito:

El personal adscrito ha recibido la formacién e informacion indicada en “Descripcion de la
informacién suministrada a los trabajadores”, apartado que se adjunté a la documentacion
para la solicitud de autorizacion del laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de
contencidn bioldgica.

Todo el personal implicado tiene experiencia en la manipulacion de los agentes biolégicos
que se indican en esta solicitud y su formacién académica es licenciatura o doctorado.

Programas de limpieza/desinfeccién/descontaminacion:

Viene descrito en el apartado 6.F del reglamento de funcionamiento de la instalacién que
se incluyo en la documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

Vienen descritos en los apartados 6.B, 6.C, 6.D y 6.G. del Reglamento de funcionamiento
de la instalacion que se ha incluido en la documentacion correspondiente a la solicitud del
laboratorio

Programas de inspeccién y control del confinamiento:

Vienen descritos en el apartado 6.D. del Reglamento de funcionamiento de la
instalacion y mas especificamente en “Procedimientos y planes de comprobacion de la
eficacia permanente de las medidas de confinamiento”.

Esta informacion se ha incluido en la documentacién correspondiente a la solicitud del
laboratorio

Ademas el servicio de seguridad bioldgica velara por el cumplimiento de las normas de
control de acceso, manipulacién, descontaminacion, esterilizacion, sanitizacion, etc.
segun se indica en diferentes apartados del citado Reglamento.

Gestidon de residuos (describir el sistema utilizado para cada tipo de residuo y quien lo
lleva a cabo):
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Todo lo concerniente a la gestion de los residuos generados se especifica en los
apartados 4.F y 6.H del Reglamento de funcionamiento de la instalacién que se ha
incluido en la documentacién correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Inactivacion de residuos (método, forma final, destino):
Todo lo concerniente a la gestion de los residuos generados se especifica en los

apartados 4.F y 6.H del Reglamento de funcionamiento de la instalacion que se ha
incluido en la documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

PREVENCION DE ACCIDENTES (Cumplimentar para los tipos 2, 3 y 4)

1)

2)

3)

Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacién
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Viene indicado en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Descripcion de la informacion suministrada a los trabajadores:

Documentacion:

- Manual de Proteccion Radiolégica, Seguridad Biolégica y Quimica del CNB.

- Reglamento de Funcionamiento y Plan de Emergencias del laboratorio de cultivos “in
vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica del CNB.

- Procedimientos Normalizados de Trabajo del Servicio de Seguridad Bioldgica del CNB.

Cursos y seminarios:

- Seminarios generales sobre normas de seguridad frente a agentes bioldgicos,
quimicos y radiactivos impartido por el Servicio de Proteccién Radiolégica y Seguridad
Biologica del CNB.

- Seminarios especificos sobre el Reglamento de Funcionamiento y Plan de
Emergencias del laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencién bioldgica del
CNB.

Planes de emergencia:

El Plan de emergencias y evacuacién del laboratorio se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio.
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PARTE C

SECRETARIA GENERAL DE
MEDIO AMBIENTE

DIRECCION GENERAL DE
CALIDAD Y EVALUACION
AMBIENTAL

EVALUACION DE RIESGO DE OPERACIONES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE (Ver NOTA (1))

N° de Registro:

N° de Notificacion:

A. Notificador

1. Nombre del Centro, Institucion o Empresa:

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas (CSIC).

2. Domicilio del notificador:

Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC).
Campus Universidad Auténoma. Cantoblanco.

28049-Madrid

3. Responsable de la actividad de utilizacion confinada:

Dr. Juan Carlos Lacal Sanjuan
Profesor de Investigacion (CSIC)

Firma del notificador:

Persona de contacto:

Fernando Usera Mena, responsable del Servicio de Proteccion Radiolégica y

Seguridad Biolégica del CNB
Tel: 915854541
Fax: 915854506

Correo electronico: fusera@cnb.uam.es

PLAZA DE SAN JUAN DE LA
CRUZ, SIN

28071 MADRID

TEL.: 91 597.63.70

FAX.: 91 597.59.31




B.

Descripcion de la actividad.

1. Objetivo de la actividad:
Construccion segura de un virus recombinante defectivo basado en el Lentivirus, que
infecta células humanas, con objeto de utilizarlo para la transfeccion de oncogenes en
lineas celulares humanas y estudiar su efecto.

2. Duracion de la actividad:

Se prevé un periodo de tres afos desde la recepcién de la autorizacién de la actividad
confinada.
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C. Evaluacion de riesgo (Ver NOTA (2))

Identificacion de las propiedades nocivas del OMG, en funcién de las caracteristicas del:
(Ver NOTA (3))

1.1.  Organismo receptor.

El organismo receptor no existe en la naturaleza. Es un sistema utilizado en miles de
laboratorios del mundo, para expresar de manera artificial proteinas en células de
mamifero.

Sistema lentiviral ViraPower-pLenti6V5 (Invitrogen).

virapower _lentiviral_system_man.pdf
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&pro
ductlD=K531000

El sistema funciona de la siguiente manera:

La informacion genética de la cepa de un lentivirus esta transfectada en el interior
de unas células, llamadas células empaquetadoras, pero dividida en tres partes a fin de
dificultar al maximo que el virus se reconstituya de manera espontanea, siendo necesarias
tres recombinaciones para generar el virus completo lo que es altamente improbable y no
se ha observado con anterioridad. Estas células empaquetadoras expresan las proteinas
necesarias para producir particulas viricas infectivas: polimerasa, integrasa (codificadas
por el gen pol), proteinas de la capside (codificadas por el gen gag) y proteinas de la
envuelta del virus que conferira el tropismo viral deseado, en este caso humano
(codificadas por el gen env),

Las células empaquetadoras se adquriran de Invitrogen (293FT Cell Line; n° cat. R70007,
INVITROGEN) (http://www.invitrogen.com)

Ademas se necesita un vector, también llamado plasmido lentiviral, que va a
proporcionar las secuencias de regulacion y empaquetamiento del virus, y en el que se
subclonara entre las secuencias LTR (long terminal repeat) el gen que deseamos sobre-
expresar en las células en estudio (vector pLenti6/\VV5-D-TOPO, INVITROGEN).

Como célula empaquetadora se utilizara una estirpe celular derivada de la
humana Hek293T. Cuando el plasmido lentiviral se transfecte en las células
empaquetadoras, estas secretaran virus al medio de cultivo que seran capaces de
infectar a células de mamifero, en el genoma de las cuales se integrara entre las
secuencias LTR, y por tanto no sera infectivo. Una vez que ha infectado a la célula, el
virus no puede multiplicarse y la célula no puede generar mas virus, ya que esta célula
infectada carece de los genes pol, gag y env que son necesarios para que el virus sea
ensamblado e infectivo.

* Naturaleza de la patogenicidad, virulencia, infecciosidad, alergenicidad, toxicidad y
vectores de transmision de enfermedades:

Se trata de un vector viral defectivo no replicativo. La informacién genética de la
cepa de un lentivirus esta dividida en tres partes a fin de dificultar al maximo que el
virus se reconstituya de manera espontanea, siendo necesarias tres
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recombinaciones para generar el virus completo lo que es altamente improbable y
no se ha observado con anterioridad.

Naturaleza de los vectores autdctonos y los agentes adventicios en los casos en
que puedan movilizar el material genético insertado, y frecuencia de movilizacién:

No aplica
Naturaleza y estabilidad de las mutaciones inactivadoras, si se producen:

La informacién genética de la cepa de un lentivirus esta transfectada en el interior
de unas células empaquetadoras, pero dividida en tres partes a fin de dificultar al
maximo que el virus se reconstituya de manera espontanea, siendo necesarias tres
recombinaciones para generar el virus completo lo que es altamente improbable y
no se ha observado con anterioridad.

Toda modificacion genética previa:

Todas aquellas necesarias para crear el sistema:

- Generacion de un vector lentiviral que contiene las secuencias de regulacion del
virus
- Transfeccién de una célula 293FT con vectores de expresion que contienen las
restantes proteinas necesarias para producir particulas viricas infectivas:
polimerasa, integrasa (codificadas por el gen pol), proteinas de la capside
(codificadas por el gen gag) y proteinas de la envuelta (codificadas por el gen env).

Gama de hospedadores (si procede):

Cualquier célula de mamifero puede ser infectada, pero una sola vez. El virus no es
replicativo. Esto es asi, porque el virus introduce unicamente el ADN contenido
entre las secuencias LTR, el material genético de estos virus no contiene el resto de
genes necesarios para producir nuevas particulas viricas infectivas: polimerasa,
integrasa (codificadas por el gen pol), proteinas de la capside (codificadas por el
gen gag) y proteinas de la envuelta (codificadas por el gen env).

Todo rasgo fisioldégico significativo que pueda alterarse en el MMG final vy, si
procede, su estabilidad:

El OMG se considera estable.

Habitat natural y distribucion geogréafica:

Estos virus lentivirales no existen en la naturaleza y no son capaces de sobrevivir
fuera de las condiciones de cultivo en el laboratorio.

Participacion significativa en procesos ambientales (Fijacion del nitrégeno,
regulacién del pH., etc):

Estos virus lentivirales no existen en la naturaleza y no son capaces de sobrevivir
fuera de las condiciones de cultivo en el laboratorio.
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1.2.

Interaccién con otros organismos del entorno y efectos sobre éstos (incluyendo
las probables propiedades competitivas, patogénicas o simbibdticas):

No aplica
Capacidad de formar estructuras de supervivencia (como esporas o esclerocios):

No aplica

Organismo donante: Homo sapiens sapiens

El material genético que se va a introducir en el plasmido lentiviral es ADN copia de
genes humanos obtenido de células humanas.

1.3.

Naturaleza de la patogenicidad, virulencia, infecciosidad, toxicidad y vectores de
transmisién de enfermedades:

No aplica

Naturaleza de los vectores autéctonos:

v' Secuencia: No aplica

v Frecuencia de movilizacion y especificidad: No aplica

v Presencia de genes que confieren resistencia a las sustancias
antimicrobianas, incluidos los antibidticos: El vector lentiviral lleva como
marcador el gen de la resistencia a Blasticidina, que si pasara junto con el
gen de interes a las células infectadas.

Gama de hospedadores: No aplica.

Otros rasgos fisiologicos pertinentes: No aplica

Inserto.

Identidad y funcion especificas del inserto (genes):

cDNA (DNA complementario) al genoma de Homo Sapiens correspondiente a los
siguientes genes:

Colina quinasa alfa wt (ChoK-alpha)
Colina quinasa beta wt (Chok-beta)
RhoA wt

RhoA QL (mut)

Rac1 wt

Rac1 QL (mut)

Cdc42 wt

Cdc42 QL (mut)
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Rnd1 wt

Rnd2 wt

Rnd3 wt

Rock1 wt
Rock1 A3 (mut)
Rock1 KD (mut)

= Nivel de expresion del material genético insertado:
No aplica

= Fuente del material genético e identidad del organismo u organismos donantes y
caracteristicas, si procede:
El organismo donante es Homo Sapiens Sapiens.

= Historia de las modificaciones genéticas previas, si procede:
No se han descrito modificaciones genéticas previas.

= Situacion del material genético insertado (posibilidad de activacion o
desactivacion de los genes del hospedador debido a la insercion):
El genoma del virus defectivo, que contiene nuestro gen de interés se integrara al
azar en el genoma de las células diana de una manera estable (esta es la
finalidad de la técnica), y consecuentemente expresara la proteina de interés.
En caso de accidente e inoculacién del virus en el investigador, el gen se
introduciria en el genoma (si se diesen condiciones idéneas), pero en ningun
caso el lentivirus seria capaz de replicarse.

1.4. Vector.
* Naturaleza y fuente del vector:
Vector de expresion lentiviral: pLenti6/V5-TOPO® (#K4950-00, INVITROGEN)
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/plenti6v5dtopo_man.pdf
* Estructura y cantidad de todo acido nucleico del vector y/o donante que quede en
la construccién final del microorganismo modificado.

El retrovirus llevara una copia de la siguiente construccion. No lleva los genes
gag, pol y env y por ello es defectivo.

Gen de interés+R-blasticidina
LTR LTR

» Si esta presente en el MMG final, frecuencia de movilizacién del vector insertado
y/o capacidad de transferencia de material genético.

El vector no esta presente en el virus final defectivo. Unicamente la secuencia
que se encuentra entre las dos secuencias LTR formaran parte del genoma viral.
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1.5.  Organismo modificado genéticamente resultante.

1.5.1. Efectos para la salud humana.

* Efectos téxicos o alergénicos previstos del MMG y/o sus productos
metabdlicos.

Aunque se trata de un virus que no se puede replicar, existe un riesgo: que
los viriones entraran en contacto con células del investigador como
producto de una inoculacién accidental, y pudieran producir una expresion
elevada de los oncogenes en estudio. Sin embargo, los lentivirus utilizados
no son replicativos.

* Comparacién de la patogenicidad del microorganismo modificado con la del
receptor o (en su caso) del organismo parental.

En ambos sistemas la informacion genética de la cepa de lentivirus esta
dividida en tres partes a fin de dificultar al maximo que el virus se
reconstituya de manera espontanea, siendo necesarias tres
recombinaciones para regenerar el virus completo lo que es altamente
improbable y no se ha observado con anterioridad.

El OMG tiene el unico riesgo de posible inoculacion en células del
investigador por pinchazo accidental y por tanto posible expresion elevada
del oncogen en estudio en una sola célula del investigador. (El virus no
infectara ninguna célula mas, ya que es defectivo).

» (Capacidad de colonizacion prevista.

Ninguna. EI OMG generado es un virus que no puede crecer fuera de las
condiciones de cultivo en células empaquetadoras.

* Si el microorganismo es patdégeno para personas inmunocompetentes:
No es patdgeno.

* Enfermedades causadas y mecanismos de transmisién, incluidas la
capacidad de invasion y la virulencia. No aplica.

v" Dosis infecciosa:
No aplica

v" Posible alteracion de la ruta de infeccion o de la especificidad tisular:
No aplica.

v' Posibilidad de supervivencia fuera del hospedador humano:
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El virus solo puede replicar dentro de las células empaquetadoras.

v' Estabilidad bioldgica:
No se conoce, pero se prevé que la estabilidad genética sea muy alta.

. Pautas de resistencia a los antibidticos: Si en caso de accidente, el
investigador se inocula el virus, las células infectadas seran resistentes a
blasticidina.

. Alergenicidad: No se esperan reacciones alérgicas en caso de
inoculacion accidental.

. Toxigenicidad: No se esperan reacciones toxicologicas en caso de
inoculacion accidental.

. Disponibilidad de terapias apropiadas y de medidas profilacticas: En
caso de infeccién accidental por el virus se procederia a un seguimiento y
terapia adecuados a los resultados clinicos que se pudieran obtener.

1.5.2. Efectos para el medio ambiente.

* Ecosistemas a los que el microorganismo podria pasar accidentalmente a
partir de la utilizacion confinada:
El OMG es incapaz de sobrevivir en el medio ambiente

* Supervivencia, multiplicacion y grado de diseminacién previstos para el
microorganismo modificado en los ecosistemas correspondientes:
No aplica

* Resultados previstos para la interaccion entre el microorganismo
modificado y los organismos o microorganismos que pudieran verse
expuestos en caso de liberacion accidental al entorno:

No aplica

» Efectos conocidos o previstos sobre plantas y animales como, por ejemplo,
patogenicidad, toxicidad, alergenicidad, vector de patégenos, pautas
alteradas de resistencia a los antibidticos, alteraciones de tropismos o
especificidad de hospedador, y colonizacion:

No aplica.

* Implicaciones conocidas o previstas en procesos biogeoquimicos:
No aplica

Clasificacion inicial del organismo modificado genéticamente:

Tipo 1 ]
Tipo 2 []
Tipo 3 X
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Tipo 4 ]

Probabilidad de que se produzcan efectos nocivos y gravedad de los mismos, en funcion
de:

3.1. Caracteristicas de la actividad (medidas de confinamiento y control, y exposicion
humana y ambiental).

La actividad se va a llevar a cabo en el laboratorio de contencién de nivel 3, por lo que el
organismo modificado estara confinado a este espacio y no saldra en ningin momento
del mismo. El riesgo de inoculacion accidental del vector lentiviral es practicamente
nulo debido a la ausencia de material punzante y cortante en el laboratorio de nivel 3
de contencién bioldgica y por contacto no hay riesgo de contagio.

3.2. Concentracion y escala utilizadas.

Para producir el virus defectivo se utilizaran células empaquetadoras 293FT en un
volumen maximo de 50 ml de sobrenadante.

3.3. Condiciones de cultivo (se tendra en cuenta el entorno potencialmente expuesto, la
presencia de especies susceptibles, supervivencia del OMG y efectos sobre el
entorno fisico).

El rescate de virus defectivos producidos se realizara en células Phoenix. Los
experimentos se realizaran en el laboratorio de contencion bioldgica de nivel 3, por lo que
el personal y el entorno expuestos se reducen al maximo.

Determinacion de la clasificacion y medidas de confinamiento definitivas y confirmacion de
su idoneidad:

Actividad confinada de Tipo 3. Actividad en la cual el grado 3 de confinamiento es
suficiente para proteger la salud humana y el medio ambiente.

Determinacion del riesgo en el caso de que se produzca una liberacion accidental: (Ver
NOTA (6))

5.1. Informacion adicional relativa a la ubicaciéon de la instalacion (proximidad a fuentes
de peligro potenciales, condiciones climaticas predominantes, etc.)

1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

El riesgo de contaminacion en dependencias cercanas a la instalacion o en el
medio ambiente externo al Centro Nacional de Biotecnologia es practicamente
inexistente por las siguientes razones:

-El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contencion
necesarios, resaltandose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de
inactivacion bioldgica de efluentes liquidos. Es mas, consideramos que el nivel de
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contencion obtenido excede en determinados pardmetros el exigido por la
legislacion para las operaciones confinadas de tipo 3.

-Estos medios e infraestructura ya se han validado previamente por una empresa
externa y seran validados por ésta empresa u otras anualmente o tras averias.
Igualmente, el servicio de Seguridad Bioldgica validara periodicamente a nivel
interno todos los métodos y sistemas de inactivacién bioldgica y esterilizacidon
mediante la utilizacion de microorganismos testigo utilizando diferentes métodos.

-La instalacién dispone de un completo reglamento de funcionamiento donde se
especifican las normas de higiene, proteccion, contencién y gestion de residuos,
tanto para el personal usuario como para el propio servicio de seguridad bioldgica.
Con ello se pretende realizar una gestion integral en Bioseguridad. Todos los
protocolos de manipulacion, transporte y conservacidon de agentes biologicos y
OMG, limpieza y sanitizacién de zona, esterilizacion e inactivacién bioldgica se
encuentran protocolizados por escrito y se dispone de programas de actuacién para
aquellos procedimientos en que sea conveniente.

-La instalacién dispone de un plan de emergencias y evacuacion que ha intentado
cubrir todos los procedimientos de actuacién ante supuestos de incidente, accidente
y emergencia.

-Tanto el laboratorio, como las instalaciones que aseguran las necesarias medidas
de contencion secundaria, disponen de variados medios de alarma “in situ” y en la
consola de control central del edificio ante la ruptura accidental de las barreras de
contencion secundaria.

-El indice de ocupacion de las dependencias cercanas al laboratorio es muy bajo
al tratarse de servicios de apoyo a la investigacion o de laboratorios de técnicas
especiales de uso comun. No hay ningun laboratorio con un grupo de investigacion
anexo a la instalacion.

-El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) se encuentra enclavado en una zona
relativamente nueva del Campus de la Universidad Auténoma de Madrid. Esta zona
se caracteriza por la amplitud existente entre los edificios que la constituyen,
fundamentalmente otros centros de investigacion.

-No existen zonas residenciales cercanas al CNB.

-No existen en las cercanias cultivos, explotaciones ganaderas, cotos, reservas de
caza, 0 zonas naturales protegidas o con especial interés ecoldgico.

2) Descripcion de las condiciones climaticas predominantes:
Clima continental-mediterrdneo con primaveras y otofios humedos e inviernos y

veranos secos, fuerte gradiente de temperaturas estacional. Viento predominante
N.O.

3) Notificacion de la instalacion: indicar las secciones donde se desarrolla la actividad
objeto de la notificacion, con indicaciones de la categoria de confinamiento prevista:
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5.2.

5.3.

54.

Las operaciones indicadas se realizaran en uno de los tres sub-laboratorios del
laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion biolégica con
autorizacion del 7/03/01; numero de notificacion: A/ES/00/I-8

Condiciones en las que podria producirse un accidente.

Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Equipos de seguridad, sistemas de alarma y métodos de confinamiento adicionales.

Viene indicado en el Plan de emergencias y evacuacioén incluido en la documentacién
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Planes de emergencia.

El Plan de emergencias y evacuacion del laboratorio se ha incluido en la
documentacién correspondiente a la solicitud del laboratorio

Ministerio
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NOTAS al Modelo de Evaluacion de riesgo de operaciones de utilizaciéon confinada de
organismos modificados genéticamente

(1)

(2)

3)
4)

©)
(6)

Para la elaboracion de la evaluacion de riesgo de la actividad propuesta se tendra en cuenta toda
la informacion suministrada, en su caso, en el formulario relativo a la Notificacién de Operaciones
con organismo modificados genéticamente (Parte A), asi como el relativo a la Notificacién de
Instalaciones donde se realizan operaciones con organismos modificados genéticamente (Parte
B).

Para llevar a cabo dicha evaluacion se tendra en cuenta el procedimiento establecido en el
Anexo lll de la Directiva 98/81/CE, de 26 de octubre de 1998 y la Decisién de la Comisién
2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las notas de orientacion para la evaluacion de
riesgo descrita en el Anexo |l de la Directiva 98/81/CE.

Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

Para establecer esta primera valoracion se tendra en cuenta lo dispuesto en el articulo 5.3 de la
Directiva 98/81/CE vy, en caso de ser aplicable, otros sistemas de clasificacion nacionales e
internacionales existentes (Por ejemplo, la Directiva 2000/54/CE sobre proteccién de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicidn a agentes biolégicos durante el
trabajo).

Desarrollar con la extensién que proceda, siguiendo el orden propuesto.

Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.
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ANEXO 1

NOTIFICACION SOBRE OPERACIONES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

N° de Registro:

N° de Notificacion:




pLenti6/V5-D-TOPO®
INVITROGEN
Cat. No.
K495000
K495510

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Global/invitrogen-search-
results.html?searchMode=simpleall&searchTypes=meta.collection%3Avector
s&searchTerm=pLenti6%$2FV5-D-TOPO%C2%AE&x=0&y=0&filter=vectors

SEQUENCE

AATGTAGTCTTATGCAATACTCTTGTAGTCTTGCAACATGGTAACGATGAGTTAGCAACATGCCTTACAA
GGAGAGAAAAAGCACCGTGCATGCCGATTGGTGGAAGTAAGGTGGTACGATCGTGCCTTATTAGGAAGGC
AACAGACGGGTCTGACATGGATTGGACGAACCACTGAATTGCCGCATTGCAGAGATATTGTATTTAAGTG
CCTAGCTCGATACATAAACGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTA
GGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGT
GTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCG
AACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGC
GCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGA
GAGAGATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTA
AGGCCAGGGGGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCG
CAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCT
TCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGG
ATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGACCACCG
CACAGCAAGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTAT
ATAAATATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCA
GAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATG
GGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACA
ATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCA
GGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGA
AAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGA
ATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTGA
AGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGTGG
AATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGTAG
GTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCGTT
TCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGA
GACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCTCGACGGTATCGATAAGCTTGGGAGTTCCGCGTTA
CATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGAC
GTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACT
GCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAAT
GGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATT
AGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCA
CGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACT
TTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTA
TATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCAT
AGAAGACACCGACTCTAGAGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGATCCCTTCACCAAGGGCTCGAG
TCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACC
GGTTAGTAATGAGTTTGGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTC
CCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGC
TCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTC
CGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTAT
TTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGC
CTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAA
TTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGCCT
TTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCCCATCTCTGAAG
ACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGACGGCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTT
TACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTGGTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGCGGCAGCTGGCAACCTGACT
TGTATCGTCGCGATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAGGTGCTTC



TCGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCCATAGTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCG
TGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTGGGAGGGCTAAGCACAATTCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAAT
GACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCAC
TCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGG
AGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGT
GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATC
TCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAGTATTTATAACTTGCAAAGAAATGAATATCAGAGA
GTGAGAGGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAA
TAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGG
CTCTAGCTATCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCC
CCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAG
TAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGGACGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCG
CTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCA
GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGC
GCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCG
CAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCC
ACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTAC
GGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT
TTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTC
AACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG
AGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTT
CGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGT
CGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTA
AAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCC
TTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGT
ATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTT
GAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCA
TAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGC
TTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATA
CCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCG
AACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACT
TCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGC
GGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTC
AGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACT
GTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAG
ACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAAC
AAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTA
ACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACG
GGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGC
TATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAAC
AGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC
CTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGA
TTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGC
AGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGA
TTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGT
GAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTC
ACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTGCAAGCTT
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Comments for pLenti6/V5-D-TOPO®
6963 nucleotides

RSV enhancer/promoter: bases 1-229
HIV-1 5" LTR: bases 230-410
5" splice donor: base 520
HIV-1 psi (y) packaging sequence: bases 521-565
HIV-1 Rev response element (RRE): bases 1075-1308
3" splice acceptor: base 1656
3" splice acceptor: base 1684
CMV promoter: bases 1809-2392
CMV forward priming site: bases 2274-2294
Directional TOPO® site: bases 2431-2444
V5 epitope: bases 2473-2514
V5(C-term) reverse priming site: bases 2482-2502
SV40 early promoter and origin: bases 2569-2877
EM7 promoter: bases 2932-2998
Blasticidin resistance gene: bases 2999-3397
AU3/HIV-1 3' LTR: bases 3484-3717

AU3: bases 3484-3536

Truncated HIV-1 3’ LTR: bases 3537-3717
SV40 polyadenylation signal: bases 3789-3920
bla promoter: bases 4779-4877
Ampicillin (bla) resistance gene: bases 4878-5738
pUC origin: bases 5883-6556
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4
Biosafety Features of the System

Introduction The ViraPowerm Lentiviral Expression System is a third-generation system based
on lentiviral vectors developed by Dull et al., 1998. This third-generation
lentiviral system includes a significant number of safety features designed to
enhance its biosafety and to minimize its relation to the wild-type, human HIV-1
virus. These safety features are discussed below.

Biosafety

Features of the

ViraPowerm

Lentiviral System

The ViraPower Lentiviral Expression System includes the following key safety
features:

* The pLenti expression vector contains a deletion in the 3' LTR (AU3) that does
not affect generation of the viral genome in the producer cell line, but results

in “self-inactivation” of the lentivirus after transduction of the target cell (Yee
et al., 1987; Yu et al., 1986; Zufferey et al., 1998). Once integrated into the
transduced target cell, the lentiviral genome is no longer capable of producing
packageable viral genome.

* The number of genes from HIV-1 that are used in the system has been
reduced to three (i.e. gag, pol, and rev).

* The VSV-G gene from Vesicular Stomatitis Virus is used in place of the HIV-1
envelope (Burns et al., 1993; Emi et al., 1991; Yee et al., 1994).

* Genes encoding the structural and other components required for packaging
the viral genome are separated onto four plasmids. All four plasmids have
been engineered not to contain any regions of homology with each other to
prevent undesirable recombination events that could lead to the generation of
a replication-competent virus (Dull et al., 1998).

e Although the three packaging plasmids allow expression in trans of proteins
required to produce viral progeny (e.g. gal, pol, rev, env) in the 293FT

producer cell line, none of them contain LTRs or the ¥ packaging sequence.
This means that none of the HIV-1 structural genes are actually present in the
packaged viral genome, and thus, are never expressed in the transduced

target cell. No new replication-competent virus can be produced.

* The lentiviral particles produced in this system are replication-incompetent
and only carry the gene of interest. No other viral species are produced.

* Expression of the gag and pol genes from pLP1 has been rendered Revdependent
by virtue of the HIV-1 RRE in the gag/pol mRNA transcript.

Addition of the RRE prevents gag and pol expression in the absence of Rev
(Dull et al., 1998).

* A constitutive promoter (RSV promoter) has been placed upstream of the
5'LTR in the pLenti expression vector to offset the requirement for Tat in the
efficient production of viral RNA (Dull et al., 1998).

continued on next page

5

Biosafety Features of the System, continued

Biosafety Level 2

Despite the inclusion of the safety features discussed on the previous page, the
lentivirus produced with this System can still pose some biohazardous risk since
it can transduce primary human cells. For this reason, we highly recommend
that you treat lentiviral stocks generated using this System as Biosafety

Level 2 (BL-2) organisms and strictly follow all published BL-2 guidelines
with proper waste decontamination. Furthermore, exercise extra caution when
creating lentivirus carrying potential harmful or toxic genes (e.g. activated
oncogenes).

For more information about the BL-2 guidelines and lentivirus handling, refer to
the document, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4t
Edition, published by the Centers for Disease Control (CDC). This document
may be downloaded at the following address:

http:/ /www.cdc.gov/od/ohs/biosfty /bmbl4 /bmbl4toc.htm



Handle all lentiviruses in compliance with established institutional guidelines.
Since safety requirements for use and handling of lentiviruses may vary at
individual institutions, we recommend consulting the health and safety
guidelines and/ or officers at your institution prior to use of the ViraPower
Lentiviral Expression System.



ANEXO 2

NOTIFICACION SOBRE OPERACIONES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

N° de Registro:

N° de Notificacion:




ANEXO 2.

Colina Quinasa alfa (mMRNA)

* Homo sapiens choline kinase alpha (CHKA), transcript variant 1, mRNA.
NM 001277, 2733 bp.

* Chromosome: 11; Location: 119l3.2

CDS 215..1588

GGCAGAGGAGCGAGTGCAGCGGCCAGCAGCACATCCCCGCTCCACAGTCGCCGCAGTCGCCGCAGCCGLC
GCCGCCGCCCCGCGCGCCCAACCGCCGLCGGCCCCLCTGCCCCGCCGGCCTGCCAGTGAGAGAGCGGCGAGG
GGGCGCCCGGCCGGACTCTGAGCCTAGTCCTCTCGCGCTGCGGCCGCCCGCGCCTCCTCGGCCGCCTGTC
GGGCATGAAAACCAAATTCTGCACCGGGGGCGAGGCGGAGCCCTCGCCGCTCGGGCTGCTGCTGAGCTGC
GGTAGCGGCAGCGCGGCCCCGGCGCCCGGCGTGGGGCAGCAGCGCGACGCCGCCAGCGACCTCGAGTCCA
AGCAGCTGGGCGGCCAACAGCCGCCGCTCGCGCTGCCCCCTCCGLCLCGCCGCTGCCGCTGCCGCTGCCGCT
GCCCCAGCCCCCGCCGCCGCAGCCGCCCGCAGACGAGCAGCCGGAGCCCCGGACGCGGCGCAGGGCCTAT
CTGTGGTGCAAGGAGTTCCTGCCCGGCGCCTGGCGGGGCCTCCGCGAGGACGAGTTCCACATCAGTGTCA
TCAGAGGCGGCCTTAGCAACATGCTGTTCCAGTGCTCCCTACCTGACACCACAGCCACCCTTGGTGATGA
GCCTCGGAAAGTGCTCCTGCGGCTGTATGGAGCGATTTTGCAGATGAGGTCCTGTAATAAAGAGGGATCC
GAACAAGCTCAGAAAGAAAATGAATTTCAAGGGGCTGAGGCCATGGTTCTGGAGAGCGTTATGTTTGCCA
TTCTCGCAGAGAGGTCACTTGGGCCAAAACTCTATGGCATCTTTCCCCAAGGCCGACTGGAGCAGTTCAT
CCCGAGCCGGCGATTAGATACTGAAGAATTAAGTTTGCCAGATATTTCTGCAGAAATCGCCGAGAAAATG
GCTACATTTCATGGTATGAAAATGCCATTCAATAAGGAACCAAAATGGCTTTTTGGCACAATGGAAAAGT
ATCTAAAGGAAGTGCTGAGAATTAAATTTACTGAGGAATCCAGAATTAAAAAGCTCCACAAATTGCTCAG
TTACAATCTGCCCTTGGAACTGGAAAACCTGAGATCATTGCTTGAATCTACTCCATCTCCAGTTGTATTT
TGTCATAATGACTGTCAAGAAGGTAATATCTTGTTGCTGGAAGGCCGAGAGAATTCTGAAAAACAGAAAC
TGATGCTCATTGATTTCGAATACAGCAGTTACAATTACAGGGGATTCGACATTGGAAATCACTTCTGTGA
GTGGATGTATGATTATAGCTATGAAAAATACCCTTTTTTCAGAGCAAACATCCGGAAGTATCCCACCAAG
AAACAACAGCTCCATTTTATTTCCAGTTACTTGCCTGCATTCCAAAATGACTTTGAAAACCTCAGTACTG
AAGAAAAATCCATTATAAAAGAAGAAATGTTGCTTGAAGTTAATAGGTTTGCCCTTGCATCTCATTTCCT
CTGGGGACTGTGGTCCATTGTACAAGCCAAGATTTCATCTATTGAATTTGGGTACATGGACTACGCCCAA
GCAAGGTTTGATGCCTATTTCCACCAGAAGAGGAAGCTTGGGGTGTGACTGTGGGGAGGACTCCATCCAC
CTCATCACTGGACTGCATGGGGAGGCAGCAGAGCGGGGTCCCCTCTGTGCTTCGACTACTGCTCCTGTGG
CAGGAGGCTTTGGGTGGCTCACTACTGAACACATGTGTATGATACTAAAGACGGTATTAAAATGGAGCGA
CGTTTATTTCATCTCTTGTTTACGATTTCACTAGGACTCAGAAACGAGATCGGGAAGCAGAAATATAGTG
CAATAGTGCAACATCTCTGAATCCTTTTAATCTAGAGAAGGCATTTCATATTTGGGGGCTAAGGTTTCCA
GTCAGATGAGGCAAACAGCAAGAGTAAGCAGTGTTACTTGCAGGTACTTTGGTTAATGTTGATTTAAATT
TTCATGAATGTGCTGGTGAACACTGTGACCAGGCTTTTGTAGATGGCGATGTGTTATAGACGGTGCTCAC



TCCCAAGGGACAGCAAGTGAGCAGAGATGTACTGCAAAGTCGCCAGTCACTGCTGCAAGGTGGCCTCTGC
CTGGGGCCTCCAGAAGCTGCTCCTTTACCCTCTTGGTCCCATGGCTGAAGCTGGAGCAGCGGATTGCTCT
GGAGCAGCCAAGGCCGCCAGCGTGTGGAGCAGAGCTCTCCCCTCCTGCTGGGCGTGTGTGACACTGATGA
GTTTCACTGTACTGCATGTGACTTCTCCCCTGCCCTTCCTCCTGATGGAGTGTGCAGACAGCCATGCGTG
GCCACGGGGGCAGTGTGAGGACCTCCCTGTCTCCCGGCTCCCCTCCCAGGGGAGCCAGCTGCTTGACCTA
GCTCTTTGGGCCTCTCCTGCCCTCTGCTCTGCCTGGAGTGTCGGATCCTGTGAGTAGGCTGGGCCTCCCC
TGGGCAGGGTTCTCCAAGGGCCCGGTTTCCCGGCCCTTACCTTTCCTGATGCCCCTGACATCATCATTCT
TGTGGGAGACAGCAGCCTGTATGTGGTGTGGGGCGTGGATCGAGTGTAGCTGTGAAATCCATATATATGA
AATGTCCTGCGGGATACAGTCTTAGCTGACTTTTTTTTACTCTGAACTCTTATTTGAATTGTTTTTTGTG
CATATATTTCTGCTACCACAGAGATTGTACTATACAAATAAAAAAATAAAAACCCAAAAAAAAAAARAAAA
AAA

Homo sapiens choline kinase alpha (CHKA), transcript variant 2, mRNA
>GI 47078277 |ref|NM 212469.1]|

2679 bp

chromosome: 11; Location: 119l3.2

CDS 215.. 1534
GGCAGAGGAGCGAGTGCAGCGGCCAGCAGCACATCCCCGCTCCACAGTCGCCGCAGTCGCCGCAGLCLCGLC
GCCGCCGCCCCGCGCGCCCAACCGLCCGLCGGCCCCCTGCCCCGCCGGCCTGCCAGTGAGAGAGCGGCGAGG
GGGCGCCCGGCCGGACTCTGAGCCTAGTCCTCTCGCGCTGCGGCCGCCCGCGCCTCCTCGGCCGCCTGTC
GGGCATGAAAACCAAATTCTGCACCGGGGGCGAGGCGGAGCCCTCGCCGCTCGGGCTGCTGCTGAGCTGC
GGTAGCGGCAGCGCGGCCCCGGCGCCCGGCGTGGGGCAGCAGCGCGACGCCGCCAGCGACCTCGAGTCCA
AGCAGCTGGGCGGCCAACAGCCGCCGCTCGCGCTGCCCCCTCCGCCGCCGCTGCCGCTGCCGCTGCCGLT
GCCCCAGCCCCCGCCGCCGCAGCCGCCCGCAGACGAGCAGCCGGAGCCCCGGACGCGGCGCAGGGCCTAT
CTGTGGTGCAAGGAGTTCCTGCCCGGCGCCTGGCGGGGCCTCCGCGAGGACGAGTTCCACATCAGTGTCA
TCAGAGGCGGCCTTAGCAACATGCTGTTCCAGTGCTCCCTACCTGACACCACAGCCACCCTTGGTGATGA
GCCTCGGAAAGTGCTCCTGCGGCTGTATGGAGCGATTTTGCAGATGGGGGCTGAGGCCATGGTTCTGGAG
AGCGTTATGTTTGCCATTCTCGCAGAGAGGTCACTTGGGCCAAAACTCTATGGCATCTTTCCCCAAGGCC
GACTGGAGCAGTTCATCCCGAGCCGGCGATTAGATACTGAAGAATTAAGTTTGCCAGATATTTCTGCAGA
AATCGCCGAGAAAATGGCTACATTTCATGGTATGAAAATGCCATTCAATAAGGAACCAAAATGGCTTTTT
GGCACAATGGAAAAGTATCTAAAGGAAGTGCTGAGAATTAAATTTACTGAGGAATCCAGAATTAAAAAGC
TCCACAAATTGCTCAGTTACAATCTGCCCTTGGAACTGGAAAACCTGAGATCATTGCTTGAATCTACTCC
ATCTCCAGTTGTATTTTGTCATAATGACTGTCAAGAAGGTAATATCTTGTTGCTGGAAGGCCGAGAGAAT
TCTGAAAAACAGAAACTGATGCTCATTGATTTCGAATACAGCAGTTACAATTACAGGGGATTCGACATTG
GAAATCACTTCTGTGAGTGGATGTATGATTATAGCTATGAAAAATACCCTTTTTTCAGAGCAAACATCCG
GAAGTATCCCACCAAGAAACAACAGCTCCATTTTATTTCCAGTTACTTGCCTGCATTCCAAAATGACTTT
GAAAACCTCAGTACTGAAGAAAAATCCATTATAAAAGAAGAAATGTTGCTTGAAGTTAATAGGTTTGCCC
TTGCATCTCATTTCCTCTGGGGACTGTGGTCCATTGTACAAGCCAAGATTTCATCTATTGAATTTGGGTA
CATGGACTACGCCCAAGCAAGGTTTGATGCCTATTTCCACCAGAAGAGGAAGCTTGGGGTGTGACTGTGG



GGAGGACTCCATCCACCTCATCACTGGACTGCATGGGGAGGCAGCAGAGCGGGGTCCCCTCTGTGCTTCG
ACTACTGCTCCTGTGGCAGGAGGCTTTGGGTGGCTCACTACTGAACACATGTGTATGATACTAAAGACGG
TATTAAAATGGAGCGACGTTTATTTCATCTCTTGTTTACGATTTCACTAGGACTCAGAAACGAGATCGGG
AAGCAGAAATATAGTGCAATAGTGCAACATCTCTGAATCCTTTTAATCTAGAGAAGGCATTTCATATTTG
GGGGCTAAGGTTTCCAGTCAGATGAGGCAAACAGCAAGAGTAAGCAGTGTTACTTGCAGGTACTTTGGTT
AATGTTGATTTAAATTTTCATGAATGTGCTGGTGAACACTGTGACCAGGCTTTTGTAGATGGCGATGTGT
TATAGACGGTGCTCACTCCCAAGGGACAGCAAGTGAGCAGAGATGTACTGCAAAGTCGCCAGTCACTGCT
GCAAGGTGGCCTCTGCCTGGGGCCTCCAGAAGCTGCTCCTTTACCCTCTTGGTCCCATGGCTGAAGCTGG
AGCAGCGGATTGCTCTGGAGCAGCCAAGGCCGCCAGCGTGTGGAGCAGAGCTCTCCCCTCCTGCTGGGCG
TGTGTGACACTGATGAGTTTCACTGTACTGCATGTGACTTCTCCCCTGCCCTTCCTCCTGATGGAGTGTG
CAGACAGCCATGCGTGGCCACGGGGGCAGTGTGAGGACCTCCCTGTCTCCCGGCTCCCCTCCCAGGGGAG
CCAGCTGCTTGACCTAGCTCTTTGGGCCTCTCCTGCCCTCTGCTCTGCCTGGAGTGTCGGATCCTGTGAG
TAGGCTGGGCCTCCCCTGGGCAGGGTTCTCCAAGGGCCCGGTTTCCCGGCCCTTACCTTTCCTGATGCCC
CTGACATCATCATTCTTGTGGGAGACAGCAGCCTGTATGTGGTGTGGGGCGTGGATCGAGTGTAGCTGTG
AAATCCATATATATGAAATGTCCTGCGGGATACAGTCTTAGCTGACTTTTTTTTACTCTGAACTCTTATT
TGAATTGTTTTTTGTGCATATATTTCTGCTACCACAGAGATTGTACTATACAAATAAAAAAATAAAAACC
CAAAAAAAAAAAAAAAARA

Colina Quinasa beta (mMRNA).

Homo sapiens choline kinase beta (CHKB), transcript variant 1, mRNA

GI:23238259 NM 005198 1595 bp

Chromosome: 22; Location: 229gl13.33

CDS 185..1372
CCCGGGCCGGGGCACGGAGAGAGCCGAGCGCCGCAGCCGTGAGCCGAATAGAGCCGGAGAGACCCGAGTA
TGACCGGAGAAGCCCAGGCCGGCCGGAAGAGGAGCCGAGCGCGGCCGGAAGGAACCGAGCCCGTCCGAAG
GGAGCGGAGCGCAGCCTGGCCTGGGGCCCGGTCGAGCCCGCGCCATGGCGGCCGAGGCGACAGCTGTGGL
CGGAAGCGGGGCTGTTGGCGGCTGCCTGGCCAAAGACGGCTTGCAGCAGTCTAAGTGCCCGGACACTACC
CCAAAACGGCGGCGCGCCTCGTCGCTGTCGCGTGACGCCGAGCGCCGAGCCTACCAATGGTGCCGGGAGT
ACTTGGGCGGGGCCTGGCGCCGAGTGCAGCCCGAGGAGCTGAGGGTTTACCCCGTGAGCGGAGGCCTCAG
CAACCTGCTCTTCCGCTGCTCGCTCCCGGACCACCTGCCCAGCGTTGGCGAGGAGCCCCGGGAGGTGCTT
CTGCGGCTGTACGGAGCCATCTTGCAGGGCGTGGACTCCCTGGTGCTAGAAAGCGTGATGTTCGCCATAC
TTGCGGAGCGGTCGCTGGGGCCCCAGCTGTACGGAGTCTTCCCAGAGGGCCGGCTGGAACAGTACATCCC
AAGTCGGCCATTGAAAACTCAAGAGCTTCGAGAGCCAGTGTTGTCAGCAGCCATTGCCACGAAGATGGCG
CAATTTCATGGCATGGAGATGCCTTTCACCAAGGAGCCCCACTGGCTGTTTGGGACCATGGAGCGGTACC
TAAAACAGATCCAGGACCTGCCCCCAACTGGCCTCCCTGAGATGAACCTGCTGGAGATGTACAGCCTGAA
GGATGAGATGGGCAACCTCAGGAAGTTACTAGAGTCTACCCCATCGCCAGTCGTCTTCTGCCACAATGAC
ATCCAGGAAGGGAACATCTTGCTGCTCTCAGAGCCAGAAAATGCTGACAGCCTCATGCTGGTGGACTTCG
AGTACAGCAGTTATAACTATAGGGGCTTTGACATTGGGAACCATTTTTGTGAGTGGGTTTATGATTATAC
TCACGAGGAATGGCCTTTCTACAAAGCAAGGCCCACAGACTACCCCACTCAAGAACAGCAGTTGCATTTT



ATTCGTCATTACCTGGCAGAGGCAAAGAAAGGTGAGACCCTCTCCCAAGAGGAGCAGAGAAAACTGGAAG
AAGATTTGCTGGTAGAAGTCAGTCGGTATGCTCTGGCATCCCATTTCTTCTGGGGTCTGTGGTCCATCCT
CCAGGCATCCATGTCCACCATAGAATTTGGTTACTTGGACTATGCCCAGTCTCGGTTCCAGTTCTACTTC
CAGCAGAAGGGGCAGCTGACCAGTGTCCACTCCTCATCCTGACTCCACCCTCCCACTCCTTGGATTTCTC
CTGGAGCCTCCAGGGCAGGACCTTGGAGGGAGGAACAACGAGCAGAAGGCCCTGGCGACTGGGCTGAGCC
CCCAAGTGAAACTGAGGTTCAGGAGACCGGCCTGTTCCTGAGTTTGAGTAGGTCCCCATGGCTGGCAGGC
CAGAGCCCCGTGCTGTGTATGTAACACAATAAACAAGCTTCTTCTTCCCACCCTG

Homo sapiens choline kinase beta (CHKB), transcript variant 2, mRNA

>gi|23238260|ref|NM 152253.1 4914 bp
chromosome: 22; Location: 22gl3.33

CDS 185..568

CCCGGGCCGGGGCACGGAGAGAGCCGAGCGCCGCAGCCGTGAGCCGAATAGAGCCGGAGAGACCCGAGTA
TGACCGGAGAAGCCCAGGCCGGCCGGAAGAGGAGCCGAGCGCGGCCGGAAGGAACCGAGCCCGTCCGAAG
GGAGCGGAGCGCAGCCTGGCCTGGGGCCCGGTCGAGCCCGCGCCATGGCGGCCGAGGCGACAGCTGTGGL
CGGAAGCGGGGCTGTTGGCGGCTGCCTGGCCAAAGACGGCTTGCAGCAGTCTAAGTGCCCGGACACTACC
CCAAAACGGCGGCGCGCCTCGTCGCTGTCGCGTGACGCCGAGCGCCGAGCCTACCAATGGTGCCGGGAGT
ACTTGGGCGGGGCCTGGCGCCGAGTGCAGCCCGAGGAGCTGAGGGTTTACCCCGTGAGGTGGGAGGTCAG
GGGTCAGCCTCTCCGGTGCGCGGATCGGGGTCAGGGGTCAGCCGCGGGGCCCTCAGGATGCTCCATGTTT
TCGCCCCCCTCTTGCGCCCGCGCCTGGGGLCEGGEGCEGEEGCCGGCCTGGCCGGGAGGGGGCCGGGGCCGLG
GCAGGTAGGGCCGGCCGCGGGCTGAGCGCGCCTGGTGTGGGTCTGCAGCGGAGGCCTCAGCAACCTGCTC
TTCCGCTGCTCGCTCCCGGACCACCTGCCCAGCGTTGGCGAGGAGCCCCGGGAGGTGCTTCTGCGGCTGT
ACGGAGCCATCTTGCAGGTGAGGGGGGTGTGAGCGCCGCAGCACCAGTGGCTTTAGGGCCTGTCGCTTAC
GCGATGCGGGTAGTATTGTTCCCGTTGCGCAGTTGAGGACACCGAGGTTCACGGTCTGAGTAACACCTCA
TTACACCGAAGCCTGGGCCTGTATTCCCAGAGCTTTGGGAGGCTGAGGCGAGAGGATCACTTGAGCACAG
GAGTTCGAGACCAGCCTGGACAACATAGTGAGACCCCCATCTCTAAATAAAAATAGACCAACGCTAAAGC
CTGTGCTCCAGAGCCTCCAGGCAATTGGATCAGAAGTCGCAGCTCTGGTGGGAGGAAGGCGAGCCCTCAT
GTGTGTCCCTGTGCCACTTTGCCTTGGCCCCTTTGCTGTCCATCCTTTTTCAGGGCGTGGACTCCCTGGT
GCTAGAAAGCGTGATGTTCGCCATACTTGCGGAGCGGTCGCTGGGGCCCCAGCTGTACGGAGTCTTCCCA
GAGGGCCGGCTGGAACAGTACATCCCAAGTCGGCCATTGAAAACTCAAGAGCTTCGAGAGCCAGTGTTGT
CAGCAGCCATTGCCACGAAGATGGCGCAATTTCATGGCATGGAGATGCCTTTCACCAAGGAGCCCCACTG
GCTGTTTGGGACCATGGAGCGGTACCTAAAACAGATCCAGGACCTGCCCCCAACTGGCCTCCCTGAGATG
AACCTGCTGGAGATGTACAGCCTGAAGGATGAGATGGGCAACCTCAGGAAGTTACTAGAGTCTACCCCAT
CGCCAGTCGTCTTCTGCCACAATGACATCCAGGAAGGTAGGAGAAGGCATCTGAGTCTCCTAACCCAAGA
TGGAAGAGCCAGAGGGCTCTGGAGTGAGCAGAACCTCACCCCATTCCCCCAGGGAACATCTTGCTGCTCT
CAGAGCCAGAAAATGCTGACAGCCTCATGCTGGTGGACTTCGAGTACAGCAGTTATAACTATAGGGGCTT



TGACATTGGGAACCATTTTTGTGAGTGGGTTTATGATTATACTCACGAGGAATGGCCTTTCTACAAAGCA
AGGCCCACAGACTACCCCACTCAAGAACAGCAGTTGCATTTTATTCGTCATTACCTGGCAGAGGCAAAGA
AAGGTGAGACCCTCTCCCAAGAGGAGCAGAGAAAACTGGAAGAAGATTTGCTGGTAGAAGTCAGTCGGTA
TGCTCTGGCATCCCATTTCTTCTGGGGTCTGTGGTCCATCCTCCAGGCATCCATGTCCACCATAGAATTT
GGTTACTTGGACTATGCCCAGTCTCGGTTCCAGTTCTACTTCCAGCAGAAGGGGCAGCTGACCAGTGTCC
ACTCCTCATCCTGACTCCACCCTCCCACTCCTTGGATTTCTCCTGGAGCCTCCAGGGCAGGACCTTGGAG
GGAGGAACAACGAGCAGAAGGCCCTGGCGACTGGGCTGAGCCCCCAAGTGAAACTGAGGTTCAGGAGACC
GGCCTGTTCCTGAGTTTGAGTGCCGACCAACCCCCAGGATGGCGGAAGCTCACCAGGCCGTGGCCTTCCA
GTTCACGGTGACCCCAGACGGGGTCGACTTCCGGCTCAGTCGGGAGGCCCTGAAACACGTCTACCTGTCT
GGGATCAACTCCTGGAAGAAACGCCTGATCCGCATCAAGAATGGCATCCTCAGGGGCGTGTACCCTGGCA
GCCCCACCAGCTGGCTGGTCGTCATCATGGCAACAGTGGGTTCCTCCTTCTGCAACGTGGACATCTCCTT
GGGGCTGGTCAGTTGCATCCAGAGATGCCTCCCTCAGGGGTGTGGCCCCTACCAGACCCCGCAGACCCGG
GCACTTCTCAGCATGGCCATCTTCTCCACGGGCGTCTGGGTGACGGGCATCTTCTTCTTCCGCCAAACCC
TGAAGCTGCTTCTCTGCTACCATGGGTGGATGTTTGAGATGCATGGCAAGACCAGCAACTTGACCAGGAT
CTGGGCTATGTGTATCCGCCTTCTATCCAGCCGGCACCCTATGCTCTACAGCTTCCAGACATCTCTGCCC
AAGCTTCCTGTGCCCAGGGTGTCAGCCACAATTCAGCGGTACCTAGAGTCTGTGCGCCCCTTGTTGGATG
ATGAGGAATATTACCGCATGGAGTTGCTGGCCAAAGAATTCCAGGACAAGACTGCCCCCAGGCTGCAGAA
ATACCTGGTGCTCAAGTCATGGTGGGCAAGTAACTATGTGAGTGACTGGTGGGAAGAGTACATCTACCTT
CGAGGCAGGAGCCCTCTCATGGTGAACAGCAACTATTATGTCATGGACCTTGTGCTCATCAAGAATACAG
ACGTGCAGGCAGCCCGCCTGGGAAACATCATCCACGCCATGATCATGTATCGCCGTAAACTGGACCGTGA
AGAAATCAAGCCTGTGATGGCACTGGGCATAGTGCCTATGTGCTCCTACCAGATGGAGAGGATGTTCAAC
ACCACTCGGATCCCGGGCAAGGACACAGATGTGCTACAGCACCTCTCAGACAGCCGGCACGTGGCTGTCT
ACCACAAGGGACGCTTCTTCAAGCTGTGGCTCTATGAGGGCGCCCGTCTGCTCAAGCCTCAGGATCTGGA
GATGCAGTTCCAGAGGATCCTGGACGACCCCTCCCCACCTCAGCCTGGGGAGGAGAAGCTGGCAGCCCTC
ACTGCAGGAGGAAGGGTGGAGTGGGCGCAGGCACGCCAGGCCTTCTTTAGCTCTGGAAAGAATAAGGCTG
CCTTGGAGGCCATCGAGCGTGCCGCTTTCTTCGTGGCCCTGGATGAGGAATCCTACTCCTATGACCCCGA
AGATGAGGCCAGCCTCAGCCTCTATGGCAAGGCCCTGCTACATGGCAACTGCTACAACAGGTGGTTTGAC
AAATCCTTCACTCTCATTTCCTTCAAGAATGGCCAGTTGGGTCTCAATGCAGAGCATGCGTGGGCAGATG
CTCCCATCATTGGGCACCTCTGGGAGTTTGTCCTGGGCACAGACAGCTTCCACCTGGGCTACACGGAGAC
CGGGCACTGCCTGGGCAAACCGAACCCTGCGCTCGCACCTCCTACACGGCTGCAGTGGGACATTCCAAAA
CAGTGCCAGGCGGTCATCGAGAGTTCCTACCAGGTGGCCAAGGCGTTGGCAGACGACGTGGAGTTGTACT
GCTTCCAGTTCCTGCCCTTTGGCAAAGGCCTCATCAAGAAGTGCCGGACCAGCCCTGATGCCTTTGTGCA
GATCGCGCTGCAGCTGGCTCACTTCCGGGGGTAAGTTCTGCCTGACCTATGAGGCCTCAATGACCAGAAT
GTTCCGGGAGGGACGGACTGAGACTGTGCGTTCCTGTACCAGCGAGTCCACAGCCTTTGTGCAGGCCATG
ATGGAGGGGTCCCACACAAAAGCAGACCTGCGAGATCTCTTCCAGAAGGCTGCTAAGAAGCACCAGAATA
TGTACCGCCTGGCCATGACCGGGGCAGGGATCGACAGGCACCTCTTCTGCCTTTACTTGGTCTCCAAGTA
CCTAGGAGTCAGCTCTCCTTTCCTTGCTGAGGTGCTCTCGGAACCCTGGCGTCTCTCCACCAGCCAGATC
CCCCAATCCCAGATCCGCATGTTCGACCCAGAGCAGCACCCCAATCACCTGGGCGCTGGAGGTGGCTTTG
GCCCTGTAGCAGATGATGGCTATGGAGTTTCCTACATGATTGCAGGCGAGAACACGATCTTCTTCCACAT
CTCCAGCAAGTTCTCAAGCTCAGAGACGAACGCCCAGCGCTTTGGAAACCACATCCGCAAAGCCCTGCTG
GACATTGCTGATCTTTTCCAAGTTCCCAAGGCCTACAGCTGAAGGTTGGAGAAATGCCAGCTGCCCTTTC



GTCCCCACACTGTGGAGGAAGGGACCTGTGGCAGCTCACAGGCATGAGGGGTGGCCGTGCACAGGTGCCC
AGGCTCCAAGGACAGCTCCGGCAGCAGGTCCTCGCTGGGCAGATGCTGCTCCCTGAGGGCCCAGGTGGTG
GAGCCCTTAGGTACCTGTGTTTTGTTTGGGAACTCGGAGGCCCTCCCCCTCCCCCAGCTCAGACCACAGA
GGTGGCAAGAGAAGGGCTGAAGCTGGAAGACTGTTCATGAGGGACTTGTGTGACCTGCTTTGAAATGTGT
GACTCTGCTGAGTGACGTAGGCTCTGAGATAGCTGTCCACGCCCACGTGTTTGCTTGGAATAAATACTTG
CCTCAGAACCTTCA

Rho A wt (MRNA):

Homo sapiens ras homolog gene family, member A (RHOA), mRNA 1926 bp
>gi|50593005|ref|NM 001664.2]|

chromosome: 3; Location: 3p2l.

CDS 277..858

GTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTCGAGCCCGCTGGGCACT
CGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCGCCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGL
CGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAGTCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCG
AGTTTGCGACTCGCGGACCGGCGTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGG
CTGCCATCCGGAAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTT
CAGCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATATCGAGGTG
GATGGAAAGCAGGTAGAGTTGGCTTTGTGGGACACAGCTGGGCAGGAAGATTATGATCGCCTGAGGCCCC
TCTCCTACCCAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATCGACAGCCCTGATAGTTTAGAAAACAT
CCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCTGTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAG
AAGGATCTTCGGAATGATGAGCACACAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTG
AAGAAGGCAGAGATATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGA
TGGAGTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAAAAATCT
GGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTTGAAGTGCTGTTTAT
TAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCTAAGATTACAAATCAGAAGTC
ATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACGATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGT
CCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGCACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAAT
TTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAGAAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACT
TTATAACTAACATGTCCTGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCT
TTACTCCGTAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGAA
AAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTTATAGTTACT
GTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAGACTAGATGTAGTATTT
TTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTATTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTG
TATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAATTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAG
ATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTATCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAA
TTGGTTTCACGCCTGAGGCAATTAGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCAT
CTGGCTCTAATTCACAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTC
TCATGGGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTTCC



AACTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAAAAAA

RhoA QL (mut) mRNA:

Homo sapiens ras homolog gene family, member A (RHOA), mRNA 1926 bp
>gi[50593005|ref|NM 001664.2 |

chromosome: 3; Location: 3p2l.

CDS 277..858

GTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTCGAGCCCGCTGGGCACT
CGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCGCCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGL
CGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAGTCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCG
AGTTTGCGACTCGCGGACCGGCGTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGG
CTGCCATCCGGAAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTT
CAGCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATATCGAGGTG
GATGGAAAGCAGGTAGAGTTGGCTTTGTGGGACACAGCTGGGCIGGAAGATTATGATCGCCTGAGGCCCC
TCTCCTACCCAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATCGACAGCCCTGATAGTTTAGAAAACAT
CCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCTGTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAG
AAGGATCTTCGGAATGATGAGCACACAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTG
AAGAAGGCAGAGATATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGA
TGGAGTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAAAAATCT
GGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTTGAAGTGCTGTTTAT
TAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCTAAGATTACAAATCAGAAGTC
ATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACGATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGT
CCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGCACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAAT
TTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAGAAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACT
TTATAACTAACATGTCCTGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCT
TTACTCCGTAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGAA
AAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTTATAGTTACT
GTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAGACTAGATGTAGTATTT
TTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTATTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTG
TATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAATTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAG
ATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTATCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAA
TTGGTTTCACGCCTGAGGCAATTAGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCAT
CTGGCTCTAATTCACAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTC
TCATGGGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTTCC
AACTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAAAAAA



Raciwt (mMRNA):

Homo sapiens ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
binding protein Racl) (RACl), transcript variant Racl, mRNA 2341 bp

>gi 156071503 |ref|NM 006908.4]
chromosome: 7; Location: 7p2

CDS 242..820

GGGAGGCCGGATGTGAGTGGAGCGGCCATTTCCTGTTTCTCTGCAGTTTTCCTCAGCTTTGGGTGGTGGC
CGCTGCCGGGCATCGGCTTCCAGTCCGCGGAGGGCGAGGCGGCGTGGACAGCGGCCCCGGCACCCAGLGL
CCCGCCGCCCGCAAGCCGCGCGLCCCGTCCGCCGCGCCCCGAGCCCGCCGCTTCCTATCTCAGCGCCCTGL
CGCCGCCGCCGCGGCCCAGCGAGCGGCCCTGATGCAGGCCATCAAGTGTGTGGTGGTGGGAGACGGAGCT
GTAGGTAAAACTTGCCTACTGATCAGTTACACAACCAATGCATTTCCTGGAGAATATATCCCTACTGTCT
TTGACAATTATTCTGCCAATGTTATGGTAGATGGAAAACCGGTGAATCTGGGCTTATGGGATACAGCTGG
ACAAGAAGATTATGACAGATTACGCCCCCTATCCTATCCGCAAACAGATGTGTTCTTAATTTGCTTTTCC
CTTGTGAGTCCTGCATCATTTGAAAATGTCCGTGCAAAGTGGTATCCTGAGGTGCGGCACCACTGTCCCA
ACACTCCCATCATCCTAGTGGGAACTAAACTTGATCTTAGGGATGATAAAGACACGATCGAGAAACTGAA
GGAGAAGAAGCTGACTCCCATCACCTATCCGCAGGGTCTAGCCATGGCTAAGGAGATTGGTGCTGTAAAA
TACCTGGAGTGCTCGGCGCTCACACAGCGAGGCCTCAAGACAGTGTTTGACGAAGCGATCCGAGCAGTCC
TCTGCCCGCCTCCCGTGAAGAAGAGGAAGAGAAAATGCCTGCTGTTGTAAATGTCTCAGCCCCTCGTTCT
TGGTCCTGTCCCTTGGAACCTTTGTACGCTTTGCTCAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAACAAAAAAARAAAA
ACAACGGTGGAGCCTTCGCACTCAATGCCAACTTTTTGTTACAGATTAATTTTTCCATAAAACCATTTTT
TGAACCAATCAGTAATTTTAAGGTTTTGTTTGTTCTAAATGTAAGAGTTCAGACTCACATTCTATTAAAA
TTTAGCCCTAAAATGACAAGCCTTCTTAAAGCCTTATTTTTCAAAAGCGCCCCCCCCATTCTTGTTCAGA
TTAAGAGTTGCCAAAATACCTTCTGAACTACACTGCATTGTTGTGCCGAGAACACCGAGCACTGAACTTT
GCAAAGACCTTCGTCTTTGAGAAGACGGTAGCTTCTGCAGTTAGGAGGTGCAGACACTTGCTCTCCTATG
TAGTTCTCAGATGCGTAAAGCAGAACAGCCTCCCGAATGAAGCGTTGCCATTGAACTCACCAGTGAGTTA
GCAGCACGTGTTCCCGACATAACATTGTACTGTAATGGAGTGAGCGTAGCAGCTCAGCTCTTTGGATCAG
TCTTTGTGATTTCATAGCGAGTTTTCTGACCAGCTTTTGCGGAGATTTTGAACAGAACTGCTATTTCCTC
TAATGAAGAATTCTGTTTAGCTGTGGGTGTGCCGGGTGGGGTGTGTGTGATCAAAGGACAAAGACAGTAT
TTTGACAAAATACGAAGTGGAGATTTACACTACATTGTACAAGGAATGAAAGTGTCACGGGTAAAAACTC
TAAAAGGTTAATTTCTGTCAAATGCAGTAGATGATGAAAGAAAGGTTGGTATTATCAGGAAATGTTTTCT
TAAGCTTTTCCTTTCTCTTACACCTGCCATGCCTCCCCAAATTGGGCATTTAATTCATCTTTAAACTGGT
TGTTCTGTTAGTCGCTAACTTAGTAAGTGCTTTTCTTATAGAACCCCTTCTGACTGAGCAATATGCCTCC
TTGTATTATAAAATCTTTCTGATAATGCATTAGAAGGTTTTTTTGTCGATTAGTAAAAGTGCTTTCCATG
TTACTTTATTCAGAGCTAATAAGTGCTTTCCTTAGTTTTCTAGTAACTAGGTGTAAAAATCATGTGTTGC
AGCTTTATAGTTTTTAAAATATTTTAGATAATTCTTAAACTATGAACCTTCTTAACATCACTGTCTTGCC
AGATTACCGACACTGTCACTTGACCAATACTGACCCTCTTTACCTCGCCCACGCGGACACACGCCTCCTG
TAGTCGCTTTGCCTATTGATGTTCCTTTGGGTCTGTGAGGTTCTGTAAACTGTGCTAGTGCTGACGATGT
TCTGTACAACTTAACTCACTGGCGAGAATACAGCGTGGGACCCTTCAGCCACTACAACAGAATTTTTTAA
ATTGACAGTTGCAGAATTGTGGAGTGTTTTTACATTGATCTTTTGCTAATGCAATTAGCATTATGTTTTG
CATGTATGACTTAATAAATCCTTGAATCATA



Rac1 QL (mut) mRNA:

Homo sapiens ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
binding protein Racl) (RACl), transcript variant Racl, mRNA 2341 bp

>gi 156071503 |ref|NM 006908.4]
chromosome: 7; Location: 7p2

CDS 242..820

GGGAGGCCGGATGTGAGTGGAGCGGCCATTTCCTGTTTCTCTGCAGTTTTCCTCAGCTTTGGGTGGTGGC
CGCTGCCGGGCATCGGCTTCCAGTCCGCGGAGGGCGAGGCGGCGTGGACAGCGGCCCCGGCACCCAGLGL
CCCGCCGCCCGCAAGCCGCGCGLCCCGTCCGCCGCGCCCCGAGCCCGCCGCTTCCTATCTCAGCGCCCTGL
CGCCGCCGCCGCGGCCCAGCGAGCGGCCCTGATGCAGGCCATCAAGTGTGTGGTGGTGGGAGACGGAGCT
GTAGGTAAAACTTGCCTACTGATCAGTTACACAACCAATGCATTTCCTGGAGAATATATCCCTACTGTCT
TTGACAATTATTCTGCCAATGTTATGGTAGATGGAAAACCGGTGAATCTGGGCTTATGGGATACAGCTGG
ACA.GAAGATTATGACAGATTACGCCCCCTATCCTATCCGCAAACAGATGTGTTCTTAATTTGCTTTTCC
CTTGTGAGTCCTGCATCATTTGAAAATGTCCGTGCAAAGTGGTATCCTGAGGTGCGGCACCACTGTCCCA
ACACTCCCATCATCCTAGTGGGAACTAAACTTGATCTTAGGGATGATAAAGACACGATCGAGAAACTGAA
GGAGAAGAAGCTGACTCCCATCACCTATCCGCAGGGTCTAGCCATGGCTAAGGAGATTGGTGCTGTAAAA
TACCTGGAGTGCTCGGCGCTCACACAGCGAGGCCTCAAGACAGTGTTTGACGAAGCGATCCGAGCAGTCC
TCTGCCCGCCTCCCGTGAAGAAGAGGAAGAGAAAATGCCTGCTGTTGTAAATGTCTCAGCCCCTCGTTCT
TGGTCCTGTCCCTTGGAACCTTTGTACGCTTTGCTCAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAACAAAAAAARAAAA
ACAACGGTGGAGCCTTCGCACTCAATGCCAACTTTTTGTTACAGATTAATTTTTCCATAAAACCATTTTT
TGAACCAATCAGTAATTTTAAGGTTTTGTTTGTTCTAAATGTAAGAGTTCAGACTCACATTCTATTAAAA
TTTAGCCCTAAAATGACAAGCCTTCTTAAAGCCTTATTTTTCAAAAGCGCCCCCCCCATTCTTGTTCAGA
TTAAGAGTTGCCAAAATACCTTCTGAACTACACTGCATTGTTGTGCCGAGAACACCGAGCACTGAACTTT
GCAAAGACCTTCGTCTTTGAGAAGACGGTAGCTTCTGCAGTTAGGAGGTGCAGACACTTGCTCTCCTATG
TAGTTCTCAGATGCGTAAAGCAGAACAGCCTCCCGAATGAAGCGTTGCCATTGAACTCACCAGTGAGTTA
GCAGCACGTGTTCCCGACATAACATTGTACTGTAATGGAGTGAGCGTAGCAGCTCAGCTCTTTGGATCAG
TCTTTGTGATTTCATAGCGAGTTTTCTGACCAGCTTTTGCGGAGATTTTGAACAGAACTGCTATTTCCTC
TAATGAAGAATTCTGTTTAGCTGTGGGTGTGCCGGGTGGGGTGTGTGTGATCAAAGGACAAAGACAGTAT
TTTGACAAAATACGAAGTGGAGATTTACACTACATTGTACAAGGAATGAAAGTGTCACGGGTAAAAACTC
TAAAAGGTTAATTTCTGTCAAATGCAGTAGATGATGAAAGAAAGGTTGGTATTATCAGGAAATGTTTTCT
TAAGCTTTTCCTTTCTCTTACACCTGCCATGCCTCCCCAAATTGGGCATTTAATTCATCTTTAAACTGGT
TGTTCTGTTAGTCGCTAACTTAGTAAGTGCTTTTCTTATAGAACCCCTTCTGACTGAGCAATATGCCTCC
TTGTATTATAAAATCTTTCTGATAATGCATTAGAAGGTTTTTTTGTCGATTAGTAAAAGTGCTTTCCATG
TTACTTTATTCAGAGCTAATAAGTGCTTTCCTTAGTTTTCTAGTAACTAGGTGTAAAAATCATGTGTTGC
AGCTTTATAGTTTTTAAAATATTTTAGATAATTCTTAAACTATGAACCTTCTTAACATCACTGTCTTGCC
AGATTACCGACACTGTCACTTGACCAATACTGACCCTCTTTACCTCGCCCACGCGGACACACGCCTCCTG
TAGTCGCTTTGCCTATTGATGTTCCTTTGGGTCTGTGAGGTTCTGTAAACTGTGCTAGTGCTGACGATGT
TCTGTACAACTTAACTCACTGGCGAGAATACAGCGTGGGACCCTTCAGCCACTACAACAGAATTTTTTAA
ATTGACAGTTGCAGAATTGTGGAGTGTTTTTACATTGATCTTTTGCTAATGCAATTAGCATTATGTTTTG



CATGTATGACTTAATAAATCCTTGAATCATA

Cdc42 (mRNA):

Homo sapiens cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa) (CDC42),
transcript variant 2, mRNA

>gi[89903014 |ref|NM 044472.2| 1530 bp
chromosome: 1; Location: 1p36.1

CDS 167..742

ACTTCCGCGGGCACCCAACTGTGCGTCTCCTGCGCGCTGACGTCAGGTGCGTGCCCCTGTCCGGCAGCCG
AGGAGACCCCGCGCAGTGCTGCCAACGCCCCGGTGGAGAAGCTGAGGTCATCATCAGATTTGAAATATTT
AAAGTGGATACAAAACTATTTCAGCAATGCAGACAATTAAGTGTGTTGTTGTGGGCGATGGTGCTGTTGG
TAAAACATGTCTCCTGATATCCTACACAACAAACAAATTTCCATCGGAATATGTACCGACTGTTTTTGAC
AACTATGCAGTCACAGTTATGATTGGTGGAGAACCATATACTCTTGGACTTTTTGATACTGCAGGGCAAG
AGGATTATGACAGATTACGACCGCTGAGTTATCCACAAACAGATGTATTTCTAGTCTGTTTTTCAGTGGT
CTCTCCATCTTCATTTGAAAACGTGAAAGAAAAGTGGGTGCCTGAGATAACTCACCACTGTCCAAAGACT
CCTTTCTTGCTTGTTGGGACTCAAATTGATCTCAGAGATGACCCCTCTACTATTGAGAAACTTGCCAAGA
ACAAACAGAAGCCTATCACTCCAGAGACTGCTGAAAAGCTGGCCCGTGACCTGAAGGCTGTCAAGTATGT
GGAGTGTTCTGCACTTACACAGAGAGGTCTGAAGAATGTGTTTGATGAGGCTATCCTAGCTGCCCTCGAG
CCTCCGGAAACTCAACCCAAAAGGAAGTGCTGTATATTCTAAACTGTTTTCTCCTTCCCTTCTTTGCTGC
TGCTTCCTGTCCCACTACTGTAGAAAGATCGTTTAAAAACAAAGGAATAAAACCATCCTGTTTGAAAGCC
TCTGCGTCTTTTTACTCACCACCTTAGAGCAACCTCTGTATTAGTTTTTGATCAAGAATGCAATATCATA
TAAATTTTTTGTGATCAGTAGTCAAGTTGGACTTGTTTTAACGTTCTGCTGCTTGAGTTGCCTGATGCTC
AGAGCTTTTTGGTTTGGATTACTATTGCAAAAGGGAACTTGGTCTGGCTTTAAGAATGTCCTCTTGGAGA
AAATAACAAGAGTTTTAACACTTCTAGATCTTAGTTCTAGATGGAGAAAGTAACACAAACATCATTTTAC
TCTTATGATCAATTGTTAATTGTAATTGCATGACAAACCTTATGGAAAAGGGGTGACCTAGTAGAGTGTA
ATGGGGAAGGGAGGATTCTTTTCTGGTTTTCCTTTGTGCGGTGAAACTTTGTGTTGCTGTTGCTTTGGCT
GTCTGTGCTGTAGTGGAGTATTTGTCAGTCTGGGGTGGGGAAGATATTGATGTATCTGCTACTGCTTTAT
GAGTTCATTTGTTACATTATCTTTTAAGAATAACATCCATTTAAACAGTTGACTTACAGTTTGTTAATGC
TGAGATGTAAAGCTGCCACCTTTATATTTTCCTGCTTCTGATTTTATTGTGAGGGAAATATACAATTGTG
GTTACCTTCAAATTTTGAAATTAAAAATATACAACCGTTTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Homo sapiens cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa) (CDC42),
transcript variant 2, mRNA

>gi[89903014 |ref|NM 044472.2| 1530 bp

chromosome: 1; Location: 1p36.1

cDs 167..742
Cdc42 Q61L (A182T)



ACTTCCGCGGGCACCCAACTGTGCGTCTCCTGCGCGCTGACGTCAGGTGCGTGCCCCTGTCCGGCAGCCG
AGGAGACCCCGCGCAGTGCTGCCAACGCCCCGGTGGAGAAGCTGAGGTCATCATCAGATTTGAAATATTT
AAAGTGGATACAAAACTATTTCAGCAATGCAGACAATTAAGTGTGTTGTTGTGGGCGATGGTGCTGTTGG
TAAAACATGTCTCCTGATATCCTACACAACAAACAAATTTCCATCGGAATATGTACCGACTGTTTTTGAC
AACTATGCAGTCACAGTTATGATTGGTGGAGAACCATATACTCTTGGACTTTTTGATACTGCAGGGCA.G
AGGATTATGACAGATTACGACCGCTGAGTTATCCACAAACAGATGTATTTCTAGTCTGTTTTTCAGTGGT
CTCTCCATCTTCATTTGAAAACGTGAAAGAAAAGTGGGTGCCTGAGATAACTCACCACTGTCCAAAGACT
CCTTTCTTGCTTGTTGGGACTCAAATTGATCTCAGAGATGACCCCTCTACTATTGAGAAACTTGCCAAGA
ACAAACAGAAGCCTATCACTCCAGAGACTGCTGAAAAGCTGGCCCGTGACCTGAAGGCTGTCAAGTATGT
GGAGTGTTCTGCACTTACACAGAGAGGTCTGAAGAATGTGTTTGATGAGGCTATCCTAGCTGCCCTCGAG
CCTCCGGAAACTCAACCCAAAAGGAAGTGCTGTATATTCTAAACTGTTTTCTCCTTCCCTTCTTTGCTGC
TGCTTCCTGTCCCACTACTGTAGAAAGATCGTTTAAAAACAAAGGAATAAAACCATCCTGTTTGAAAGCC
TCTGCGTCTTTTTACTCACCACCTTAGAGCAACCTCTGTATTAGTTTTTGATCAAGAATGCAATATCATA
TAAATTTTTTGTGATCAGTAGTCAAGTTGGACTTGTTTTAACGTTCTGCTGCTTGAGTTGCCTGATGCTC
AGAGCTTTTTGGTTTGGATTACTATTGCAAAAGGGAACTTGGTCTGGCTTTAAGAATGTCCTCTTGGAGA
AAATAACAAGAGTTTTAACACTTCTAGATCTTAGTTCTAGATGGAGAAAGTAACACAAACATCATTTTAC
TCTTATGATCAATTGTTAATTGTAATTGCATGACAAACCTTATGGAAAAGGGGTGACCTAGTAGAGTGTA
ATGGGGAAGGGAGGATTCTTTTCTGGTTTTCCTTTGTGCGGTGAAACTTTGTGTTGCTGTTGCTTTGGCT
GTCTGTGCTGTAGTGGAGTATTTGTCAGTCTGGGGTGGGGAAGATATTGATGTATCTGCTACTGCTTTAT
GAGTTCATTTGTTACATTATCTTTTAAGAATAACATCCATTTAAACAGTTGACTTACAGTTTGTTAATGC
TGAGATGTAAAGCTGCCACCTTTATATTTTCCTGCTTCTGATTTTATTGTGAGGGAAATATACAATTGTG
GTTACCTTCAAATTTTGAAATTAAAAATATACAACCGTTTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Rnd1 (mRNA)

Homo sapiens small GTP binding protein Rho6 (Rho6) mRNA, complete cds

AF498967.1 GI:20379107

Chromosome: 12; Location: 12gl2-gl3

CDS 1..699
ATGAAGGAGAGACGGGCCCCCCAGCCAGTCGTGGCCAGATGTAAGCTCGTTCTGGTCGGGGACGTGCAGT
GTGGGAAGACCGCGATGTTGCAAGTGTTAGCGAAGGATTGCTATCCAGAGACCTATGTGCCCACCGTGTT
CGAAAATTACACAGCCTGTTTGGAGACAGAGGAACAGAGGGTGGAGCTTAGTCTCTGGGATACCTCAGGA
TCTCCCTACTACGATAATGTCCGTCCACTCTGCTACAGCGACTCGGATGCAGTATTACTATGTTTTGACA
TCAGCCGTCCAGAGACAGTGGACAGCGCACTCAAGAAGTGGAGGACAGAAATCCTAGATTATTGTCCCAG
CACCCGCGTTTTGCTCATTGGCTGCAAGACAGACCTGCGAACAGACCTGAGTACTCTGATGGAGCTGTCC
CACCAGAAGCAGGCGCCCATCTCCTATGAGCAGGGTTGTGCAATAGCAAAGCAGCTGGGTGCAGAAATCT
ACCTGGAAGGCTCAGCTTTCACCTCAGAAAAGAGCATCCACAGCATCTTTCGGACGGCATCCATGCTGTG
TCTGAACAAGCCTAGCCCACTGCCCCAGAAGAGCCCTGTCCGAAGCCTCTCCAAACGACTGCTCCACCTC
CCCAGTCGCTCTGAACTCATCTCTTCTACCTTCAAGAAGGAAAAGGCCAAAAGCTGTTCCATTATGTGA



Rnd2 (mRNA):

Homo sapiens small GTP binding protein Rho7 (Rho7) mRNA, complete
cds>gi 20379109 gb|AF498968.1

Chromosome: 17; Location: 17921
CDS 1..684

ATGGAGGGGCAGAGCGGCCGCTGCAAGATCGTGGTGGTGGGAGACGCAGAGTGCGGCAAGACGGCGCTGC
TGCAGGTGTTCGCCAAGGACGCCTATCCCGGGAGTTATGTCCCCACCGTGTTTGAGAACTACACTGCGAG
CTTTGAGATCGACAAGCGCCGCATTGAGCTCAACATGTGGGACACTTCAGGTTCCTCTTACTATGATAAT
GTCCGGCCTCTGGCCTATCCTGATTCTGATGCTGTGCTCATCTGCTTCGACATTAGCCGACCAGAAACAC
TGGACAGTGTTCTCAAGAAGTGGCAAGGAGAGACTCAAGAGTTCTGCCCCAATGCCAAGGTTGTGCTGGT
TGGCTGTAAACTGGACATGCGGACTGACCTGGCCACACTGAGGGAGCTGTCCAAGCAGAGGCTTATCCCT
GTTACACATGAGCAGGGCACTGTGCTGGCCAAGCAGGTGGGGGCTGTGTCCTATGTTGAGTGCTCCTCCC
GGTCCTCTGAGCGCAGCGTCAGGGATGTCTTCCATGTGGCTACAGTGGCCTCCCTTGGCCGTGGCCATAG
GCAGCTGCGCCGAACTGACTCACGCCGGGGAATGCAGCGATCCGCTCAGCTGTCAGGACGGCCAGACCGG
GGGAATGAGGGCGAGATACACAAGGATCGAGCCAAAAGCTGCAACCTCATGTGA

Rnd3 (MRNA):

Homo sapiens small GTP binding protein Rho8 (Rho8) mRNA, complete cds

>gi 20379111 |gb|AF498969.1|
Chromosome: 2; Location: 2g23.3

CDS 1,.735

ATGAAGGAGAGAAGAGCCAGCCAGAAATTATCCAGCAAATCTATCATGGATCCTAATCAGAACGTGAAAT
GCAAGATAGTTGTGGTGGGAGACAGTCAGTGTGGAAAAACTGCGCTGCTCCATGTCTTCGCCAAGGACTG
CTTCCCCGAGAATTACGTTCCTACAGTGTTTGAGAATTACACGGCCAGTTTTGAAATCGACACACAAAGA
ATAGAGTTGAGCCTGTGGGACACTTCGGGTTCTCCTTACTATGACAATGTCCGCCCCCTCTCTTACCCTG
ATTCGGATGCTGTGCTGATTTGCTTTGACATCAGTAGACCAGAGACCCTGGACAGTGTCCTCAAAAAGTG
GAAAGGTGAAATCCAGGAATTTTGTCCAAATACCAAAATGCTCTTGGTCGGCTGCAAGTCTGATCTGCGG
ACAGATGTTAGTACATTAGTAGAGCTCTCCAATCACAGGCAGACGCCAGTGTCCTATGACCAGGGGGCAA
ATATGGCCAAACAGATTGGAGCAGCTACTTATATCGAATGCTCAGCTTTACAGTCGGAAAATAGCGTCAG
AGACATTTTTCACGTTGCCACCTTGGCATGTGTAAATAAGACAAATAAAAACGTTAAGCGGAACAAATCA
CAGAGAGCCACAAAGCGGATTTCACACATGCCTAGCAGACCAGAACTCTCGGCAGTTGCTACGGACTTAC
GAAAGGACAAAGCGAAGAGCTGCACTGTGATGTGA



Rock1 wt mRNA:

Homo sapiens Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 (ROCK1),
mRNA

>gi[112382209|ref|NM 005406.2] 6650 bp
chromosome: 18; Location: 18qgll.1l
CDS 942..5006

GCTGGTTCCCCTTCCGAGCGTCCGCGCCCCGCATGCGCAGTCTGCCCCGGCGGTCTCCGTTTGTTTGAAC
AGGAAGGCGGACATATTAGTCCCTCTCAGCCCCCCTCGCCCCACCCCCCAGGCATTCGCCGCCGCGACTC
GCCCTTTCCCCGGCTGGGACCGCAGCCCCTCCCAGAAGCTCCCCCATCAGCAGCCGCCGGGACCCAACTA
TCGTCTTCCTCTTCGCCCGCTCTCCAGCCTTTCCTCTGCTAAGTCTCCATCGGGCATCGACCTCGCCCTG
CCCCACCGGACACCGTAGCAGCAGCCCCAGCAGCGACGGGACAAAATGGGAGAGTGAGGCTGTCCTGCGT
GGACCAGCTCGTGGCCGAGACTGATCGGTGCGTCGGGCCGGGCCGAGTAGAGCCGGGGACGCGGGGCTAG
ACCGTCTACAGCGCCTCTGAGCGGAGCGGGCCCGGCCCGTGGCCCGAGCGGCGGCCGCAGCTGGCACAGC
TCCTCACCCGCCCTTTGCTTTCGCCTTTCCTCTTCTCCCTCCCTTGTTGCCCGGAGGGAGTCTCCACCCT
GCTTCTCTTTCTCTACCCGCTCCTGCCCATCTCGGGACGGGGACCCCTCCATGGCGACGGCGGCCGGGGL
CCGCTAGACTGAAGCACCTCGCCGGAGCGACGAGGCTGGTGGCGACGGCGCTGTCGGCTGTCGTGAGGGG
CTGCCGGGTGGGATGCGACTTTGGGCGTCCGAGCGGCTGTGGGTCGCTGTTGCCCCCGGCCCGGGGETCTG
GAGAGCGGAGGTCCCCTCAGTGAGGGGAAGACGGGGGAACCGGGCGCACCTGGTGACCCTGAGGTTCCGG
CTCCTCCGCCCCGCGGCTGCGAACCCACCGCGGAGGAAGTTGGTTGAAATTGCTTTCCGCTGCTGGTGCT
GGTAAGAGGGCATTGTCACAGCAGCAGCAACATGTCGACTGGGGACAGTTTTGAGACTCGATTTGAAAAA
ATGGACAACCTGCTGCGGGATCCCAAATCGGAAGTGAATTCGGATTGTTTGCTGGATGGATTGGATGCTT
TGGTATATGATTTGGATTTTCCTGCCTTAAGAAAAAACAAAAATATTGACAACTTTTTAAGCAGATATAA
AGACACAATAAATAAAATCAGAGATTTACGAATGAAAGCTGAAGATTATGAAGTAGTGAAGGTGATTGGT
AGAGGTGCATTTGGAGAAGTTCAATTGGTAAGGCATAAATCCACCAGGAAGGTATATGCTATGAAGCTTC
TCAGCAAATTTGAAATGATAAAGAGATCTGATTCTGCTTTTTTCTGGGAAGAAAGGGACATCATGGCTTT
TGCCAACAGTCCTTGGGTTGTTCAGCTTTTTTATGCATTCCAAGATGATCGTTATCTCTACATGGTGATG
GAATACATGCCTGGTGGAGATCTTGTAAACTTAATGAGCAACTATGATGTGCCTGAAAAATGGGCACGAT
TCTATACTGCAGAAGTAGTTCTTGCATTGGATGCAATCCATTCCATGGGTTTTATTCACAGAGATGTGAA
GCCTGATAACATGCTGCTGGATAAATCTGGACATTTGAAGTTAGCAGATTTTGGTACTTGTATGAAGATG
AATAAGGAAGGCATGGTACGATGTGATACAGCGGTTGGAACACCTGATTATATTTCCCCTGAAGTATTAA
AATCCCAAGGTGGTGATGGTTATTATGGAAGAGAATGTGACTGGTGGTCGGTTGGGGTATTTTTATACGA
AATGCTTGTAGGTGATACACCTTTTTATGCAGATTCTTTGGTTGGAACTTACAGTAAAATTATGAACCAT
AAAAATTCACTTACCTTTCCTGATGATAATGACATATCAAAAGAAGCAAAAAACCTTATTTGTGCCTTCC
TTACTGACAGGGAAGTGAGGTTAGGGCGAAATGGTGTAGAAGAAATCAAACGACATCTCTTCTTCAAAAA
TGACCAGTGGGCTTGGGAAACGCTCCGAGACACTGTAGCACCAGTTGTACCCGATTTAAGTAGTGACATT
GATACTAGTAATTTTGATGACTTGGAAGAAGATAAAGGAGAGGAAGAAACATTCCCTATTCCTAAAGCTT
TCGTTGGCAATCAACTACCTTTTGTAGGATTTACATATTATAGCAATCGTAGATACTTATCTTCAGCAAA
TCCTAATGATAACAGAACTAGCTCCAATGCAGATAAAAGCTTGCAGGAAAGTTTGCAAAAAACAATCTAT



AAGCTGGAAGAACAGCTGCATAATGAAATGCAGTTAAAAGATGAAATGGAGCAGAAGTGCAGAACCTCAA
ACATAAAACTAGACAAGATAATGAAAGAATTGGATGAAGAGGGAAATCAAAGAAGAAATCTAGAATCTAC
AGTGTCTCAGATTGAGAAGGAGAAAATGTTGCTACAGCATAGAATTAATGAGTACCAAAGAAAAGCTGAA
CAGGAAAATGAGAAGAGAAGAAATGTAGAAAATGAAGTTTCTACATTAAAGGATCAGTTGGAAGACTTAA
AGAAAGTCAGTCAGAATTCACAGCTTGCTAATGAGAAGCTGTCCCAGTTACAAAAGCAGCTAGAAGAAGC
CAATGACTTACTTAGGACAGAATCGGACACAGCTGTAAGATTGAGGAAGAGTCACACAGAGATGAGCAAG
TCAATTAGTCAGTTAGAGTCCCTGAACAGAGAGTTGCAAGAGAGAAATCGAATTTTAGAGAATTCTAAGT
CACAAACAGACAAAGATTATTACCAGCTGCAAGCTATATTAGAAGCTGAACGAAGAGACAGAGGTCATGA
TTCTGAGATGATTGGAGACCTTCAAGCTCGAATTACATCTTTACAAGAGGAGGTGAAGCATCTCAAACAT
AATCTCGAAAAAGTGGAAGGAGAAAGAAAAGAGGCTCAAGACATGCTTAATCACTCAGAAAAGGAAAAGA
ATAATTTAGAGATAGATTTAAACTACAAACTTAAATCATTACAACAACGGTTAGAACAAGAGGTAAATGA
ACACAAAGTAACCAAAGCTCGTTTAACTGACAAACATCAATCTATTGAAGAGGCAAAGTCTGTGGCAATG
TGTGAGATGGAAAAAAAGCTGAAAGAAGAAAGAGAAGCTCGAGAGAAGGCTGAAAATCGGGTTGTTCAGA
TTGAGAAACAGTGTTCCATGCTAGACGTTGATCTGAAGCAATCTCAGCAGAAACTAGAACATTTGACTGG
AAATAAAGAAAGGATGGAGGATGAAGTTAAGAATCTAACCCTGCAACTGGAGCAGGAATCAAATAAGCGG
CTGTTGTTACAAAATGAATTGAAGACTCAAGCATTTGAGGCAGACAATTTAAAAGGTTTAGAAAAGCAGA
TGAAACAGGAAATAAATACTTTATTGGAAGCAAAGAGATTATTAGAATTTGAGTTAGCTCAGCTTACGAA
ACAGTATAGAGGAAATGAAGGACAGATGCGGGAGCTACAAGATCAGCTTGAAGCTGAGCAATATTTCTCG
ACACTTTATAAAACCCAGGTAAAGGAACTTAAAGAAGAAATTGAAGAAAAAAACAGAGAAAATTTAAAGA
AAATACAGGAACTACAAAATGAAAAAGAAACTCTTGCTACTCAGTTGGATCTAGCAGAAACAAAAGCTGA
GTCTGAGCAGTTGGCGCGAGGCCTTCTGGAAGAACAGTATTTTGAATTGACGCAAGAAAGCAAGAAAGCT
GCTTCAAGAAATAGACAAGAGATTACAGATAAAGATCACACTGTTAGTCGGCTTGAAGAAGCAAACAGCA
TGCTAACCAAAGATATTGAAATATTAAGAAGAGAGAATGAAGAGCTAACAGAGAAAATGAAGAAGGCAGA
GGAAGAATATAAACTGGAGAAGGAGGAGGAGATCAGTAATCTTAAGGCTGCCTTTGAAAAGAATATCAAC
ACTGAACGAACCCTTAAAACACAGGCTGTTAACAAATTGGCAGAAATAATGAATCGAAAAGATTTTAAAA
TTGATAGAAAGAAAGCTAATACACAAGATTTGAGAAAGAAAGAAAAGGAAAATCGAAAGCTGCAACTGGA
ACTCAACCAAGAAAGAGAGAAATTCAACCAGATGGTAGTGAAACATCAGAAGGAACTGAATGACATGCAA
GCGCAATTGGTAGAAGAATGTGCACATAGGAATGAGCTTCAGATGCAGTTGGCCAGCAAAGAGAGTGATA
TTGAGCAATTGCGTGCTAAACTTTTGGACCTCTCGGATTCTACAAGTGTTGCTAGTTTTCCTAGTGCTGA
TGAAACTGATGGTAACCTCCCAGAGTCAAGAATTGAAGGTTGGCTTTCAGTACCAAATAGAGGAAATATC
AAACGATATGGCTGGAAGAAACAGTATGTTGTGGTAAGCAGCAAAAAAATTTTGTTCTATAATGACGAAC
AAGATAAGGAGCAATCCAATCCATCTATGGTATTGGACATAGATAAACTGTTTCACGTTAGACCTGTAAC
CCAAGGAGATGTGTATAGAGCTGAAACTGAAGAAATTCCTAAAATATTCCAGATACTATATGCAAATGAA
GGTGAATGTAGAAAAGATGTAGAGATGGAACCAGTACAACAAGCTGAAAAAACTAATTTCCAAAATCACA
AAGGCCATGAGTTTATTCCTACACTCTACCACTTTCCTGCCAATTGTGATGCCTGTGCCAAACCTCTCTG
GCATGTTTTTAAGCCACCCCCTGCCCTAGAGTGTCGAAGATGCCATGTTAAGTGCCACAGAGATCACTTA
GATAAGAAAGAGGACTTAATTTGTCCATGTAAAGTAAGTTATGATGTAACATCAGCAAGAGATATGCTGC
TGTTAGCATGTTCTCAGGATGAACAAAAAAAATGGGTAACTCATTTAGTAAAGAAAATCCCTAAGAATCC
ACCATCTGGTTTTGTTCGTGCTTCCCCTCGAACGCTTTCTACAAGATCCACTGCAAATCAGTCTTTCCGG
AAAGTGGTCAAAAATACATCTGGAAAAACTAGTTAACCATGTGACTGAGTGCCCTGTGGAATCGTGTGGG
ATGCTACCTGATAAACCAGGCTTCTTTAACCATGCAGAGCAGACAGGCTGTTTCTTTGACACAAATATCA



CAGGCTTCAGGGTTAAGATTGCTGTTTTTCTGTCCTTGCTTTGGCACAACACACTGAGGGTTTTTTTTAT
TGCGGGTTTGCCTACAGGTAGATTAGATTAATTATTACTATGTAATGCAAGTACAGTTGGGGGAAAGCTT
AGGTAGATATATTTTTTTTAAAAGGTGCTGCCTTTTTGGATTTATAAGAAAATGCCTGTCAGTCGTGATA
GAACAGAGTTTTCCTCATATGAGTAAGAGGAAGGGACTTTCACTTTCAAGTGGAACAGCCATCACTATCA
AGATCAGCTCATGGAAGGAGTAAAGAAAATATCTCAAAATGAGACAAACTGAAGTTTTGTTTTTTTTTTA
ATGACTTAAGTTTTTGTGCTCTTGCAAGACTATACAAAACTATTTTAAGAAAGCAGTGATATCACTTGAA
CTTCAGTGCCCTCACTGTAGAATTTAAAAGCCTTACTGTTGATTGCCCATGTTGGACTTGATGGAGAAAT
TAAATATCTTTCATTATGCTTTACAAAATACTGTATATGTTTCAGCAAGTTTGGGGAATGGGAGAGGACA
AAAAAAAGTTACATTTAATCTATGCATTTTTGCCAAGCCATATTGAGTTATTTTACTACTAGAGACATTA
GGAAACTAACTGTACAAAAGAACCAAGTTTAAAAGCATTTTGTGGGGTACATCATTTCTATAATTGTATA
ATGTATTTCTTTGTGGTTTTAAATGATAAAGACATTAAGTTAACAAACATATAAGAAATGTATGCACTGT
TTGAAATGTAAATTATTCTTAGAACACTTTCAATGGGGGTTGCATTGTCCTTTTAGTGCCTTAATTTGAG
ATAATTATTTTACTGCCATGAGTAAGTATAGAAATTTCAAAAAATGTATTTTCAAAAAATTATGTGTGTC
AGTGAGTTTTTCATTGATAATTGGTTTAATTTAAAATATTTAGAGGTTTGTTGGACTTTCATAAATTGAG
TACAATCTTTGCATCAAACTACCTGCTACAATAATGACTTTATAAAACTGCAAAAAATGTAGAAGGTTGC
ACCAACATAAAAAGGAAATATGGCAATACATCCATGATGTTTTCCAGTTAACATAGGAATTACCAGATAA
ATACTGTTAAACTCTTGTCCAGTAACAAGAGTTGATTCATATGGACAGTATGATTTATTGTTTATTTTTT
TAACCAAATACCTCCTCAGTAATTTATAATGGCTTTGCAGTAATGTGTATCAGATAAGAAGCACTGGAAA
ACCGATCGTCTCTAGGATGATATGCATGTTTCAAGTGGTATTGAAAGCCGCACTGATGGATATGTAATAA
TAAACATATCTGTTATTAATATACTAATGACTCTGTGCTCATTTAATGAGAAATAAAAGTAATTTATGGA
TGGGTATCTTTAATTTTTACTGCAATGTGTTTTCTCATGGCTGAAATGAATGGAAAACATACTTCAAATT
AGTCTCTGATTGTATATAAATGTTTGTGAAATTCCATGGTTAGATTAAAGTGTATTTTTAAAAGATAAAA

Homo sapiens Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 (ROCK1)
A3 (deletion 942-3123), mRNA

>gi]112382209|ref|NM 005406.2] 6650 bp

chromosome: 18; Location: 18gll.1l

CDS 942..5006

GCTGGTTCCCCTTCCGAGCGTCCGCGCCCCGCATGCGCAGTCTGCCCCGGCGGTCTCCGTTTGTTTGAAC
AGGAAGGCGGACATATTAGTCCCTCTCAGCCCCCCTCGCCCCACCCCCCAGGCATTCGCCGCCGCGACTC
GCCCTTTCCCCGGCTGGGACCGCAGCCCCTCCCAGAAGCTCCCCCATCAGCAGCCGCCGGGACCCAACTA
TCGTCTTCCTCTTCGCCCGCTCTCCAGCCTTTCCTCTGCTAAGTCTCCATCGGGCATCGACCTCGCCCTG
CCCCACCGGACACCGTAGCAGCAGCCCCAGCAGCGACGGGACAAAATGGGAGAGTGAGGCTGTCCTGCGT
GGACCAGCTCGTGGCCGAGACTGATCGGTGCGTCGGGCCGGGCCGAGTAGAGCCGGGGACGCGGGGCTAG



ACCGTCTACAGCGCCTCTGAGCGGAGCGGGCCCGGCCCGTGGCCCGAGCGGCGGCCGCAGCTGGCACAGC
TCCTCACCCGCCCTTTGCTTTCGCCTTTCCTCTTCTCCCTCCCTTGTTGCCCGGAGGGAGTCTCCACCCT
GCTTCTCTTTCTCTACCCGCTCCTGCCCATCTCGGGACGGGGACCCCTCCATGGCGACGGCGGLCCGGGGL
CCGCTAGACTGAAGCACCTCGCCGGAGCGACGAGGCTGGTGGCGACGGCGCTGTCGGCTGTCGTGAGGGG
CTGCCGGGTGGGATGCGACTTTGGGCGTCCGAGCGGCTGTGGGTCGCTGTTGCCCCCGGCCCGGGGTCTG
GAGAGCGGAGGTCCCCTCAGTGAGGGGAAGACGGGGGAACCGGGCGCACCTGGTGACCCTGAGGTTCCGG
CTCCTCCGCCCCGCGGCTGCGAACCCACCGCGGAGGAAGTTGGTTGAAATTGCTTTCCGCTGCTGGTGCT
GGTAAGAGGGCATTGTCACAGCAGCAGCAACATG-———————————————————————————————————
—————————— AACAGAACTAGCTCCAATGCAGATAAAAGCTTGCAGGAAAGTTTGCAAAAAACAATCTAT
AAGCTGGAAGAACAGCTGCATAATGAAATGCAGTTAAAAGATGAAATGGAGCAGAAGTGCAGAACCTCAA
ACATAAAACTAGACAAGATAATGAAAGAATTGGATGAAGAGGGAAATCAAAGAAGAAATCTAGAATCTAC
AGTGTCTCAGATTGAGAAGGAGAAAATGTTGCTACAGCATAGAATTAATGAGTACCAAAGAAAAGCTGAA
CAGGAAAATGAGAAGAGAAGAAATGTAGAAAATGAAGTTTCTACATTAAAGGATCAGTTGGAAGACTTAA
AGAAAGTCAGTCAGAATTCACAGCTTGCTAATGAGAAGCTGTCCCAGTTACAAAAGCAGCTAGAAGAAGC
CAATGACTTACTTAGGACAGAATCGGACACAGCTGTAAGATTGAGGAAGAGTCACACAGAGATGAGCAAG
TCAATTAGTCAGTTAGAGTCCCTGAACAGAGAGTTGCAAGAGAGAAATCGAATTTTAGAGAATTCTAAGT
CACAAACAGACAAAGATTATTACCAGCTGCAAGCTATATTAGAAGCTGAACGAAGAGACAGAGGTCATGA
TTCTGAGATGATTGGAGACCTTCAAGCTCGAATTACATCTTTACAAGAGGAGGTGAAGCATCTCAAACAT
AATCTCGAAAAAGTGGAAGGAGAAAGAAAAGAGGCTCAAGACATGCTTAATCACTCAGAAAAGGAAAAGA
ATAATTTAGAGATAGATTTAAACTACAAACTTAAATCATTACAACAACGGTTAGAACAAGAGGTAAATGA
ACACAAAGTAACCAAAGCTCGTTTAACTGACAAACATCAATCTATTGAAGAGGCAAAGTCTGTGGCAATG
TGTGAGATGGAAAAAAAGCTGAAAGAAGAAAGAGAAGCTCGAGAGAAGGCTGAAAATCGGGTTGTTCAGA
TTGAGAAACAGTGTTCCATGCTAGACGTTGATCTGAAGCAATCTCAGCAGAAACTAGAACATTTGACTGG
AAATAAAGAAAGGATGGAGGATGAAGTTAAGAATCTAACCCTGCAACTGGAGCAGGAATCAAATAAGCGG
CTGTTGTTACAAAATGAATTGAAGACTCAAGCATTTGAGGCAGACAATTTAAAAGGTTTAGAAAAGCAGA
TGAAACAGGAAATAAATACTTTATTGGAAGCAAAGAGATTATTAGAATTTGAGTTAGCTCAGCTTACGAA
ACAGTATAGAGGAAATGAAGGACAGATGCGGGAGCTACAAGATCAGCTTGAAGCTGAGCAATATTTCTCG
ACACTTTATAAAACCCAGGTAAAGGAACTTAAAGAAGAAATTGAAGAAAAAAACAGAGAAAATTTAAAGA
AAATACAGGAACTACAAAATGAAAAAGAAACTCTTGCTACTCAGTTGGATCTAGCAGAAACAAAAGCTGA
GTCTGAGCAGTTGGCGCGAGGCCTTCTGGAAGAACAGTATTTTGAATTGACGCAAGAAAGCAAGAAAGCT
GCTTCAAGAAATAGACAAGAGATTACAGATAAAGATCACACTGTTAGTCGGCTTGAAGAAGCAAACAGCA
TGCTAACCAAAGATATTGAAATATTAAGAAGAGAGAATGAAGAGCTAACAGAGAAAATGAAGAAGGCAGA
GGAAGAATATAAACTGGAGAAGGAGGAGGAGATCAGTAATCTTAAGGCTGCCTTTGAAAAGAATATCAAC
ACTGAACGAACCCTTAAAACACAGGCTGTTAACAAATTGGCAGAAATAATGAATCGAAAAGATTTTAAAA
TTGATAGAAAGAAAGCTAATACACAAGATTTGAGAAAGAAAGAAAAGGAAAATCGAAAGCTGCAACTGGA
ACTCAACCAAGAAAGAGAGAAATTCAACCAGATGGTAGTGAAACATCAGAAGGAACTGAATGACATGCAA
GCGCAATTGGTAGAAGAATGTGCACATAGGAATGAGCTTCAGATGCAGTTGGCCAGCAAAGAGAGTGATA
TTGAGCAATTGCGTGCTAAACTTTTGGACCTCTCGGATTCTACAAGTGTTGCTAGTTTTCCTAGTGCTGA
TGAAACTGATGGTAACCTCCCAGAGTCAAGAATTGAAGGTTGGCTTTCAGTACCAAATAGAGGAAATATC
AAACGATATGGCTGGAAGAAACAGTATGTTGTGGTAAGCAGCAAAAAAATTTTGTTCTATAATGACGAAC
AAGATAAGGAGCAATCCAATCCATCTATGGTATTGGACATAGATAAACTGTTTCACGTTAGACCTGTAAC



CCAAGGAGATGTGTATAGAGCTGAAACTGAAGAAATTCCTAAAATATTCCAGATACTATATGCAAATGAA
GGTGAATGTAGAAAAGATGTAGAGATGGAACCAGTACAACAAGCTGAAAAAACTAATTTCCAAAATCACA
AAGGCCATGAGTTTATTCCTACACTCTACCACTTTCCTGCCAATTGTGATGCCTGTGCCAAACCTCTCTG
GCATGTTTTTAAGCCACCCCCTGCCCTAGAGTGTCGAAGATGCCATGTTAAGTGCCACAGAGATCACTTA
GATAAGAAAGAGGACTTAATTTGTCCATGTAAAGTAAGTTATGATGTAACATCAGCAAGAGATATGCTGC
TGTTAGCATGTTCTCAGGATGAACAAAAAAAATGGGTAACTCATTTAGTAAAGAAAATCCCTAAGAATCC
ACCATCTGGTTTTGTTCGTGCTTCCCCTCGAACGCTTTCTACAAGATCCACTGCAAATCAGTCTTTCCGG
AAAGTGGTCAAAAATACATCTGGAAAAACTAGTTAACCATGTGACTGAGTGCCCTGTGGAATCGTGTGGG
ATGCTACCTGATAAACCAGGCTTCTTTAACCATGCAGAGCAGACAGGCTGTTTCTTTGACACAAATATCA
CAGGCTTCAGGGTTAAGATTGCTGTTTTTCTGTCCTTGCTTTGGCACAACACACTGAGGGTTTTTTTTAT
TGCGGGTTTGCCTACAGGTAGATTAGATTAATTATTACTATGTAATGCAAGTACAGTTGGGGGAAAGCTT
AGGTAGATATATTTTTTTTAAAAGGTGCTGCCTTTTTGGATTTATAAGAAAATGCCTGTCAGTCGTGATA
GAACAGAGTTTTCCTCATATGAGTAAGAGGAAGGGACTTTCACTTTCAAGTGGAACAGCCATCACTATCA
AGATCAGCTCATGGAAGGAGTAAAGAAAATATCTCAAAATGAGACAAACTGAAGTTTTGTTTTTTTTTTA
ATGACTTAAGTTTTTGTGCTCTTGCAAGACTATACAAAACTATTTTAAGAAAGCAGTGATATCACTTGAA
CTTCAGTGCCCTCACTGTAGAATTTAAAAGCCTTACTGTTGATTGCCCATGTTGGACTTGATGGAGAAAT
TAAATATCTTTCATTATGCTTTACAAAATACTGTATATGTTTCAGCAAGTTTGGGGAATGGGAGAGGACA
AAAAAAAGTTACATTTAATCTATGCATTTTTGCCAAGCCATATTGAGTTATTTTACTACTAGAGACATTA
GGAAACTAACTGTACAAAAGAACCAAGTTTAAAAGCATTTTGTGGGGTACATCATTTCTATAATTGTATA
ATGTATTTCTTTGTGGTTTTAAATGATAAAGACATTAAGTTAACAAACATATAAGAAATGTATGCACTGT
TTGAAATGTAAATTATTCTTAGAACACTTTCAATGGGGGTTGCATTGTCCTTTTAGTGCCTTAATTTGAG
ATAATTATTTTACTGCCATGAGTAAGTATAGAAATTTCAAAAAATGTATTTTCAAAAAATTATGTGTGTC
AGTGAGTTTTTCATTGATAATTGGTTTAATTTAAAATATTTAGAGGTTTGTTGGACTTTCATAAATTGAG
TACAATCTTTGCATCAAACTACCTGCTACAATAATGACTTTATAAAACTGCAAAAAATGTAGAAGGTTGC
ACCAACATAAAAAGGAAATATGGCAATACATCCATGATGTTTTCCAGTTAACATAGGAATTACCAGATAA
ATACTGTTAAACTCTTGTCCAGTAACAAGAGTTGATTCATATGGACAGTATGATTTATTGTTTATTTTTT
TAACCAAATACCTCCTCAGTAATTTATAATGGCTTTGCAGTAATGTGTATCAGATAAGAAGCACTGGAAA
ACCGATCGTCTCTAGGATGATATGCATGTTTCAAGTGGTATTGAAAGCCGCACTGATGGATATGTAATAA
TAAACATATCTGTTATTAATATACTAATGACTCTGTGCTCATTTAATGAGAAATAAAAGTAATTTATGGA
TGGGTATCTTTAATTTTTACTGCAATGTGTTTTCTCATGGCTGAAATGAATGGAAAACATACTTCAAATT
AGTCTCTGATTGTATATAAATGTTTGTGAAATTCCATGGTTAGATTAAAGTGTATTTTTAAAAGATAAAA

Rock1 KD (mut) mRNA:

Homo sapiens Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 (ROCK1),
mRNA

>gi[112382209|ref|NM 005406.2] 6650 bp

chromosome: 18; Location: 18qgll.1l

kinase-deficient mutant:

313-315: AAG(Lys) changes to GCA(Ala)

3025-3027: ATA(Ile) changes to GCA(Ala)




CDS 942..5006

GCTGGTTCCCCTTCCGAGCGTCCGCGCCCCGCATGCGCAGTCTGCCCCGGCGGTCTCCGTTTGTTTGAAC
AGGAAGGCGGACATATTAGTCCCTCTCAGCCCCCCTCGCCCCACCCCCCAGGCATTCGCCGCCGCGACTC
GCCCTTTCCCCGGCTGGGACCGCAGCCCCTCCCAGAAGCTCCCCCATCAGCAGCCGCCGGGACCCAACTA
TCGTCTTCCTCTTCGCCCGCTCTCCAGCCTTTCCTCTGCTAAGTCTCCATCGGGCATCGACCTCGCCCTG
CCCCACCGGACACCGTAGCAGCAGCCCCAGCAGCGACGGGACAAAATGGGAGAGTGAGGCTGTCCTGCGT
GGACCAGCTCGTGGCCGAGACTGATCGGTGCGTCGGGCCGGGCCGAGTAGAGCCGGGGACGCGGGGCTAG
ACCGTCTACAGCGCCTCTGAGCGGAGCGGGCCCGGCCCGTGGCCCGAGCGGCGGCCGCAGCTGGCACAGC
TCCTCACCCGCCCTTTGCTTTCGCCTTTCCTCTTCTCCCTCCCTTGTTGCCCGGAGGGAGTCTCCACCCT
GCTTCTCTTTCTCTACCCGCTCCTGCCCATCTCGGGACGGGGACCCCTCCATGGCGACGGCGGLCCGGGGL
CCGCTAGACTGAAGCACCTCGCCGGAGCGACGAGGCTGGTGGCGACGGCGCTGTCGGCTGTCGTGAGGGG
CTGCCGGGTGGGATGCGACTTTGGGCGTCCGAGCGGCTGTGGGTCGCTGTTGCCCCCGGCCCGGGGETCTG
GAGAGCGGAGGTCCCCTCAGTGAGGGGAAGACGGGGGAACCGGGCGCACCTGGTGACCCTGAGGTTCCGG
CTCCTCCGCCCCGCGGCTGCGAACCCACCGCGGAGGAAGTTGGTTGAAATTGCTTTCCGCTGCTGGTGCT
GGTAAGAGGGCATTGTCACAGCAGCAGCAACATGTCGACTGGGGACAGTTTTGAGACTCGATTTGAAAAA
ATGGACAACCTGCTGCGGGATCCCAAATCGGAAGTGAATTCGGATTGTTTGCTGGATGGATTGGATGCTT
TGGTATATGATTTGGATTTTCCTGCCTTAAGAAAAAACAAAAATATTGACAACTTTTTAAGCAGATATAA
AGACACAATAAATAAAATCAGAGATTTACGAATGAAAGCTGAAGATTATGAAGTAGTGAAGGTGATTGGT
AGAGGTGCATTTGGAGAAGTTCAATTGGTAAGGCATAAATCCACCAGGAAGGTATATGCTATGGCACTTC
TCAGCAAATTTGAAATGATAAAGAGATCTGATTCTGCTTTTTTCTGGGAAGAAAGGGACATCATGGCTTT
TGCCAACAGTCCTTGGGTTGTTCAGCTTTTTTATGCATTCCAAGATGATCGTTATCTCTACATGGTGATG
GAATACATGCCTGGTGGAGATCTTGTAAACTTAATGAGCAACTATGATGTGCCTGAAAAATGGGCACGAT
TCTATACTGCAGAAGTAGTTCTTGCATTGGATGCAATCCATTCCATGGGTTTTATTCACAGAGATGTGAA
GCCTGATAACATGCTGCTGGATAAATCTGGACATTTGAAGTTAGCAGATTTTGGTACTTGTATGAAGATG
AATAAGGAAGGCATGGTACGATGTGATACAGCGGTTGGAACACCTGATTATATTTCCCCTGAAGTATTAA
AATCCCAAGGTGGTGATGGTTATTATGGAAGAGAATGTGACTGGTGGTCGGTTGGGGTATTTTTATACGA
AATGCTTGTAGGTGATACACCTTTTTATGCAGATTCTTTGGTTGGAACTTACAGTAAAATTATGAACCAT
AAAAATTCACTTACCTTTCCTGATGATAATGACATATCAAAAGAAGCAAAAAACCTTATTTGTGCCTTCC
TTACTGACAGGGAAGTGAGGTTAGGGCGAAATGGTGTAGAAGAAATCAAACGACATCTCTTCTTCAAAAA
TGACCAGTGGGCTTGGGAAACGCTCCGAGACACTGTAGCACCAGTTGTACCCGATTTAAGTAGTGACATT
GATACTAGTAATTTTGATGACTTGGAAGAAGATAAAGGAGAGGAAGAAACATTCCCTATTCCTAAAGCTT
TCGTTGGCAATCAACTACCTTTTGTAGGATTTACATATTATAGCAATCGTAGATACTTATCTTCAGCAAA
TCCTAATGATAACAGAACTAGCTCCAATGCAGATAAAAGCTTGCAGGAAAGTTTGCAAAAAACAATCTAT
AAGCTGGAAGAACAGCTGCATAATGAAATGCAGTTAAAAGATGAAATGGAGCAGAAGTGCAGAACCTCAA
ACATAAAACTAGACAAGATAATGAAAGAATTGGATGAAGAGGGAAATCAAAGAAGAAATCTAGAATCTAC
AGTGTCTCAGATTGAGAAGGAGAAAATGTTGCTACAGCATAGAATTAATGAGTACCAAAGAAAAGCTGAA
CAGGAAAATGAGAAGAGAAGAAATGTAGAAAATGAAGTTTCTACATTAAAGGATCAGTTGGAAGACTTAA
AGAAAGTCAGTCAGAATTCACAGCTTGCTAATGAGAAGCTGTCCCAGTTACAAAAGCAGCTAGAAGAAGC
CAATGACTTACTTAGGACAGAATCGGACACAGCTGTAAGATTGAGGAAGAGTCACACAGAGATGAGCAAG
TCAATTAGTCAGTTAGAGTCCCTGAACAGAGAGTTGCAAGAGAGAAATCGAATTTTAGAGAATTCTAAGT
CACAAACAGACAAAGATTATTACCAGCTGCAAGCTATATTAGAAGCTGAACGAAGAGACAGAGGTCATGA



TTCTGAGATGATTGGAGACCTTCAAGCTCGAATTACATCTTTACAAGAGGAGGTGAAGCATCTCAAACAT
AATCTCGAAAAAGTGGAAGGAGAAAGAAAAGAGGCTCAAGACATGCTTAATCACTCAGAAAAGGAAAAGA
ATAATTTAGAGATAGATTTAAACTACAAACTTAAATCATTACAACAACGGTTAGAACAAGAGGTAAATGA
ACACAAAGTAACCAAAGCTCGTTTAACTGACAAACATCAATCTATTGAAGAGGCAAAGTCTGTGGCAATG
TGTGAGATGGAAAAAAAGCTGAAAGAAGAAAGAGAAGCTCGAGAGAAGGCTGAAAATCGGGTTGTTCAGA
TTGAGAAACAGTGTTCCATGCTAGACGTTGATCTGAAGCAATCTCAGCAGAAACTAGAACATTTGACTGG
AAATAAAGAAAGGATGGAGGATGAAGTTAAGAATCTAACCCTGCAACTGGAGCAGGAATCAAATAAGCGG
CTGTTGTTACAAAATGAATTGAAGACTCAAGCATTTGAGGCAGACAATTTAAAAGGTTTAGAAAAGCAGA
TGAAACAGGAAATAAATACTTTATTGGAAGCAAAGAGATTATTAGAATTTGAGTTAGCTCAGCTTACGAA
ACAGTATAGAGGAAATGAAGGACAGATGCGGGAGCTACAAGATCAGCTTGAAGCTGAGCAATATTTCTCG
ACACTTTATAAAACCCAGGTAAAGGAACTTAAAGAAGAAATTGAAGAAAAAAACAGAGAAAATTTAAAGA
AAATACAGGAACTACAAAATGAAAAAGAAACTCTTGCTACTCAGTTGGATCTAGCAGAAACAAAAGCTGA
GTCTGAGCAGTTGGCGCGAGGCCTTCTGGAAGAACAGTATTTTGAATTGACGCAAGAAAGCAAGAAAGCT
GCTTCAAGAAATAGACAAGAGATTACAGATAAAGATCACACTGTTAGTCGGCTTGAAGAAGCAAACAGCA
TGCTAACCAAAGATATTGAAATATTAAGAAGAGAGAATGAAGAGCTAACAGAGAAAATGAAGAAGGCAGA
GGAAGAATATAAACTGGAGAAGGAGGAGGAGATCAGTAATCTTAAGGCTGCCTTTGAAAAGAATATCAAC
ACTGAACGAACCCTTAAAACACAGGCTGTTAACAAATTGGCAGAAGCAATGAATCGAAAAGATTTTAAAA
TTGATAGAAAGAAAGCTAATACACAAGATTTGAGAAAGAAAGAAAAGGAAAATCGAAAGCTGCAACTGGA
ACTCAACCAAGAAAGAGAGAAATTCAACCAGATGGTAGTGAAACATCAGAAGGAACTGAATGACATGCAA
GCGCAATTGGTAGAAGAATGTGCACATAGGAATGAGCTTCAGATGCAGTTGGCCAGCAAAGAGAGTGATA
TTGAGCAATTGCGTGCTAAACTTTTGGACCTCTCGGATTCTACAAGTGTTGCTAGTTTTCCTAGTGCTGA
TGAAACTGATGGTAACCTCCCAGAGTCAAGAATTGAAGGTTGGCTTTCAGTACCAAATAGAGGAAATATC
AAACGATATGGCTGGAAGAAACAGTATGTTGTGGTAAGCAGCAAAAAAATTTTGTTCTATAATGACGAAC
AAGATAAGGAGCAATCCAATCCATCTATGGTATTGGACATAGATAAACTGTTTCACGTTAGACCTGTAAC
CCAAGGAGATGTGTATAGAGCTGAAACTGAAGAAATTCCTAAAATATTCCAGATACTATATGCAAATGAA
GGTGAATGTAGAAAAGATGTAGAGATGGAACCAGTACAACAAGCTGAAAAAACTAATTTCCAAAATCACA
AAGGCCATGAGTTTATTCCTACACTCTACCACTTTCCTGCCAATTGTGATGCCTGTGCCAAACCTCTCTG
GCATGTTTTTAAGCCACCCCCTGCCCTAGAGTGTCGAAGATGCCATGTTAAGTGCCACAGAGATCACTTA
GATAAGAAAGAGGACTTAATTTGTCCATGTAAAGTAAGTTATGATGTAACATCAGCAAGAGATATGCTGC
TGTTAGCATGTTCTCAGGATGAACAAAAAAAATGGGTAACTCATTTAGTAAAGAAAATCCCTAAGAATCC
ACCATCTGGTTTTGTTCGTGCTTCCCCTCGAACGCTTTCTACAAGATCCACTGCAAATCAGTCTTTCCGG
AAAGTGGTCAAAAATACATCTGGAAAAACTAGTTAACCATGTGACTGAGTGCCCTGTGGAATCGTGTGGG
ATGCTACCTGATAAACCAGGCTTCTTTAACCATGCAGAGCAGACAGGCTGTTTCTTTGACACAAATATCA
CAGGCTTCAGGGTTAAGATTGCTGTTTTTCTGTCCTTGCTTTGGCACAACACACTGAGGGTTTTTTTTAT
TGCGGGTTTGCCTACAGGTAGATTAGATTAATTATTACTATGTAATGCAAGTACAGTTGGGGGAAAGCTT
AGGTAGATATATTTTTTTTAAAAGGTGCTGCCTTTTTGGATTTATAAGAAAATGCCTGTCAGTCGTGATA
GAACAGAGTTTTCCTCATATGAGTAAGAGGAAGGGACTTTCACTTTCAAGTGGAACAGCCATCACTATCA
AGATCAGCTCATGGAAGGAGTAAAGAAAATATCTCAAAATGAGACAAACTGAAGTTTTGTTTTTTTTTTA
ATGACTTAAGTTTTTGTGCTCTTGCAAGACTATACAAAACTATTTTAAGAAAGCAGTGATATCACTTGAA
CTTCAGTGCCCTCACTGTAGAATTTAAAAGCCTTACTGTTGATTGCCCATGTTGGACTTGATGGAGAAAT
TAAATATCTTTCATTATGCTTTACAAAATACTGTATATGTTTCAGCAAGTTTGGGGAATGGGAGAGGACA



AAAAAAAGTTACATTTAATCTATGCATTTTTGCCAAGCCATATTGAGTTATTTTACTACTAGAGACATTA
GGAAACTAACTGTACAAAAGAACCAAGTTTAAAAGCATTTTGTGGGGTACATCATTTCTATAATTGTATA
ATGTATTTCTTTGTGGTTTTAAATGATAAAGACATTAAGTTAACAAACATATAAGAAATGTATGCACTGT
TTGAAATGTAAATTATTCTTAGAACACTTTCAATGGGGGTTGCATTGTCCTTTTAGTGCCTTAATTTGAG
ATAATTATTTTACTGCCATGAGTAAGTATAGAAATTTCAAAAAATGTATTTTCAAAAAATTATGTGTGTC
AGTGAGTTTTTCATTGATAATTGGTTTAATTTAAAATATTTAGAGGTTTGTTGGACTTTCATAAATTGAG
TACAATCTTTGCATCAAACTACCTGCTACAATAATGACTTTATAAAACTGCAAAAAATGTAGAAGGTTGC
ACCAACATAAAAAGGAAATATGGCAATACATCCATGATGTTTTCCAGTTAACATAGGAATTACCAGATAA
ATACTGTTAAACTCTTGTCCAGTAACAAGAGTTGATTCATATGGACAGTATGATTTATTGTTTATTTTTT
TAACCAAATACCTCCTCAGTAATTTATAATGGCTTTGCAGTAATGTGTATCAGATAAGAAGCACTGGAAA
ACCGATCGTCTCTAGGATGATATGCATGTTTCAAGTGGTATTGAAAGCCGCACTGATGGATATGTAATAA
TAAACATATCTGTTATTAATATACTAATGACTCTGTGCTCATTTAATGAGAAATAAAAGTAATTTATGGA
TGGGTATCTTTAATTTTTACTGCAATGTGTTTTCTCATGGCTGAAATGAATGGAAAACATACTTCAAATT
AGTCTCTGATTGTATATAAATGTTTGTGAAATTCCATGGTTAGATTAAAGTGTATTTTTAAAAGATAAAA
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