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DESCRIPCION
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una célula huésped que comprende un vector de expresion que
comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que requiere gamma-carboxilacion y
secuencias control asociadas a la expresién que comprenden un primer promotor y una molécula de acido nucleico
gue codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control asociadas a la expresion que comprenden un segundo
promotor. La invencion ademas se refiere a un método para producir una proteina que requiere gamma-
carboxilacion con altos rendimientos.

Antecedentes de lainvencion

El sangrado es un problema clinico comdn. Se da como consecuencia de enfermedad, traumatismo, cirugia
y tratamiento medicinal. Es urgente parar mecanicamente el sangrado. Esto puede ser dificil o incluso imposible
debido a la localizacién del sangrado o porque difunda desde muchos vasos (pequefios). Los pacientes que estan
sangrando pueden requerir ademas un tratamiento con agentes que favorezcan la hemostasis. Pueden ser
productos derivados de la sangre (hemoterapia), agentes que causen la liberacibn de agentes hemostéaticos
enddégenos, factores de coagulacion recombinantes (F), o agentes que retrasen la disolucién de los coagulos de
sangre.

La primera linea de tratamiento entre los productos derivados de la sangre, a menudo obtenidos del hospital
local, son sangre entera para la sustitucion de volumen y apoyo de la hemostasis, globulos rojos empaquetados para
la mejora de la capacidad del transporte de oxigeno, concentrados de plaquetas para hacer crecer el nimero de
plaquetas (si es bajo o deficiente) y plasma congelado fresco para facilitar la hemostasis (coagulacion de la sangre y
agregacion de plaquetas). La segunda linea de productos derivados del plasma que facilitan la hemostasis son
crioprecipitados de plasma, concentrados de complejo de protrombina, concentrados de complejo de protrombina
activada y factores de coagulacion purificados. Hoy en dia estan disponibles diversos factores de coagulacion como
proteinas recombinantes humanas, inactivos (factores de coagulacion VIl y IX) y activados (factor de coagulacion
Vlila).

La hemofilia es un trastorno del sangrado hereditario o adquirido tanto con el factor de coagulacién anormal
o deficiente o anticuerpos dirigidos hacia un factor de coagulacion que inhibe la funcion procoagulante. Las
hemofilias mas comunes son la hemofilia A (falta del factor de coagulacién VIII) y la hemofilia B (factor 1X). Los
factores de coagulacion simple purificados o recombinantes son el principal tratamiento de los pacientes con
hemofilia. Los pacientes con anticuerpos inhibitorios presentan un problema con el tratamiento ya que también
pueden neutralizar el factor de coagulacién que se administra al paciente. La forma activa de la proteina C (APC) es
un inhibidor de la coagulacion del plasma por degradacion de los factores de coagulacion Va y Vllla activados. Se ha
mostrado que la APC recombinante es un tratamiento eficaz de una indebida coagulacién del plasma en pacientes
con sépsis.

Los factores de coagulacion para uso terapéutico se pueden obtener de plasma humano, aunque el
procedimiento de purificacion no es simple y requiere de muchas etapas cuyos fines son, algunos, eliminar los virus
contaminantes. Pero incluso con medidas de seguridad extensivas y la evaluacién de productos derivados de la
sangre, la contaminacién con virus infecciosos o priones no puede descartarse. Debido a este riesgo, es muy
deseable producir proteinas terapéuticas humanas a partir de células recombinantes cultivadas en medio sin
componentes derivados de animales. Esto no siempre es inmediato ya que muchas proteinas requieren un huésped
mamifero para producirse en una forma totalmente funcional, es decir para modificarse correctamente post-
translacionalmente. Entre los factores de coagulacion producidos comercialmente en células recombinantes estan
FVII (NovoSeven), FVIII (Kogenate, Recombinate, Refacto) y FIX (BeneFix) (Roddie y Ludlam. Blood Rev. 11:169 -
177, 1997) y Proteina C Activa (Xigris). Uno de los principales obstaculos en la obtencion de grandes cantidades de
factores de coagulacion humanos recombinantes completamente funcionales se basa en el dominio Gla presente en
Fll, FVII, FIX, FX y proteina C. Este dominio contiene residuos de acido glutamico que estan modificados post-
translacionalmente por la adicién de grupos carboxilo. La produccién de estos factores esta dificultada por el hecho
de que la sobre-expresion de estos da como resultado una proteina infra-carboxilada y, por lo tanto, inactiva. Las
modificaciones Gla son el resultado de la accién de una enzima dependiente de la vitamina K denominada y-glutamil
carboxilasa (GGCX). Esta enzima ha sido estudiada extensivamente por muchos cientificos, particularmente
aquellos implicados en la investigacién del factor de coagulacion (documento WO-A-8803926; Wu et al. Science
254(5038): 1634-1636, 1991; Rehemtulla et al., Proc Natl Acad Sci USA 90:4611-4615, 1993; Stanley J. Biol. Chem.
274(24):16940-16944, 1999; Vo et al.,, FEBS letters 445:256-260, 1999; Begley et al., The Journal of Biological
Chemistry 275(46):36245-36249, 2000; Walker et al., The Journal of Biological Chemistry 276(11):7769-7774, 2001,
Bandyopadhyay, et al. Proc Natl Acad Sci USA 99(3):1264-1269, 2002; Czerwiec et al., Eur J Biochem 269:6162-
6172, 2002; Hallgren et al., Biochemistry 41(50):15045-15055, 2002; Harvey et al., The Journal of Biological
Chemistry 278(10):8363-8369, 2003). Al menos dos grupos cientificos han intentado enfoques para incrementar los
rendimientos expresando conjuntamente GGCX con el factor de coagulacién FIX, pero no tuvieron éxito
(Rehemtulla, et al. 1993, ibid; Hallgren et al. 2002, ibid). Considerando el gran interés en las proteinas y-
carboxiladas, se puede asumir que han fallado muchos méas ensayos de expresion conjunta y que por eso no han
sido publicados.
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Para el FIl humano (protrombina) al menos 8 de cada 10 residuos Glu tienen que modificarse
correctamente para obtener completamente la protrombina funcional (Malhotra, et al., J. Biol. Chem. 260:279-287,
1985; Seegers y Walz 'Prothrombin and other vitamin K proteins', CRC Press, 1986). Se han realizado grandes
esfuerzos en la obtencion de unos altos niveles de produccién de rhFll usando diversos sistemas diferentes tales
como células CHO, células BHK, células 293 y sistemas de expresion de virus de vacuna, pero han fallado todos o
han dado como resultado un producto infra-carboxilado y por eso una protrombina funcionalmente inactiva
(Jgrgensen et al., J. Biol. Chem. 262:6729-6734, 1987; Russo et al., Biotechnol Appl Biochem 14(2):222-233, 1991,
Fischer et al., J Biotechnol 38(2):129-136, 1995; Herlitschka et al. Protein Expr. Purif. 8(3):358-364, 1996; Russo et
al., Protein Expr. Purif. 10:214-225, 1997; Vo et al. 1999, ibid; Wu y Suttie Thromb Res 96(2):91-98, 1999). Las
primeras productividades publicadas para la protrombina recombinante carboxilada humana son bajas; 20 mg/L para
protrombina mutante (C6te et al., J. Biol. Chem 269:11374-11380, 1994), 0,55 mg/L para protrombina humana
expresada en células CHO (completamente carboxilada, Jargensen et al. 1987, ibid), 25 mg/L en células CHO
(grado de carboxilacién no mostrado, Russo et al. 1997, ibid).

El documento WO 92/19636 describe la clonacion e identificacion de la secuencia de una carboxilasa
dependiente de la vitamina K humana y bovina. La solicitud sugiere la expresion conjunta de la carboxilasa
dependiente de la vitamina K y una proteina dependiente de la vitamina K en una célula huésped adecuada para
preparar la proteina dependiente de la vitamina K. No se ilustra la expresion conjunta de la carboxilasa y la proteina
dependiente de la vitamina K.

Son todavia necesarios mejores métodos para producir factores de coagulacion de la sangre activados con
altos rendimientos. La presente invencién se establece para abordar esta necesidad.

Compendio de lainvencién

De acuerdo con un primer aspecto de la invencidon se proporciona una célula huésped eucariota que
comprende un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que
requiere gamma-carboxilacion y secuencias control asociadas a la expresion que comprenden un primer promotor y
una molécula de acido nucleico que codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control asociadas a la
expresion que comprenden un segundo promotor, en el que el primer promotor se selecciona de promotor temprano
inmediato del citomegalovirus humano (hCMV), pEF-1alpha, pRSV o pUbC, y el segundo promotor se selecciona de
promotor temprano inmediato de SV40, promotor FIX minimizado o promotor de quinasa timidina de HSV.

También se describe una célula que se modifica para expresar (i) una proteina que requiere gamma-
carboxilacion, y (ii) una y-glutamil carboxilasa, en la que las proteinas (i) y (ii) se expresan en una proporcion entre
10:1 y 500:1.

También se describe una célula huésped eucariota genéticamente modificada que comprende:

(i) una secuencia de polinucledtidos que codifica la proteina y-glutamil carboxilasa en la que dicha proteina y-
glutamil carboxilasa que codifica la secuencia se une operativamente a secuencias control de la expresion que
permiten la expresion de la proteina y-glutamil carboxilasa por dicha célula; y

(ii) un polinucledtido que codifica una proteina que requiere carboxilacién por la proteina y-glutamil carboxilasa
operativamente unida a secuencias control de la expresion que permiten la expresion de dicha proteina que
requiere carboxilaciéon por dicha célula;

en la que la célula es capaz de expresar la proteina y-glutamil carboxilasa y la proteina que requiere carboxilacion
en la proporcion de al menos 1:10.

El documento WO 02/29045 describe una célula huésped que comprende un vector de expresion que
comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que requiere una gamma-carboxilacion y
secuencias control asociadas a la expresion y, una molécula de acido nucleico que codifica una gamma-glutamil
carboxilasa y secuencias control asociadas a la expresion.

De acuerdo con un aspecto mas de la invencidn se proporciona un vector que comprende una molécula de
acido nucleico que codifica una proteina que requiere gamma-carboxilacion y secuencias control asociadas a la
expresion que comprenden un primer promotor y una molécula de acido nucleico que codifica una y-glutamil
carboxilasa y secuencias control asociadas a la expresion que comprenden un segundo promotor, en el que el
primer promotor se selecciona de promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV), pEF-1lalpha,
pRSV o pUDbC, y el segundo promotor se selecciona de promotor temprano inmediato de SV40, promotor FIX
minimizado o promotor de quinasa timidina de HSV.

De acuerdo con otro aspecto mas de la invencién se proporciona un método para producir proteina gamma-
carboxilada que comprende: (i) cultivar una célula eucariota adaptada para expresar una proteina que requiere
gamma-carboxilacion y y-glutamil carboxilasa en una proporcion de al menos 10:1, bajo condiciones adecuadas para
la expresion de ambas proteinas, y (ii) aislar la proteina gamma-carboxilada. En una realizacién el método se usa
para producir el Factor IX humano gamma-carboxilado y en otra realizacion el método se usa para producir
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protrombina humana gamma-carboxilada. En otra realizacion, la proteina gamma-carboxilada producida es el Factor
X humano gamma-carboxilado.

También se describe un método para la produccion de una proteina gamma-carboxilada en una linea
celular de un mamifero, que comprende la etapa de expresar, conjuntamente con dicha proteina que requiere
gamma-carboxilaciéon en la linea celular de un mamifero, una y-glutamil carboxilasa, en la que la cantidad de
proteina expresada que requiere gamma-carboxilacion es al menos 10 veces mayor que la cantidad de y-glutamil
carboxilasa expresada, y (ii) aislar la proteina gamma-carboxilada. En una realizaciéon el método se usa para
producir el Factor IX humano gamma-carboxilado y en otra realizacion el método se usa para producir protrombina
humana gamma-carboxilada. En otra realizacion, la proteina gamma-carboxilada producida es el Factor X humano
gamma-carboxilado.

También se describe una proteina gamma-carboxilada aislada producida de acuerdo con los métodos
anteriores, y el uso de proteina gamma-carboxilada aislada producida de acuerdo con los métodos anteriores en
terapia de coagulacion o el uso de proteina gamma-carboxilada aislada producida de acuerdo con los métodos
anteriores para la fabricacion de un medicamento para uso en terapia de coagulacion.

También se describe una proteina gamma-carboxilada aislada producida de acuerdo con los métodos
anteriores, y el uso de proteina gamma-carboxilada aislada producida de acuerdo con los métodos anteriores en
terapia de coagulacion o el uso de la proteina gamma-carboxilada aislada producida de acuerdo con los métodos
anteriores para la fabricacion de un medicamento para uso en terapia de coagulacion.

De acuerdo todavia con un aspecto méas de la invencion se proporciona un método para producir una
composicion farmacéutica adecuada para inducir la coagulacién de la sangre o promocionar un incremento o
decrecimiento de la coagulacion, que comprende purificar la proteina carboxilada activa expresada desde una célula
huésped adaptada para expresar una proteina que requiere gamma-carboxilacion y y-glutamil carboxilasa en una
proporcion de entre 10:1 y 500:1 y mezclar la proteina carboxilada purificada con uno o varios vehiculos
farmacéuticamente aceptables o excipientes y una composicion farmacéutica obtenible del método. En una
realizacion, la proteina carboxilada activa es el Factor IX humano gamma-carboxilado y en otra realizacion la
proteina carboxilada activa es la protrombina humana gamma-carboxilada. En otra realizacion, la proteina
carboxilada activa es el Factor X gamma-carboxilado.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura la representa un mapa de plasmido del vector de expresion conjunta de PN32 (protrombina +
GGCX).

La Figura 1b representa un mapa de plasmido del vector de expresién Ptext5 (protrombina).

La Figura 2 representa un mapa de plasmido del vector de expresion conjunta de PP6 (protrombina + GGCX).
La Figura 3a representa un mapa de plasmido del vector de expresion conjunta de FONopA (factor IX + GGCX).
La Figura 3b representa un mapa de plasmido del vector de expresién conjunta de F9hglx (factor IX + GGCX).

Descripcidn detallada de la invencién

Los inventores han analizado un diferente enfoque para la expresion de factores de coagulaciéon
dependientes de la vitamina K recombinantes apropiadamente carboxilados a altos niveles, que implica la expresion
conjunta del factor de coagulacién dependiente de la vitamina K y una y-glutamil carboxilasa (GGCX) en una
proporcion diferencial. Como ejemplo, los inventores han expresado una protrombina humana (rhFll) y GGCX
humano. En vez de usar promotores fuertes para ambos rhFll y GGCX como han tratado otros (Rehemtulla et al.,
1993, ibid; Hallgren et al., 2002, ibid), los inventores han usado una estrategia que se centra en la fuerte expresion
de FIl en combinacion con la expresion débil o muy débil de GGCX, tal que la cantidad de GGCX expresada fue
menor que 1/10 de la rhFll expresada. Para sorpresa de los inventores, esta estrategia condujo a altos niveles de
rhFIl secretado modificado correctamente y una buena viabilidad de las células huésped, incluso cuando las células
se cultivaron en medio quimicamente definido sin componente animal. Los inventores han clonado GGCX y
protrombina humana en un vector de expresion de tal forma que el nivel de mRNA de protrombina excede el del
mMRNA de GGCX por un factor de al menos 10. Esto da como resultado una produccién con un gran exceso de
proteina protrombina comparado con la proteina GGCX.

Como un ejemplo més, los inventores han expresado rhFIX usando los mismos vectores de expresion
conjunta de GGCX. Esto dio como resultado lineas celulares productoras del mRNA del factor IX a niveles que
excedian los niveles de mRNA de GGCX por un factor de al menos 10 en un caso. En otra linea celular, la
proporcion del mRNA de factor IX: GGCX fue aproximadamente 4-5:1. Solo la linea celular que proporcionaba una
proporcion de al menos 10:1 mostraba una productividad de rhFIX sustancialmente incrementada (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de la productividad y la proporcién de mRNA proteina carboxilada:GGCX

NOMBRE DEL | PROTEINA PRODUCCION o PROPORCION FUENTE DE
CLON/CONSTRUCT | PRODUCIDA DE PROTEINA | mRNA DE | DATOS
(0] TOTALMENTE PROTEINA
ACTIVA (mg/l) CARBOXILADA:
GGCX, APROX.
P1E2/PN32 Protrombina 40 250:1 Ejemplo 3
humana i
B2F4/PP6 26 50:1 Ejemplo 5
H3B10/PP6 30 30:1 Ejemplo 5
E1A9/PText5 3,5 No GGCX Ejemplo 3
N4D5/F9NopA FIX humano 7,3 45:1 Ejemplo 7
P1G9/F9hglx 1,3 4:1 Ejemplo 7
IC4 1a Sin GGCX Rehemtulla 1993,
documento de
EE.UU. NO.
5.460.950
* La productividad se midi6 en cultivos de centrifugacion bajo condiciones de cultivo similares.
a Datos de Rehemtulla 1993 y patente de EE.UU. N°. 5.460.950.

Se puede esperar que los factores de coagulacion dependientes de la vitamina K (FIl, FVII, FIX, FX y sus
formas activadas Flla o trombina, FVlla, FIXa, FXa) producidos por el presente método de expresion conjunta con
GGCX sean Utiles en la prevencion y el tratamiento del sangrado después de traumatismo, cirugia o enfermedades
hepéticas, nefroldgicas, de factores de coagulacion de plaquetas o sangre (hemofilia). De la misma forma, se puede
esperar que sean Utiles el factor de coagulacion de la proteina C y su forma activada APC en la prevencion y el
tratamiento de trastornos de coagulacion incrementada con o sin niveles decrecientes de proteina C. El método
también es aplicable a otras proteinas que requieren carboxilacion post-translacional.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién se proporciona una célula huésped eucariota que
comprende un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que
requiere gamma-carboxilacién y secuencias control asociadas a la expresion que comprenden un primer promotor y
una molécula de acido nucleico que codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control asociadas a la
expresion que comprenden un segundo promotor, en el que el primer promotor se selecciona de promotor temprano
inmediato del citomegalovirus humano (hCMV), pEF-lalpha, pRSV o pUbC, y el segundo promotor se selecciona de
promotor temprano inmediato de SV40, promotor FIX minimizado o promotor de quinasa timidina de HSV.

En una realizacion, la proporcion de las proteinas expresadas esta entre 10:1 y 1000:1, mas
preferiblemente entre 10:1 y 500:1 y todavia mas preferiblemente entre 25:1 y 250:1. Una proporcion particularmente
adecuada es aproximadamente 200:1.

En realizaciones separadas, la proporcion de las dos proteinas expresadas puede ser al menos 10:1, 30:1,
45:1, 50:1, 100:1, 200:1, 250:1, 300:1, 400:1, 500:1 y 1000:1.

En una realizacién particular, tanto la molécula de &cido nucleico que codifica la proteina que requiere
gamma-carboxilacion como las secuencias control asociadas a la expresion, y la molécula de acido nucleico que
codifica la y-glutamil carboxilasa y las secuencias control asociadas a la expresion se localizan sobre el mismo
vector de expresion. En otra realizacion, estas dos moléculas de &cido nucleico se localizan en vectores de
expresion separados.

De acuerdo con un aspecto mas de la invencion, se proporciona un acido nucleico de acuerdo con SEQ ID
NO: 14 y SEQ ID NO: 15.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporcionan células huésped transfectadas o
transformadas con un vector que comprende la secuencia de SEQ. ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15 para la expresion
del Factor IX humano.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona una célula huésped capaz de expresar el
factor de coagulacion IX humano y enzimas gamma carboxilasas humanas, en la que el acido nucleico que codifica
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el factor de coagulacion IX humano y el acido nucleico que codifica la gamma carboxilasa se unen operativamente a
secuencias control que son capaces de expresar las dos proteinas en una proporcion de al menos 10:1,
respectivamente.

También se describe una célula huésped eucariota no humana adaptada para expresar el factor de
coagulacién IX humano y enzimas gamma carboxilasa humanas en una proporcién de al menos 10:1. El &cido
nucleico que codifica el factor de coagulacion IX humano y el &cido nucleico que codifica la gamma carboxilasa se
unen operativamente a secuencias control que son capaces de expresar las dos proteinas en una proporcion de al
menos 10:1, respectivamente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una célula huésped que alberga acido
nucleico exdgeno que comprende el factor de coagulacion IX humano que codifica el acido nucleico bajo el control
del promotor hCMV y el &cido nucleico que codifica la carboxilasa humana bajo el control del promotor SV40.

También se describe un acido nucleico de acuerdo con SEQ. ID NO: 1, SEQ. ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3

También se describen células huésped transfectadas o transformadas con un vector que comprende la
secuencia de SEQ. ID NO: 1, SEQ. ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 para la expresion de protrombina humana.

También se describen células huésped capaces de expresar protrombina humana y enzimas gamma
carboxilasa humanas, en las que el &cido nucleico que codifica la protrombina humana y el acido nucleico que
codifica la gamma carboxilasa se unen operativamente a secuencias control que son capaces de expresar las dos
proteinas en una proporcion de al menos 10:1, respectivamente.

También se describe una célula huésped eucariota no humana adaptada para expresar protrombina
humana y enzimas gamma carboxilasa humanas en una proporciéon de al menos 10:1. En una realizacién particular,
el &cido nucleico que codifica la protrombina humana y el &cido nucleico que codifica la gamma carboxilasa se unen
operativamente a secuencias control que son capaces de expresar las dos proteinas en una proporcién de al menos
10:1, respectivamente.

De acuerdo con un aspecto mas de la invencion se proporciona una célula huésped que alberga acido
nucleico exégeno que comprende el acido nucleico que codifica la protrombina humana bajo el control del promotor
hCMV y el &cido nucleico que codifica la carboxilasa humana bajo el control del promotor SV40.

La invencion se ha ilustrado usando protrombina y el factor de coagulacion IX como proteinas que requieren
carboxilacion. Sin embargo, diversas proteinas diferentes a la protrombina y el factor IX son dependientes de una y-
carboxilacion correcta para su completa actividad bioldgica. Entre las conocidas de los hombres estan el factor de
coagulacién FVII, que en este momento solo esta disponible comercialmente producido en células de mamiferos
recombinantes a relativamente bajos niveles (aproximadamente 10 mg/L o menos). La presente invencion sera
aplicable para mejorar la productividad de cualquier proteina que dependa de la y-carboxilacion, dichas proteinas
incluyen, pero sin limitacién: protrombina, factor de coagulacion 1l (Fll), factor de coagulacion VII (FVII), factor de
coagulacion IX (FIX), factor de coagulacion X (FX), proteina C, proteina S, proteina Z, proteina Bone Gla (también
conocida como: BGP o osteocalcina), proteina de Matriz Gla (MGP), polipéptido 1 Gla rico en prolina (PRRG1),
polipéptido 2 Gla rico en prolina (PRRG2), proteina 6 especifica de detencién del crecimiento (Gas 6). Otras
proteinas adecuadas son: proteina tipo FXa en veneno de serpientes elapidas (subfamilia Acanthophiina) y veneno
del caracol cono (Conus textile).

Cada una de estas proteinas, incluyendo sus secuencias de acido nucleico y aminoacido, son muy
conocidas. La Tabla 2 identifica secuencias representativas de formas naturales y mutantes de las diversas
proteinas que se pueden usar en la presente invencion.

Tabla 2.
DESCRIPCION cDNA EMBL ACC | VARIANTES DE MUTACIONES GEN EMBL ACC
Ne. CORTE (PROTEINA) Ne,
1 SNP (EMBL Ne.
Glutamato gamma 2; BC013979; U65896); 2 SNPs
carboxilasa BC013979 AF253530 (OMIM N°. 137167) | U65896
aprox. 100 SNP's
(EMBL Ne.
V00595 1, V00595 AF478696) AF478696
4, AF466933;
AF272774;
ARO030786; 21 SNPs (OMIM
Factor VII AF466933 AANG60063 N°. 277500) J02933
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DESCRIPCION cDNA EMBL ACC | VARIANTES DE MUTACIONES GEN EMBL ACC
No. CORTE (PROTEINA) Ne.
5 SNPs (EMBL Ne.
A34669;
AF536327); 108
SNPs (OMIM Ne.
Factor IX A01819 3; A01819; M19063 | 306900) AF536327
118 SNPs (EMBL
N°. M57285;
4, BC040125; AF503510); 14
AR095306; SNPs (OMIM Ne.
Factor X BC046125 AB005892 227600) AF503510
57 SNPs (EMBL
7, AB083690; N°. AF378903); 25
AB083693; 109623; SNPs (OMIM Ne.
Proteina C BC034377 S50739; S72338 176860) AF378903
5; AF141310;
AF141310;
BC033656; X04143;
Osteocalcina AF141310 X51699 X04143
Proteina GLA de
Matriz BC005272 1, BC005272
Especifico
detencion del
crecimiento 6;
Factor estimulador
de AXL BC038984 1, BC038984
2; AB033749;
Proteina Z M55670 AB033749
Polipéptido 1 Gla
rico en prolina
(4cido G- 2;
carboxiglutdmico) | AF009242 AF009242;BC030786
Polipéptido 2 Gla
rico en prolina
(acido G- 2; AF009243;
carboxiglutdmico) | AF009243 BC026032
aprox. 100 SNPs
Precursor de la (EMBL No.
proteina S AY308744); 8
dependiente de la SNPs (OMIM No.
Vitamina K BC015801 1, BC015801 176880) AY308744

Seré apreciado que la invencién no esta restringida a ninguna proteina particular o proteina que codifique la
secuencia de una de estas proteinas que se expresan conjuntamente. Ademas, y en particular con respecto a
factores de coagulacion de la sangre, se han descrito numerosas formas mutantes de las proteinas en la técnica. La
presente invencion es igualmente aplicable a estas formas mutantes, incluyendo variantes alélicas naturales, de las
proteinas como es su secuencia natural. En una realizacion la invencion se puede llevar a cabo con cualquier
proteina natural o una con al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de identidad de secuencia con ésta.

La identidad de secuencia entre dos secuencias se puede determinar por andlisis de alineamiento
informatico de pares, usando programas tales como, BestFit, PILEUP, Gap o FrameAlign. La herramienta de
alineamiento preferido es BestFit. En la préactica, cuando se buscan secuencias similares/idénticas a la bisqueda
problema, a partir de una base de datos de la secuencia, generalmente es necesario realizar una identificacion inicial
de secuencias similares usando algoritmos adecuados tales como Blast, Blast2, NCBI Blast2, WashU Blast2, FastA,
0 Fasta3, y una matriz de evaluacién tal como Blosum 62. Dichos algoritmos tratan de aproximarse muy
cercanamente al algoritmo de alineamiento "oro-estandar" de Smith-Waterman. Por eso, el programa motor de



10

15

ES 2357603 T3

software/blsqueda preferido para uso en el ensamblaje de similaridad, es decir, como dos secuencias de
polipéptidos primarias se alinean es Smith-Waterman. La identidad se refiere a emparejamientos directos, la
similaridad proporciona sustituciones conservadoras.

La expresion "y-glutamil carboxilasa" o "GGCX", segln se usa en este documento, se refiere a una enzima
dependiente de la vitamina K que cataliza la carboxilacién de residuos de acido glutamico.

Las enzimas GGCX estan ampliamente distribuidas, y se han clonado a partir de muchas especies diversas
tales como la ballena blanca Delphinapterus leucas, el pez sapo Opsanus tau, la gallina (Gallus gallus), la mixina
(Myxine glutinosa), el limulo (Limulus polyphemus), y el caracol cono Conus textile (Begley et al., 2000, ibid;
Bandyopadhyay et al. 2002, ibid). La carboxilasa del caracol cono es similar a la carboxilasa bovina y se ha
expresado en células COS (Czerwiec et al. 2002, ibid). Otras proteinas similares a GGCX se pueden encontrar en
insectos y procariotas tales como Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster y Leptospira con nimeros de
entrada NCBI: gi 31217234, gi 21298685, gi 24216281, gi 24197548 y (Bandyopadhyay et al., 2002, ibid),
respectivamente. La enzima carboxilasa muestra una remarcable conservacion evolutiva. Algunas de las enzimas no
humanas han mostrado, o se puede predecir que tienen, una actividad similar a la de la GGCX humana que los
inventores han usado, y se pueden usar por lo tanto como una alternativa a la enzima humana.

La Tabla 3 identifica secuencias representativas de proteinas homologas predichas respecto a GGXC
humana (clasificadas después del origen de las especies) que se puede usar en la presente invencion.

Tabla 3.
Especies N° ID de entrada de la base de
datos
Homo sapiens (hombre) NM_000821.2
HUMGLUCARB
HUMHGCA
BC004422
HSU65896
AF253530.1
Papio hamadryas (pez sapo) AC116665.1
Delphinapterus leucas (ballena blanca) AF278713
Bos taurus (bovino) NM_174066.2
BOVCARBOXG
BOVBGCA
Ovis aries (oveja doméstica) AF312035
Rattus norvegicus (rata comun) NM_031756.1
AF065387
Mus musculus (raton) NM_019802.1
AF087938
Opsanus tau (peces 0seo0s) AF278714.1
Conus textile (moluscos) AY0044904.1
AF382823.2
Conus imperialis (moluscos) AF448234.1
Conus episcopatus (moluscos) AF448233.1
Conus omaria (moluscos) AF448235.1
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) NM_079161.2
Anopheles gambiae (mosquito) XM_316389.1
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Especies N° ID de entrada de la base de
datos
Secale cereale (monocotiledoneas) SCE314767
Triticum aestivum (trigo comun) AF280606.1
Triticum urartu (monocotiledéneas) AY245579.1
Hordeum vulgare (cebada) BLYHORDCA
Leptospira interrogans (espiroquetas) AEO011514.1
Streptomyces coelicolor (bacterias Gram+ alto GC) SC0939109
SC0939124
AF425987.1
Streptomyces lividans (bacterias Gram+ alto GC) SLU22894
Streptomyces viginiae ( bacterias Gram+ alto high GC) SVSNBDE
Micrococcus luteus (bacterias Gram+ alto GC) MLSPCOPER
Chlamydomonas reinhardtii (algas verdes) AF479588.1
Dictyostelium discoideum (moho del fango) AC115612.2
Coturnix coturnix (pajaros) AF364329.1
Bradyrhizobium japonicum (a-protoebacterias) AP005937.1
Rhodobacter sphaeroides (a-proteobacterias) RSY14197
Sinorhizobium meliloti (a-proteobacterias) RMEG603647
AF119834
Mesorhizobium loti (a-proteobacterias) AP003014.2
Chromobacterium violaceum (B-proteobacterias) AE016910.1
AE016918.1
Pseudomonas aeruginosa (y-proteobacterias) AEO004613.1
AF165882
Xanthomonas axonopodis (y-protecbacterias) AE011706.1
Virus del herpes humano 8 KSU52064
KSU75698
AF305694
AF360120
AF192756

Cada una de las proteinas GGCX anteriormente identificadas y proteinas GGCX de otras especies se
pueden usar como enzima carboxilasa en la presente invencion.

Una forma de realizar la expresién diferencial de las dos proteinas expresadas conjuntamente es usar
diferentes promotores como parte de las secuencias control respectivas de la expresion. La técnica esta repleta de
ejemplos de diferentes promotores y otras secuencias control de la expresién que son capaces de expresar
proteinas heterdlogas en diferentes grados o dimensiones. La tecnologia de expresién recombinante se lo bastante
avanzada para que cualquier experto en la técnica de la expresion de proteina sea capaz de seleccionar promotores
y otras secuencias control para realizar la expresidon conjunta de la proteina que requiere carboxilacion y la
carboxilasa en la proporcion deseada. La seleccion de dichos promotores particulares y otras secuencias control de
la expresion que se usan es un asunto de eleccidn particular.
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En una realizacion, las secuencias control asociadas con la proteina que requieren la gamma-carboxilacion
comprenden un promotor fuerte. En una realizacion, es el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano
(hCMV). Un promotor fuerte se define en este documento como un promotor que da un aumento de méas de 1000
transcritos/célula. Un promotor débil se define en este documento como un promotor que da un aumento de menos
de 1000 transcritos/célula.

En otra realizacién, las secuencias control asociadas con la y-glutamil carboxilasa comprenden un promotor
débil. En una realizacion, el promotor temprano es el SV40. En otra realizacion, la proteina que requiere gamma-
carboxilacion y la y-glutamil carboxilasa estan bajo el control de diferentes elementos promotores con el promotor
que controla la expresion de la y-glutamil carboxilasa que es mas débil que el promotor que controla la expresién de
la proteina que requiere gamma-carboxilacion.

En otra realizacion, la y-glutamil carboxilasa esta bajo el control del promotor temprano SV40 y la proteina
gue requiere la gamma-carboxilacion estd bajo el control del promotor temprano inmediato del citomegalovirus
humano (hCMV). En una realizacién de acuerdo con este aspecto particular de la invencién, la proteina que requiere
gamma-carboxilacion es el Factor X humano. En otra realizacion, la proteina que requiere gamma-carboxilacion es
la protrombina humana. En otra realizacion, la proteina que requiere gamma-carboxilacion es el Factor IX humano.

La invencion se ha ilustrado mediante el uso del promotor CMV fuerte (Boshart et al. Cell 41:521-530, 1985)
para sobre-expresar el Factor IX o la protrombina y el promotor SV40 méas débil (Wenger et al. Anal Biochem
221:416-418, 1994) para controlar la expresion de GGCX. Otros promotores fuertes que se podrian usar de acuerdo
con la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, pEF-1a [gen de la subunidad del factor-la de elongacién
humano) (Mizushima y Nagata, Nuc Acids Res 18:5322, 1990; Goldman et al., BioTechniques 21:1013-1015, 1996),
pRSV [virus del sarcoma de Rous (Gorman et al., Proc Natl Acad Sci USA 79:6777-6781, 1982)] y pUbC [ubiquitina
humana (Schorpp et al., Nuc Acids Res 24:1787-1788, 1996)].

Es importante asegurarse de que la proteina que se produce (proteina que requiere carboxilacién) lo sea en
exceso comparado con la enzima de modificacién, dando una proporcion de al menos 10:1. Lo modos de lograr un
nivel de expresion bajo de la enzima de modificacion (y-glutamil carboxilasa) incluyen:

1) El uso de un promotor débil para controlar la expresion de la enzima de modificacion incluyendo, pero sin
limitacion, el promotor temprano inmediato de SV40, el promotor FIX minimizado (Rouet et al., The Journal of
Biological Chemistry 267:20765-20773,1992) o el promotor de quinasa timidina de HSV (Wenger et al., 1994,
ibid).

2) Mutar las secuencias del promotor o potenciador de un promotor fuerte para reducir la fuerza del promotor.

3) Eliminar o cambiar la secuencia Kozak (sefial de iniciacion de la translacion) para reducir la eficacia de la
translacion (Kozak. Nuc Acids Res 15:8125-8148, 1987,

Kozak. Proc Natl Acad Sci USA 87:8301-83051987, 1990).

4) Clonar el &cido nucleico que codifica la proteina que se produce (proteina que requiere la carboxilacion) y el
acido nucleico que codifica GGCX en vectores separados y transfectar con un gran exceso del constructo que
contiene la proteina que se produce de modo que se genere una célula con multiples copias del constructo que
contiene la proteina que se produce.

5) Clonar el DNA que codifica la proteina que se produce y el DNA que codifica los vectores de modificacion de
GGCX en vectores separados, transfectar conjuntamente o transfectar de forma separada, y usar un sistema de
amplificacion para amplificar la expresion de la proteina que se produce.

6) Aislar una linea celular estable que exprese recombinantemente bajos niveles de GGCX (pero por encima de
los niveles enddgenos) y usarlo como linea de la célula huésped para la expresion de proteinas que necesitan
la y-carboxilacion.

7) Introducir mutacion(ones) en la GGCX para disminuir la afinidad del sustrato de GGCX.

Ademas de estos, el experto en la técnica de expresion de proteinas recombinantes estara al tanto a otros
métodos que se podrian usar para generar una célula huésped que exprese la proteina que requiere carboxilacién y
la proteina carboxilasa en una proporcion de al menos 10:1.

También se describe una célula que se modifica o adapta para expresar (i) una proteina que requiere
gamma-carboxilacion, y (ii) una y-glutamil carboxilasa, en la que las proteinas (i) y (ii) se expresan en una proporcion
entre 10:1 y 500:1. En una realizacion particular, la y-glutamil carboxilasa se expresa entre 2 y 5 veces por encima
de los niveles enddgenos (es decir, los de una célula no modificada o adaptada).

También se describe una célula recombinante adaptada para expresar (i) la proteina y-glutamil carboxilasa
por encima de los niveles constitutivos encontrados en una célula inadaptada equivalente y (ii) una proteina que
requiere carboxilacion, en la que la cantidad de proteina y-glutamil carboxilasa expresada y proteina que requiere
carboxilacion esta en la proporcién de al menos 1:10.
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También se describe una célula huésped eucariota genéticamente modificada que comprende:

(i) una secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina y-glutamil carboxilasa en la que dicha proteina y-
glutamil carboxilasa que codifica la secuencia se une operativamente a secuencias control de la expresion que
permiten la expresion de la proteina y-glutamil carboxilasa por dicha célula; y

(i) un polinucledtido que codifica una proteina que requiere carboxilacion por la proteina y-glutamil carboxilasa
operativamente unida a secuencias control de la expresién que permiten la expresion de dicha proteina que
requiere carboxilacion por dicha célula;

en la que la célula es capaz de expresar la proteina y-glutamil carboxilasa y la proteina que requiere carboxilacion
en la proporcién de al menos 1:10.

También se describe una célula adaptada para expresar una proteina que requiere gamma-carboxilacion y
y-glutamil carboxilasa, en la que el acido nucleico que codifica la proteina que requiere gamma-carboxilacién y el
acido nucleico que codifica la y-glutamil carboxilasa estan bajo el control de secuencias reguladoras adecuadas para
asegurar que la cantidad de proteina expresada que requiere gamma-carboxilacion sea de al menos 10 veces la
cantidad de la proteina y-glutamil carboxilasa.

Al menos una de la proteina que requiere gamma-carboxilacion y la y-glutamil carboxilasa es expresada a
partir del &cido nucleico que ha se ha introducido en la célula por tecnologia recombinante. Un modo alternativo de
trabajar la invencion es expresar la proteina endégena (proteina que requiere la carboxilacion o la carboxilasa), pero
con sustitucion de las secuencias control endégenas (promotor etc.) con secuencias heterdlogas para obtener el
nivel deseado de expresion.

La célula anfitriona es preferentemente una célula eucariota. Las células huésped tipicas incluyen, pero sin
limitacion, células de insecto, células de levadura y células de mamifero. Las células de mamifero son
particularmente preferidas. Las lineas de células de mamifero incluyen, pero sin limitacion, las células CHO, HEK,
NSO, 293, Per C.6, BHK y COS, y sus derivados. En una realizacion, la célula huésped es la de la linea celular CHO-
S de mamifero.

La sobre-expresion de proteinas dependientes de la carboxilacion ha dado como resultado recientemente
de forma general productos infra-carboxilados. Esto es debido a que se esta limitando la capacidad de carboxilacion
de la célula huésped endogena. Por otra parte, la enorme (de 16 a 70 veces) sobre-expresion de la actividad de
GGCX no mejora el rendimiento del producto (Rehemtulla et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 4611-4615, 1993),
(Berkner y Pudota, Proc Natl Acad Sci USA. 95: 446-471, 1998), (Hallgren et al., Biochemistry 41(50): 15045-15055,
2002). La raz6n de esto no se entiende del todo. La invencion de los inventores requiere una sobre-expresion
moderada de GGCX. Esto asegura que se expresen de la célula niveles mayores que los endégenos de GGCX, por
ejemplo, cuando el nivel de actividad de GGCX se eleve solo de 1,5 a 5 veces. En este nivel moderadamente
elevado, se obtuvieron niveles sorprendentemente altos de rhFIl completamente carboxilado como se muestra en el
Ejemplo 1.

Se apreciara por lo tanto que la proporciéon de expresion de la proteina que requiere carboxilacion y la
carboxilasa que distingue esta invencién de previas investigaciones de expresion conjunta, excluye los niveles de
GGCX que son producidos enddgenamente. Para cumplir la alta productividad requerida, es necesario expresar la
carboxilasa y la proteina que requiere carboxilacién a niveles por encima de los encontrados en células normales.

En una realizacion, se usa una célula o una linea celular que tiene poca o ninguna carboxilasa
constitutivamente expresada y/o proteina que requiere carboxilacion.

En una realizacion, la y-glutamil carboxilasa se expresa al menos lo mismo o igual al 10% de la cantidad de
la proteina que requiere gamma-carboxilacion. En otras realizaciones alternativas, la y-glutamil carboxilasa se
expresa al menos lo mismo o igual al 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25% 0,1%, 0,05% o 0,01% de la cantidad de la proteina
que requiere gamma-carboxilacion.

El grado de expresion de las dos proteinas se puede medir usando técnicas familiares a cualquier experto
en la técnica. Estas incluyen medidas directas, por ejemplo, midiendo la actividad biolégica de la proteina, o la
cantidad de proteina (por ejemplo, usando anticuerpos), o medidas indirectas, por ejemplo via la medida de niveles
de transcripcién del mRNA (por ejemplo, analisis Tagman como en el Ejemplo 3). Las siguientes referencias
describen formas de medir la actividad de la enzima GGCX (Lingenfelter et al., Biochemistry 35: 8234-8243, 1996;
Berkner et al., Proc Natl Acad Sci USA 95: 446-471, 1998; Hallgren et al., Biochemistry 41(50): 15045-15055, 2002;
y, Berkner et al., Proc Natl Acad Sci USA 89: 6242-6246, 1992).

Para los fines de esta invencion, la proporcién de la expresién de las dos proteinas se determina
indirectamente via el nivel de transcripcion del mRNA (por ejemplo, por andlisis Tagman).

En una realizacion, la proteina que requiere gamma carboxilacién es un factor de coagulacién dependiente
de la vitamina K. En otra realizacion mas, la proteina que requiere gamma-carboxilacion se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en: protrombina, factor de coagulacion I, factor de coagulacién Fll, factor de
coagulacién VII, factor de coagulacion FVII, factor de coagulacion IX, factor de coagulacion FIX, factor de
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coagulacién X, factor de coagulacion FX, proteina C, proteina S, proteina Z, proteina Bone Gla, proteina de Matriz
Gla, proteina especifica de detencién del crecimiento 6 y proteina del tipo FXa de Acanthophiinae.

En una realizacién particular, la proteina que requiere gamma-carboxilacion es el Factor IX. En otra
realizacién particular, la proteina que requiere gamma-carboxilacion es la protrombina. En otra realizacion, la
proteina que requiere gamma-carboxilacién es el Factor X.

La presente invencion tiene aplicacion general en proteinas que requieren la carboxilacién de cualquier
fuente. Sin embargo, si la proteina expresada tiene que usarse para fines terapéuticos no humanos, las proteinas
humanas son particularmente preferidas.

En una realizacién, la y-glutamil carboxilasa es de origen de raton, rata, bovino o caracol cono. En otra
realizacién, la y-glutamil carboxilasa es una proteina humana.

De acuerdo con otro aspecto mas de la invencién, se proporciona un método para producir proteina
gamma-carboxilada que comprende: (i) cultivar una célula eucariota adaptada para expresar una proteina que
requiere gamma-carboxilacion y y-glutamil carboxilasa en una proporcion de al menos 10:1, bajo condiciones
adecuadas para la expresion de ambas proteinas, y (ii) aislar la proteina gamma-carboxilada.

También se describe un método para la produccién de una proteina gamma-carboxilada en una linea
celular de un mamifero, que comprende la etapa de expresar conjuntamente con dicha proteina que requiere la
gamma-carboxilacion en la linea celular de un mamifero una y-glutamil carboxilasa, en la que la cantidad de la
proteina expresada que requiere gamma-carboxilacién es al menos 10 veces mayor que la cantidad de la y-glutamil
carboxilasa expresada; y (ii) aislar la proteina gamma-carboxilada.

Un método para producir una proteina gamma-carboxilada que comprende:

a) la modificacién genética de una célula eucariota para introducir un primer polinucleétido que codifica una
proteina que requiere la carboxilacién y las secuencias control de la expresién que la acompafian y un segundo
polinucleétido que codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control de la expresion que la acompafian
para producir una célula huésped eucariota capaz de la expresion conjunta de la proteina que requiere
carboxilacion y una proteina y-glutamil carboxilasa en una proporcion de al menos 10:1; b) cultivar la célula en
un medio de cultivo adecuado bajo condiciones que permitan que la primera y segunda secuencias de
polinucleétidos sean expresadas; y c) aislar la proteina carboxilada del medio o células huésped.

Los vectores de expresion normalmente incluyen un origen de replicacién, un promotor, un sitio de
iniciacién de la translacion, opcionalmente un péptido sefial, un sitio de poliadenilacién, y un sitio de terminacién de
la transcripcion. Estos vectores también contienen normalmente uno o mas gen(es) marcador(es) de resistencia a
los antibidticos para la seleccién. Los vectores de expresion adecuados pueden ser plasmidos, césmidos o virus
tales como fago o retrovirus. La secuencia codificante del polipéptido se sitia bajo el control de un promotor
apropiado (es decir, HSV, CMV, TK, RSV, SV40 etc), elementos de control y terminador de la transcripcion (estas
son las secuencias control asociadas a la expresion) de modo que la secuencia de &cido nucleico que codifica el
polipéptido se transcriba en RNA en la célula huésped transformada o transfectada por el constructo del vector de
expresion. La secuencia codificante puede contener o no un péptido sefial o secuencia lider para la secrecion del
polipéptido fuera de la célula huésped. Los vectores preferidos comprenderdn normalmente al menos un sitio de
clonacion multiple. En ciertas realizaciones habré un sitio de clonacion o mdultiples sitios de clonacion situados entre
el promotor y el gen que se expresa. Dichos sitios de clonacion se pueden usar para crear proteinas de fusion del
extremo N-terminal clonando una segunda secuencia de acido nucleico en el sitio de clonacién de modo que sea
contigua y en marco con la secuencia del gen. En otras realizaciones, puede haber un sitio de clonacién o miltiples
sitios de clonacion situados inmediatamente corriente abajo del gen para facilitar la creacion de fusiones del extremo
C-terminal de una forma similar a las fusiones del extremo N-terminal descritas més arriba.

La célula huésped se puede modificar genéticamente (tener acidos nucleicos extra introducidos) por
numerosos métodos, muy conocidos por cualquier experto en la técnica, tales como transfeccion, transformacion y
electroporacion.

También se describe la proteina gamma carboxilada purificada producida por los métodos de la presente
invencién y su uso en terapia con coagulantes.

También se describe un método para promocionar el incremento o decrecimiento de la coagulacion en un
sujeto que comprende administrar una cantidad farmacolégicamente eficaz de una proteina gamma-carboxilada
aislada obtenida por los métodos descritos mas arriba a un paciente que lo necesita.

De acuerdo con un aspecto mas de la invencién, se proporciona un método para producir una composicion
farmacéutica adecuada para inducir la coagulacion de la sangre, que comprende purificar la proteina carboxilada
activa expresada de una célula huésped adaptada para expresar una proteina que requiere gamma-carboxilacion y
y-glutamil carboxilasa en una proporciéon de al menos 10:1 y mezclar la proteina carboxilada purificada con uno o
varios vehiculos farmacéuticamente aceptables o excipientes.
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Los agentes terapéuticos proteicos se almacenan normalmente congelados, refrigerados, a temperatura
ambiente, y/o en un estado liofilizado.

Las composiciones de la invencion se pueden obtener por procedimientos convencionales usando
excipientes farmacéuticos convencionales, muy conocidos en la técnica, pero lo mas probablemente estaran en una
forma adecuada para la inyeccién, tanto parenteralmente como directamente en el sitio de la herida.

Las suspensiones acuosas contienen en general el ingrediente activo en forma de polvo finamente dividido
junto con uno o mas agentes de suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma arabiga; agentes de
dispersién o agentes humectantes tales como lecitina o productos de condensacién de un 6xido de alquileno con
acidos grasos (por ejemplo estearato de polioxietileno) o productos de condensacion de 6xido de etileno con
alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol o productos de condensacién de éxido
de etileno con ésteres parciales procedentes de acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietileno-
sorbitol o productos de condensacion de Oxido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales procedentes de
acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietileno-sorbitol o productos de condensacion de 6xido de
etileno con ésteres parciales procedentes de &cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
polietileno-sorbitdn. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes (tales como p-
hidroxibenzoato de etilo o propilo, antioxidantes (tales como acido ascérbico), agentes colorantes, agentes
saporiferos y/o agentes edulcorantes (tales como sacarosa, sacarina o aspartamo).

Se pueden formular suspensiones oleosas suspendiendo el principio activo en un aceite vegetal (tales como
aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco) o en un aceite mineral (tal como parafina
liquida). Las suspensiones oleosas también pueden contener un agente espesante tal como cera de abejas, parafina
sélida o alcohol cetilico. Se pueden afadir agentes edulcorantes tales como los indicados anteriormente y agentes
aromatizantes, para proporcionar una preparacion oral apetitosa. Se pueden conservar estas composiciones por la
adicion de un antioxidante tal como acido ascorbico.

Los polvos adecuados para la preparacién de una preparacion acuosa para la inyeccion, por la adicion de
un diluyente adecuado, generalmente contiene el ingrediente activo junto con vehiculos adecuados y excipientes,
agentes de suspension y uno o varios estabilizadores o conservantes. El diluyente puede contener otros excipientes
adecuados, tales como conservantes, modificantes de la tonicidad y estabilizantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en forma de emulsiones de aceite
en agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, tal como aceite de oliva 0 aceite de cacahuete o un aceite
mineral, tal como por ejemplo parafina liquida o una mezcla de cualquiera de éstos. Los agentes emulsionantes
adecuados pueden ser, por ejemplo, gomas que se encuentran en la naturaleza tales como goma ardbiga o goma
de tragacanto, fosfatidos que se encuentran en la naturaleza tales como soja, lecitina, ésteres o ésteres parciales
procedentes de &cidos grasos y anhidridos de hexitol (por ejemplo monooleato de sorbitan) y productos de
condensacion de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, tales como monooleato de sorbitan polioxietilénico.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en la forma de una solucién estéril
0 suspension en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no tdxico, que se puede formular de acuerdo
con procedimientos conocidos usando uno o varios de los agentes de dispersibn o humectacion apropiados y
agentes de suspension, que se han mencionado mas arriba. Una preparacion inyectable, estéril, también puede ser
una solucién o suspension inyectable, estéril, en un diluyente o disolvente aceptable por via parenteral, no toxico,
por ejemplo, una disolucion en 1,3-butanodiol.

Para mas informacion sobre Formulacion se remite al lector al capitulo 25.2 en el Volumen 5 de
Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; jefe del panel editorial), Pergamon Press 1990; o, Volumen 99
de Drugs and the pharmaceutical sciences; Protein formulation and delivery (Eugen J. McNally, editor ejecutivo),
Marcel Dekker Inc 2000.

La cantidad de principio activo que se combina con uno 0 mas excipientes para producir una forma de
dosificaciéon Unica variara necesariamente dependiendo del hospedador tratado y de la via de administracion
particular. Por ejemplo, una formulacién destinada a la inyeccion a humanos contendra en general, por ejemplo, de
0,5 mg a 2 g de agente activo mezclado con una cantidad apropiada y conveniente de excipientes que puede variar
desde aproximadamente 5 a aproximadamente 98 por ciento en peso de la composicion total. Las formas de
dosificacion individuales contendran en general de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg del
ingrediente activo. Las terapias con proteinas normalmente se liofilizan. Para méas informacién sobre Vias de
Administracion y Regimenes de Dosificacion se remite al lector al Capitulo 25,3 en el Volumen 5 de Comprehensive
Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; jefe del panel editorial), Pergamon Press 1990.

El tamafio de la dosis para propdsitos terapéuticos o profilacticos de un compuesto de la invencién variara
naturalmente de acuerdo con la naturaleza y la gravedad de las afecciones, la edad y el sexo del animal o paciente y
la via de administracion de acuerdo con principios muy conocidos de medicina. Cuando se usa un compuesto para
fines terapéuticos o profilacticos, se administrard en general de manera que se reciba una dosis diaria en el
intervalo, por ejemplo, de 0,5 mg a 75 mg por kg de peso corporal, dada si es necesario en dosis divididas. En
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general, se administraran dosis mas bajas cuando se emplee una via parenteral. Asi, por ejemplo, para
administracion intravenosa, se usara en general una dosis en el intervalo de, por ejemplo, 0,5 mg a 30 mg por kg de
peso corporal. De manera similar, para la administracion por inhalacién, se usara una dosis en el intervalo de, por
ejemplo, 0,5 mg a 25 mg por kg de peso corporal.

La invencion se ilustrara a continuacién mediante los siguientes ejemplos no limitantes:

La préactica de la presente invencién empleara, a menos que se indique otra cosa, métodos convencionales
de biologia molecular y técnicas de DNA recombinantes dentro del desarrollo de la técnica. Dichas técnicas se
explican con detalle en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., eds., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (3rd ed.) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (2001); Ausubel et al., eds., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, NY (2002); Glover & Hames, eds., DNA Cloning 3: A
Practical Approach, Vols. I, ll, & lll, IRL Press, Oxford (1995); Colowick & Kaplan, eds., Methods in Enzymology,
Academic Press; Weir et al., eds., Handbook of Experimental Immunology, 52 ed., Blackwell Scientific Publications,
Ltd., Edinburgh, (1997).

Ejemplo 1
Amplificacidon de cDNA que codifica Fll (hPT) humano y GGCX humano

Se compré mRNA de higado humano de Clontech y se realiz6 la sintesis de cDNA usando el sistema
Superscript de Invitrogen. El cDNA obtenido se usé como plantilla para la amplificacion de FIl humano usando:

cebador PTFO 5'-ATTCCTCAGTGACCCAGGAGCTGACA-3', (SEQ ID NO: 3)y

cebador PTEXT 5-CTACTCTCCAAACTGATCAATGACCTTCTGTATCCACTTCTT-3', (SEQ ID NO: 4).
GGCX humano se amplificé usando:

cebador hglx5, 5-TCCGCAGAGCAATGGCGGTGTCT-3', (SEQ ID NO: 5) y

hglx3, 5'-CCAACATCTGGCCCCTTCAGAACT-3', (SEQ ID NO: 6).

El producto PCR que codifica Fll se cloné directamente en el vector tratado con TA-TOPO pCDNAS3.1V5/His
(Invitrogen). La seleccién de un clon con cDNA de hFll insertado en la direccidn correcta dio el constructo control de
Ptext5 (Fig. 1 b). El cDNA que codifica GGCX bajo el control del promotor SV40 se obtuvo por transferencia del
GGCX que codifica el fragmento de pCDNA3.1V5/His TA-TOPO al vector de pZeoSV2+ (Invitrogen), usando las
enzimas de restriccion BamH1 y Notl. Los sitios de restriccion EcoRV-Notl corriente abajo del inserto GGCX se
eliminaron. Un fragmento de Clal-Bcll romo del plasmido pZeoSV2-GGCX resultante (que contiene el promotor SV40
y el inserto que contiene GGCX, pero no el sitio de poliadenilacion y sefial de poliadenilacion corriente abajo de la
secuencia que codifica GGCX) se clond entonces en el sitio de restriccion de Dralll romo de pCDNA3.1+
(Invitrogen). Un clon con el fragmento pSV40-GGCX insertado en tandem (igual direccion transcripcional) respecto al
promotor CMV se seleccioné y un FIl de Kpnl-Notl romo que codifica el fragmento de Ptext5 se clond en el sitio
EcoRV para obtener el constructo PN32 (Fig. 1a). Las secuencias de DNA de PN32 y Ptext5 son como en el
Apéndice 2. Todos los métodos de clonacién estaban de acuerdo con los métodos estandar y/o los procedimientos
recomendados por los fabricantes.

El constructo de PN32 contiene las siguientes caracteristicas clave:

- El promotor temprano inmediato del citomegalovirus (hCMV) humano que controla la transcripcion del cDNA de
protrombina humano seguido de la sefial de poliadenilaciéon de la Hormona de Crecimiento Bovina (BGH) para
la terminacion de la transcripcion eficiente y la poliadenilacion de mRNA.

- El promotor temprano de SV40 que controla la transcripcion del cDNA de y-carboxilasa humana (GGCX) sin un
sitio o sefial de poliadenilacién aparente.

- Ofras caracteristicas son las mostradas en la Figura 1 a).

Para la comparacion del constructo de PText5 sin GGCX se us6 (Figura 1b). La secuencia de nucle6tidos de
PTEXTS5 se muestra en SEQ ID NO: 1. La secuencia de nucleétidos de PN32 se muestra en SEQ ID NO: 2

Lineas celulares productoras de protrombina obtenidas

Los dos constructos en la Figura 1 se transfectaron en células CHO-S (Invitrogen). Los transfectantes
estables se seleccionaron y rastrearon sin eran clones altamente productivos usando un ensayo comercialmente
disponible para la actividad de protrombina (Chromogenix). En este ensayo las muestras que contienen protrombina
se trataron primero con toxina de veneno de serpiente (Ecarina - disponible de Sigma) para generar trombina. La
actividad de la trombina se analiz6 entonces por la adicion de un sustrato cromogénico (S-2238) - que genera color
cuando se procesa por trombina. La transfeccion y seleccién de clones se hicieron en paralelo con ambos
constructos. El cultivo celular se hizo en medio DMEM que contenia 9% de suero bovino fetal inactivado por calor.
Los clones obtenidos se adaptaron entonces para hacer crecer en medio sin componente animal. El clon de mejor
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produccién obtenido fue de la transfeccion con PN32 (FIl + GGCX), que proporcioné hasta 400mg/L de protrombina
recombinante humana cuando se cultivaba en medio quimicamente definido sin componente animal (muy en exceso
de cualquier nivel publicado). El rhFIl producido recombinantemente se purific (de acuerdo con el método descrito
en Josic et al., Journal of Chromatography B, 790:183-197, 2003), y se fraccioné por cromatografia de intercambio
i6nico usando una columna de Q-Sepharose de acuerdo con técnicas estandar, para obtener rhFIl completamente-
carboxilado puro. Del rhFIl producido del fermentador hasta 78 mg/L estaban completamente-carboxilados y tenian
la misma actividad biolégica que la protrombina purificada del plasma humano. La carboxilacion se analizé por
secuenciacion del extremo N-terminal de la proteina y por ensayo de protrombinasa (Mao et al. JBC, 273:30086-
30091, 1998). La generacion de trombina se activd en plasma pobre en plaguetas humano por la adicion de factor
de tejido, y el potencial de trombina endégeno se midi6 esencialmente como se describe en Stig et al., (Blood
Coagulation and Fibrinolysis, 14:457-462, 2003).

El mejor clon obtenido con el constructo de PText5 dio una productividad de hasta 10 mg/L en medio
guimicamente definido sin componente animal, que esta en el mismo intervalo publicado en la bibliografia. La accién
de la protrombina completamente-carboxilada obtenida del clon de PText5 se estim6 en aproximadamente el 50%.
La recuperacion final del rhFIl completamente activo fue asi al menos diez veces mas alta usando el constructo de
PN32 que contiene una disposicion con bajo nivel de expresion de la y-carboxilasa. Para cada uno de los
constructos se identificaron varios clones con niveles de expresion similares.

Ejemplo 2

Medicién de la actividad de ggcx en lineas celulares de CHO

Dos lineas celulares CHO-S productoras de rhFll, obtenidas por transfeccién con el constructo PN32
(expresion conjunta de GGCX humano) y PTEXT5 (sin expresion conjunta de GGCX), respectivamente, se
cultivaron en botellas de centrifugacion usando medio sin proteina suplementado con 5 pg/ml de vitamina K. Un
décimo del medio de cultivo se reemplaz6 diariamente. Las células se recogieron después de 7 dias de cultivo y se
prepararon microsomas como se describe en Berkner et al., (Proc Natl Acad Sci USA 89: 6242-6246 1992). El FlI
recombinante humano se purificd a partir del sobrenadante del cultivo de las células recogidas. La actividad de
GGCX se midié como se describe en Berkner y Pudota (Proc Natl Acad Sci USA 95: 446-471 1998; y, Lingenfelter y
Berkner (Biochemistry 35: 8234-8243, 1996). Las medidas de los inventores mostraron que la actividad de GGCX
era 1,5 veces mayor en la linea celular de CHO humana que expresa conjuntamente GGCX comparado con la linea
celular de CHO que expresa solo rhFll, usando las mismas condiciones de cultivo.

Ejemplo 3

Andlisis de la expresién de mRNA por Reacciéon en Cadena de la Polimerasa de Transcripcién Inversa a Tiempo
Real (RT-PCR) de y-Carboxilasa y Protrombina en lineas celulares CHO-S

Dos lineas celulares CHO-S obtenidas por transfeccion estable con los constructos PN32 (FII+GGCX) y
Ptext5 (solo FIl) respectivamente, se cultivaron en botellas de centrifugacion usando medio sin proteina
suplementado con vitamina K. Las muestras de cultivo se retiraron después de 4, 5y 6 dias de cultivo para cubrir los
niveles maximos estimados en la produccién de mRNA. El RNA se aislo con Trizol™ de acuerdo con el protocolo
suministrado por el vendedor, Invitrogen. EI RNA aislado se tratdé con DNasel con el kit DNA-free™ de Ambion. La
sintesis de cDNA se llevo a cabo usando cebadores de hexamero aleatorios y los contenidos del kit del Sistema de
Sintesis Superscript™First-Strand para RT-PCR, Invitrogen.

Los cebadores y las sondas marcadas con Vic para la RT-PCR a Tiempo Real se seleccionaron usando el
software Primer Express™, Applied Biosystems.

Oligonucleétidos de y-Carboxilasa Humanos

5'ACACCTCTGGTTCAGACCTTTCTT 3' Cebador directo (SEQ ID NO: 7)
5' AATCGCTCATGGAAAGGAGTATTT 3 Cebador inverso (SEQ ID NO: 8)
5' CAACAAAGGCTCCAGGAGATTGAACGC 3 Sonda (SEQ ID NO: 9)

Longitud de amplicén 86 bp

Oligonucleétidos de Protrombina Humana

5' TGGAGGACAAAACCGAAAGAGA 3' Cebador directo (SEQ ID NO: 10)
5'CATCCGAGCCCTCCACAA 3’ Cebador inverso (SEQ ID NO: 11)
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5' CTCCTGGAATCCTACATCGACGGGC 3' Sonda (SEQ ID NO: 12)

Longitud de amplicén 69 bp

Los cebadores se fabricaron en Operon/Qiagen y las sondas se pidieron a Applied Biosystems. También se
usaron cebadores de control GAPDH de roedor y sondas (Applied Biosystems; Protocolo de Reactivos de Control de
GAPDH TagMan® Rodent de ABI N° 4308318)-Longitud de amplicén 177 bp. Las reacciones RT-PCR a tiempo real
se realizaron en el detector de secuencia Prism™ 7700 de ABI, Applied Biosystems. La longitud esperada de los
productos PCR amplificados se confirmé en geles de agarosa. Las series de dilucién para investigar la eficiencia de
las reacciones PCR se llevaron a cabo para todos los tres genes. Los niveles de expresién de y-Carboxilasa y
Protrombina se presentan respecto a la expresion del gen control, GAPDH de roedor.

Protrombina

CHO-S CHO-S CHO-S CHO-S PN32 | CHO-S PN32 | CHO-S PN32
PTexts dia4 |PText5dia5 |PTextsdia6 |dia4 dia 5 dia 6
27-delta Ct 0,008014 0,076239 0,066677 0,204948 0,322343 0,364334
y-Carboxilasa
CHO-S CHO-S CHO-S CHO-S PN32 | CHO-S PN32 | CHO-S PN32
PText5 dia4 |PText5dia5 |PTextsdia6 |dia4 dia 5 dia 6
27-delta Ct 3,39E-07 0 0 0,000277 0,00159 0,001568

A partir de los niveles de expresién relativos, el rhFI:GGCX detectado, se calcularon proporciones de
aproximadamente 74-232:1 dependiendo del dia de recuperacion de la muestra. Para la linea celular transfectada
con PN32, la expresion conjunta de rhFll y GGCX, el nimero de transcrito por célula se calculé que era
aproximadamente 8 para el mMRNA de GGCX y aproximadamente 2000 para el mRNA de rhFll, dando asi una
proporcion rhFIl:GGCX de aproximadamente 250:1. Los transcritos de mRNA control de GAPDH/célula fueron para
la misma muestra aproximadamente 4000.

Ejemplo 4

Produccién de Fll humano

El cDNA de Fll humano y GGCX clonado en el Ejemplo 1 se insertd en pCDNA3.1 de la misma forma que
en el Ej.1. Para dar los niveles de GGCX mas altos, la sefial de poliadenilacion de pZeoSV2+ se incluyd en el
fragmento de pSV40-GGCX-pA clonado en el sitio de Dralll romo de pCDNA3.1. Un clon con el fragmento que
contiene GGCX en el orden inverso comparado con el Ej. 1 se selecciond. La clonacion del fragmento Fll se hizo
entonces de la misma forma que en el Ej. 1. El constructo final PP6 se muestra en la Figura 2 y la secuencia de
nucleétidos PP6 se muestra en SEQ ID NO: 13.

Dos lineas celulares productoras de protrombina, B2F4 y H3B10 se obtuvieron transfectando CHO-S como
se describe en el Ej. 1. La Protrombina de estas dos lineas celulares se purificd y caracteriz6 como en el Ej. 1. Los
cultivos de B2F4 dieron productividades en el intervalo de 30-70 mg/L y la accién del completamente carboxilado de
55-87% (cuanto mas rhFIl menos completamente carboxilado). La adicion de butirato dio una productividad algo mas
alta pero decrecié la actividad de rhFll completamente carboxilado y no fue considerado beneficioso. H3B10 crece
lentamente y dio una productividad de aproximadamente 50 mg/L, que era alta respecto a la cantidad de células en
el cultivo, y la actividad de rhFIl completamente carboxilado fue aproximadamente 60%. Comparado con la linea
celular obtenida en el ejemplo 1, se produjo menos rhFIl completamente carboxilado usando el constructo PP6 para
una linea celular CHO. La produccién de protrombina recombinante completamente activa esta todavia lejos, sin
embargo, por encima de anteriores niveles publicados.

Ejemplo 5

Andlisis de RT-PCR a Tiempo Real de la expresién de y-Carboxilasa y Protrombina en lineas celulares de CHO-S
midiendo la cantidad de mRNA

Las lineas celulares B2F4 y H3B10 del ejemplo 4 se analizaron por analisis PCR a tiempo real por el mismo
método y los mismos cebadores que en el Ej. 3. Las muestras de cultivo de 10 ml se recogieron en la productividad
méaxima para que fuera equivalente a las muestras en el Ej. 3. Para el clon H3B10 las muestras fueron desde el dia
10 debido al lento crecimiento de este clon, y para el clon B2F4 las muestras fueron desde el dia 6.
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Tabla 4. Resultados del analisis RT-PCR a tiempo real de lineas celulares productoras de protrombina que
expresan conjuntamente GGCX. Dos cultivos de centrifugacion de 100 ml independientes para cada B2F4 y H3B 10
se muestrearon para el andlisis RT-PCR a tiempo real.

Transcrito | N° células | Cantidad RNA total | Cantidad Numero de |Ct | Copias Copias
total resultante |usado mRNA en|células en MRNA mRNA/

de RNA | para RT-|RT-PCR RT-PCR célula
total PCR

P1E2 * Dia

6

PT 2,00E+07 2,39E-04 1,25E-08 |2,50E-09 1,05E+03 19 |2,10E+06 2005

GGCX 2,00E+07 2,39E-04 1,25E-08 | 2,50E-09 1,05E+03 27 | 8,19E+03 8

GAPDH 2,00E+07 2,39E-04 1,25E-08 |2,50E-09 1,05E+03 18 | 4,19E+06 4010

B2F4-1

Dia 6

PT 1,30E+07 2,20E-04 1,25E-08 |2,50E-09 7,39E+02 19, | 1,83E+06 2472
2

GGCX 1,30E+07 2,20E-04 1,25E-08 | 2,50E-09 7,39E+02 24, | 6,11E+04 83
1

GAPDH 1,30E+07 2,20E-04 1,25E-08 | 2,50E-09 7,39E+02 19, | 1,20E+06 1631
8

B2F4-2

Dia 6

PT 1,10E+07 1,40E-04 1,25E-08 |2,50E-09 9,82E+02 19. | 1,83E+06 1859
2

GGCX 1,10E+07 1,40E-04 1,25E-08 |2,50E-09 9,82E+02 24, | 6,11E+04 62
1

GAPDH 1,10E+07 1,40E-04 1,25E-08 |2,50E-09 9,82E+02 19 | 2,10E+06 2135

H3B10-1

Dia 10

PT 1,10E+07 2,90E-04 1,25E-08 |2,50E-09 4,74E+02 17, | 4,92E+06 10375
77

GGCX 1,10E+07 2,90E-04 1,25E-08 |2,50E-09 4,74E+02 23, | 9,93E+04 210
4

GAPDH 1,10E+07 2,90E-04 1,25E-08 |2,50E-09 4,74E+02 17, | 4,31E+06 9095
96

H3B10-2.

Dia 10

PT 8,90E+06 3,10E-04 1,25E-08 |2,50E-09 3,59E+02 19. | 1,83E+06 5087
2

GGCX 8,90E+06 3,10E-04 1,25E-08 |2,50E-09 3,59E+02 25, | 2,66E+04 74
3

GAPDH 8,90E+06 3,10E-04 1,25E-08 |2,50E-09 3,59E+02 18, | 2,25E+06 6263

* Datos de P1E2 del ejemplo 3 para comparacion.
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La proporcion calculada de mRNA de rhFll: EI mRNA de GGCX fue aproximadamente 30:1 para el clon
H3B10, aproximadamente 50:1 para el clon B2F4 y aproximadamente 250:1 para el clon P1E2.

Ejemplo 6

Produccién de factor IX de coagulacién humano (FIX)

El cDNA del factor IX de coagulacién humano se amplifico a partir del cDNA de higado del reservorio de
gen humano comprado de Invitrogen. Los cebadores de oligonucleétidos fueron para:

el extremo 5'; F9f.ampl.: 5'-CACCATGCAGCGCGTGAACATGAT-3' (SEQ ID NO: 16),
y el extremo 3'; F9r.ampl.: 5'- CCTTGGAAATCCATCTTTCATTA -3' (SEQ ID NO: 17).

La clonacion de la secuencia correcta fue confirmada por la secuenciacion del DNA. El fragmento de FIX
humano fue amplificado por PCR usando la polimerasa Pfx (Invitrogen) y los cebadores de clonacién para producir
un fragmento del extremo romo. El fragmento del extremo romo se fosforilé usando T4 polinucledtido cinasa, y se
cloné en los vectores de pCDNA-GGCX EcoRV digeridos y de-fosforilados del Ej. 1 y Ej. 4. De este modo, se
obtuvieron los constructos para la expresién conjunta de analogos de FIX y GGCX humano respecto a los
constructos de expresién conjunta usados para la produccion de protrombina humana (Ej.1 y 4). La clonacién de las
secuencias correctas se confirmd por la secuenciacion del DNA y la expresion transitoria en células COS-7. El
constructo del vector FONopA se puede ver en la Fig. 3a y el constructo del vector F9hglx se muestra en la Fig. 3b.
La diferencia entre los vectores FOINopA y F9hglx es la direccion de transcripcion del gen de GGCX. La secuencia de
nucleétidos de FONopA se muestra en SEQ ID NO: 14 y la secuencia de nucleétidos de F9hglx se muestra en SEQ
ID NO: 15

Establecimiento de lineas celulares productoras de rhFIX

Los constructos de rhFIX se transfectaron en células CHO-S usando el procedimiento descrito en el Ej. 1.
Para cada constructo de FIX se rastrearon aproximadamente 3000 clones para la expresion de rhFIX por ELISA de
sobrenadantes de células. Los anticuerpos usados fueron de Haemathology Technology Inc. y DakoCytomation. Los
clones se seleccionaron y se adaptaron para hacerlos crecer en medio de CHO quimicamente definido sin proteina.
Las células se cultivaron tanto en matraces en T a 37 °C como en botellas de centrifugacién a 32-37 °C. La
concentracion de CO; fue 5% para ambos tipos de cultivos. El rhFIX producido se purificd hasta homogeneidad por
cromatografia de intercambio anidnico de Q-Sepharose a pH 7,0. La actividad de hFIX recombinante se determind
por ensayo de coagulacion usando plasma deficiente de FIX (Precision Biologic). El clon de rhFIX de mejor
produccién obtenido fue N4D5, que se obtuvo usando el constructo de FONopA, produjo hasta 4 pug/ml de rhFIX
activo cultivado en medio quimicamente definido sin proteina en matraz T. El crecimiento en la botella de
centrifugacion del mismo clon produjo hasta 7,1 pg/ml de rhFIX. La productividad global, incluyendo también el rhFIX
carboxilado incompletamente, no activo, se estimé por transferencia Western que era al menos 30 pg/ml. El clon de
mejor producciéon obtenido con el constructo de rhFIX F9hglx fue P1G9 que produjo 0,7 (matraz T) - 1,3 (de
centrifugacién) pg/ml rhFIX bajo condiciones similares. Los resultados indican que la productividad de rhFIX mejor6
por la expresion conjunta de GGCX a un bajo nivel usando el constructo de FONopA, pero que la expresion conjunta
de GGCX usando el constructo F9hglx, fue menos beneficiosa. También se observd que el constructo de FONopA,
que aumentaba el clon de N4D5, generalmente dio sefiales de ELISA mayores que el constructo de F9hglx, que
aumentaba el clon de P1G9, en rastreos simultaneos segun la productividad durante el procedimiento de desarrollo
de la linea celular.

La productividad de la linea celular de N4D5 es aproximadamente 4-6 mejor que los niveles previamente
publicados obtenidos bajo condiciones comparables, en los que IC4, IGB, r-FIX BHK y r-FIX 293 son el nombre de
los clones mencionados en las referencias (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de la productividad a partir de lineas celulares productoras de FIX humano.

Linea Cantidad de rhFIX activo producido Productividad Referencia
celular/constructo i total
Matraz T Centrifugado
(Hg/ml)
(Hg/ml) (Hg/ml)
N4D5/FONopA 4 7,1 >30 Ejemplo 6

CHO, bajo expr.
conjunta de GGXC

P1G9/F9hglx 0,7 1,3 Nd Ejemplo 6

CHO, medio expr.
conjunta de GGCX
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IC4 0,9 nd 30 Rehemtulla 1993.

CHO, HA (control)

expr. conjunta

IC4 1 nd 29 Rehemtulla 1993.

CHO. Alta expr.

conjunta de GGCX

IC4 0,9 nd 20 Documento de
EE.UU. Ne.
5.460.950

1G8 1,5 nd 43 Kaufman, RJ et al
1986 JBC

CHO 261:9622-9628

r-FIX BHK 0,004/24h nd 0,004/24h Hallgren 2002

r-FIX 293 0,004/24h nd 0,004/24h Hallgren 2002

Ejemplo 7

Andlisis de RT-PCR a Tiempo Real de la expresion de y-Carboxilasa y Factor IX en lineas celulares de CHO-S

midiendo la cantidad de mRNA

Se cultivaron clones productores de hFIX recombinantes en botellas de centrifugacion a 32-37 °C, en 100
ml de medio quimicamente definido sin proteina suplementado con Vitamina K. Las muestras de 5-10 ml se
recogieron a la concentracién maxima de rhFIX y se analizaron segun el contenido de transcritos de FIX humano y
GGCX, asi como transcritos del gen de control de GAPDH (interno). El procedimiento fue como en el ejemplo 3. Los
cebadores para rhFIX fueron como sigue:

Longitud de amplicén 84 bp

Se encontraron niveles de RNA Mensajero maximos en diferentes dias dependiendo de la temperatura del
cultivo y del tamafio del indculo del cultivo. Los niveles médximos de mRNA se encontraron que correspondian bien
con la concentracion méaxima de rhFIX en el medio de cultivo.

Cebadores del Factor IX Humano

5' AATAGTGCTGATAACAAGGTGGTTTG 3'
5'CACTGCTGGTTCACAGGACTTCT 3'
5' TCCTGTACTGAGGGATATCGACTTGCAGAAAAC 3

Cebador directo (SEQ ID NO: 18)

Cebador inverso (SEQ ID NO: 19)
Sonda (SEQ ID NO: 20)

Tabla 6. Resultados del analisis RT-PCR a Tiempo Real de clones productores de rhFIX.

Lote de la linea|Dia de cultivo 2/-delta Ct FIX 2"-delta Ct GGCX proporcion de
celular MRNA FIX:GGCX
N4D5-100 11 0,255253 0,005461 47:1

N4D5-2 14 0,264866 0,006201 43:1

P1G9-A 6 0,022982 0,005601 4:1

P1G9-B 8 0,04181 0,007687 5:1

A partir de los andlisis RT-PCR a Tiempo Real, los inventores también encontraron que, aunque los valores
de 2"-delta Ct variaban con el tiempo de cultivo y la condiciones, las proporciones de mRNA de FIX:GGCX fueron
aproximadamente iguales para cada clon. Para el clon que mejor producia rhFIX N4D5 la proporcién fue
aproximadamente 45:1. El andlisis de otro clon, P1G9, dio una proporcién menor de aproximadamente 4,5:1. El clon
P1G9 produjo solo 20% de la cantidad rhFIX producida por N4D5.
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Listado de Secuencias:

SEQ ID NO: 1

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTGAT
GCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTG
CGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATC
TGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGA
CATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCAT
ATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAC
GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGAC
TTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCA
AGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCT
GGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTAT
TAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAG
CGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTT
TTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGC
AAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAAC
TAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCC
AAGCTGGCTAGTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATT
GCCCTTATTCCTCAGTGACCCAGGAGCTGACACACTATGGCGCACGTCCGAGGCTTGC
AGCTGCCTGGCTGCCTGGCCCTGGCTGCCCTGTGTAGCCTTGTGCACAGCCAGCATGT
GTTCCTGGCTCCTCAGCAAGCACGGTCGCTGCTCCAGCGGGTCCGGCGAGCCAACAC
CTTCTTGGAGGAGGTGCGCAAGGGCAACCTGGAGCCGAGAGTGCGTGGAGGAGACGTG
CAGCTACGAGGAGGCCTTCGAGGCTCTGGAGTCCTCCACGGCTACGGATGTGTTCTGG
GCCAAGTACACAGCTTGTGAGACAGCGAGGACGCCTCGAGATAAGCTTGCTGCATGTC
TGGAAGGTAACTGTGCTGAGGGTCTGGGTACGAACTACCGAGGGCATGTGAACATCAC
CCGGTCAGGCATTGAGTGCCAGCTATGGAGGAGTCGCTACCCACATAAGCCTGAAATC
AACTCCACTACCCATCCTGGGGCCGACCTACAGGAGAATTTCTGCCGCAACCCCGACA
GCAGCACCACGGGACCCTGGTGCTACACTACAGACCCCACCGTGAGGAGGCAGGAAT
GCAGCATCCCTGTCTGTGGCCAGGATCAAGTCACTGTAGCGATGACTCCACGCTCCGA
AGGCTCCAGTGTGAATCTGTCACCTCCATTGGAGCAGTGTGTCCCTGATCGGGGGCAG
CAGTACCAGGGGCGCCTGGCGGTGACCACACATGGGCTCCCCTGCCTGGCCTGGGCC
AGCGCACAGGCCAAGGCCCTGAGCAAGCACCAGGACTTCAACTCAGCTGTGCAGCTGG
TGGAGAACTTCTGCCGCAACCCAGACGGGGATGAGGAGGGCGTGTGGTGCTATGTGG
CCGGGAAGCCTGGCGACTTTGGGTACTGCGACCTCAACTATTGTGAGGAGGCCGTGGA
GGAGGAGACAGGAGATGGGCTGGATGAGGACTCAGACAGGGCCATCGAAGGGCGTAC
CGCCACCAGTGAGTACCAGACTTTCTTCAATCCGAGGACCTTTGGCTCGGGAGAGGCA
GACTGTGGGCTGCGACCTCTGTTCGAGAAGAAGTCGCTGGAGGACAAAACCGAAAGAG
AGCTCCTGGAATCCTACATCGACGGGCGCATTGTGGAGGGCTCGGATGCAGAGATCGG
CATGTCACCTTGGCAGGTGATGCTTTTCCGGAAGAGTCCCCAGGAGCTGCTGTGTGGG
GCCAGCCTCATCAGTGACCGCTGGGTCCTCACCGCCGCCCACTGCCTCCTGTACCCGC
CCTGGGACAAGAACTTCACCGAGAATGACCTTCTGGTGCGCATTGGCAAGCACTCCCG
CACCAGGTACGAGCGAAACATTGAAAAGATATCCATGTTGGAAAAGATCTACATCCACC
CCAGGTACAACTGGCGGGAGAACCTGGACCGGGACATTGCCCTGATGAAGCTGAAGAA
GCCTGTTGCCTTCAGTGACTACATTCACCCTGTGTGTCTGCCCGACAGGGAGACGGCA
GCCAGCTTGCTCCAGGCTGGATACAAGGGGCGGGTGACAGGCTGGGGCAACCTGAAG
GAGACGTGGACAGCCAACGTTGGTAAGGGGCAGCCCAGTGTCCTGCAGGTGGTGAAC
CTGCCCATTGTGGAGCGGCCGGTCTGCAAGGACTCCACCCGGATCCGCATCACTGACA
ACATGTTCTGTGCTGGTTACAAGCCTGATGAAGGGAAACGAGGGGATGCCTGTGAAGG
TGACAGTGGGGGACCCTTTGTCATGAAGAGCCCCTTTAACAACCGCTGGTATCAAATGG
GCATCGTCTCATGGGGTGAAGGCTGTGACCGGGATGGGAAATATGGCTTCTACACACA
TGTGTTCCGCCTGAAGAAGTGGATACAGAAGGTCATTGATCAGTTTGGAGAGTAGAAGG
GCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTT
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CGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATC
ATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGC
CAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCC
CACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTC
TATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAG
CAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTG
GGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGT
GGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTC
GCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG
GGGCATCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTG
ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTG
ACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAAC
CCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAA
AAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTA
GGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTC
AATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGC
AAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCG
CCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTITTTTATT
TATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCT
TTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGAT
CTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCA
GGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAA
TCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTT
TGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTA
TCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAG
CGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCA
CCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACG
CTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCAC
GTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGG
GCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGA
TCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGC
TTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAG
CGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCT
CGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTG
ACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCA
ACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGA
ATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGT
TCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCA
TCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACT
CATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATC
ATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACG
AGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAA
TTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCT
CGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTC
AAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGA
GCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCC
ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCG
AAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGC
TCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAG
CGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCT
CCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGG
TAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCA
CTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTG
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GTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC
CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGT
AGCGGTGGTTTTTTTGTTITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGA
AGATCCTTTGATCTTTITCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAG
GGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATG
AAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTA
ATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTC
CCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAA
TGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGC
CGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATT
AATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGT
TGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTT
AGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCAT
GGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTICTGT
GACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCT
CTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTC
ATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATC
CAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAG
CGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCG
ACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGG
GTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGG
TTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC //

SEQ ID NO: 2

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGAT
GCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTG
CGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATC
TGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGA
CATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCAT
ATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAAC
GACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGAC
TTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATC
AAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCC
TGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTA
TTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGT
TTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACG
CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAA
CTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACC
CAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTG
TGGTGGAATTGCCCTTATTCCTCAGTGACCCAGGAGCTGACACACTATGGCGCACGTCC
GAGGCTTGCAGCTGCCTGGCTGCCTGGCCCTGGCTGCCCTGTGTAGCCTTGTGCACAG
CCAGCATGTGTTCCTGGCTCCTCAGCAAGCACGGTCGCTGCTCCAGCGGGTCCGGCGA
GCCAACACCTTCTTGGAGGAGGTGCGCAAGGGCAACCTGGAGCGAGAGTGCGTGGAG
GAGACGTGCAGCTACGAGGAGGCCTTCGAGGCTCTGGAGTCCTCCACGGCTACGGAT
GTGTTCTGGGCCAAGTACACAGCTTGTGAGACAGCGAGGACGCCTCGAGATAAGCTTG
CTGCATGTCTGGAAGGTAACTGTGCTGAGGGTCTGGGTACGAACTACCGAGGGCATGT
GAACATCACCCGGTCAGGCATTGAGTGCCAGCTATGGAGGAGTCGCTACCCACATAAG
CCTGAAATCAACTCCACTACCCATCCTGGGGCCGACCTACAGGAGAATTTCTGCCGCAA
CCCCGACAGCAGCACCACGGGACCCTGGTGCTACACTACAGACCCCACCGTGAGGAG
GCAGGAATGCAGCATCCCTGTCTGTGGCCAGGATCAAGTCACTGTAGCGATGACTCCA
CGCTCCGAAGGCTCCAGTGTGAATCTGTCACCTCCATTGGAGCAGTGTGTCCCTGATC
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GGGGGCAGCAGTACCAGGGGCGCCTGGCGGTGACCACACATGGGCTCCCCTGCCTGG
CCTGGGCCAGCGCACAGGCCAAGGCCCTGAGCAAGCACCAGGACTTCAACTCAGCTGT
GCAGCTGGTGGAGAACTTCTGCCGCAACCCAGACGGGGATGAGGAGGGCGTGTGGTG
CTATGTGGCCGGGAAGCCTGGCGACTTTGGGTACTGCGACCTCAACTATTGTGAGGAG
GCCGTGGAGGAGGAGACAGGAGATGGGCTGCGATGAGGACTCAGACAGGGCCATCGAA
GGGCGTACCGCCACCAGTGAGTACCAGACTTTCTTCAATCCGAGGACCTTTGGCTCGG
GAGAGGCAGACTGTGGGCTGCGACCTCTGTTCGAGAAGAAGTCGCTGGAGGACAAAAC
CGAAAGAGAGCTCCTGGAATCCTACATCGACGGGCGCATTGTGGAGGGCTCGGATGCA
GAGATCGGCATGTCACCTTGGCAGGTGATGCTTTTCCGGAAGAGTCCCCAGGAGCTGC
TGTGTGGGGCCAGCCTCATCAGTGACCGCTGGGTCCTCACCGCCGCCCACTGCCTCCT
GTACCCGCCCTGGGACAAGAACTTCACCGAGAATGACCTTCTGGTGCGCATTGGCAAG
CACTCCCGCACCAGGTACGAGCGAAACATTGAAAAGATATCCATGTTGGAAAAGATCTA
CATCCACCCCAGGTACAACTGGCGGGAGAACCTGGACCGGGACATTGCCCTGATGAAG
CTGAAGAAGCCTGTTGCCTTCAGTGACTACATTCACCCTGTGTGTCTGCCCGACAGGGA
GACGGCAGCCAGCTTGCTCCAGGCTGGATACAAGGGGCGGGTGACAGGCTGGGGCAA
CCTGAAGGAGACGTGGACAGCCAACGTTGGTAAGGGGCAGCCCAGTGTCCTGCAGGT
GGTGAACCTGCCCATTGTGGAGCGGCCGGTCTGCAAGGACTCCACCCGGATCCGCATC
ACTGACAACATGTTCTGTGCTGGTTACAAGCCTGATGAAGGGAAACGAGGGGATGCCT
GTGAAGGTGACAGTGGGGGACCCTTTGTCATGAAGAGCCCCTTTAACAACCGCTGGTA
TCAAATGGGCATCGTCTCATGGGGTGAAGGCTGTGACCGGGATGGGAAATATGGCTTC
TACACACATGTGTTCCGCCTGAAGAAGTGGATACAGAAGGTCATTGATCAGTTTGGAGA
GTAGAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGC
CCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTT
TGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTA
ATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTG
GGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGG
GATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGG
TATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGC
AGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTICCCTTC
CTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAG
GGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGCTGTGG
AATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGC
AAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCA
GGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAAC
TCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGA
CTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAA
GTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCTCTGGCTAACTAG
AGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAG
CTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGT
GGAATTGCCCTTTCCGCAGAGCAATGGCGGTGTCTGCCGGGTCCGCGCGGACCTCGC
CCAGCTCAGATAAAGTACAGAAAGACAAGGCTGAACTGATCTCAGGGCCCAGGCAGGA
CAGCCGAATAGGGAAACTCTTGGGTTTTGAGTGGACAGATTTGTCCAGTTGGCGGAGG
CTGGTGACCCTGCTGAATCGACCAACGGACCCTGCAAGCTTAGCTGTCTTTCGTTTTICT
TTTTGGGTTCTTGATGGTGCTAGACATTCCCCAGGAGCGGGGGCTCAGCTCTCTGGAC
CGGAAATACCTTGATGGGCTGGATGTGTGCCGCTTCCCCTTGCTGGATGCCCTACGCC
CACTGCCACTTGACTGGATGTATCTTGTCTACACCATCATGTTTCTGGGGGCACTGGGC
ATGATGCTGGGCCTGTGCTACCGGATAAGCTGTGTGTTATTCCTGCTGCCATACTGGTA
TGTGTTTCTCCTGGACAAGACATCATGGAACAACCACTCCTATCTGTATGGGTTGTTGG
CCTTTCAGCTAACATTCATGGATGCAAACCACTACTGGTCTGTGGACGGTCTGCTGAAT
GCCCATAGGAGGAATGCCCACGTGCCCCTTTGGAACTATGCAGTGCTCCGTGGCCAGA
TCTTCATTGTGTACTTCATTGCGGGTGTGAAAAAGCTGGATGCAGACTGGGTTGAAGGC
TATTCCATGGAATATTTGTCCCGGCACTGGCTCTTCAGTCCCTTCAAACTGCTGTTGTCT
GAGGAGCTGACTAGCCTGCTGGTCGTGCACTGGGGTGGGCTGCTGCTTGACCTCTCAG
CTGGTTTCCTGCTCTTTTTTGATGTCTCAAGATCCATTGGCCTGTTCTTTGTGTCCTACTT
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CCACTGCATGAATTCCCAGCTTTTCAGCATTGGTATGTTCTCCTACGTCATGCTGGCCA
GCAGCCCTCTCTTCTGCTCCCCTGAGTGGCCTCGGAAGCTGGTGTCCTACTGCCCCCG
AAGGTTGCAACAACTGTTGCCCCTCAAGGCAGCCCCTCAGCCCAGTGTTTCCTGTGTGT
ATAAGAGGAGCCGGGGCAAAAGTGGCCAGAAGCCAGGGCTGCGCCATCAGCTGGGAG
CTGCCTTCACCCTGCTCTACCTCCTGGAGCAGCTATTCCTGCCCTATTCTCATTTTCTCA
CCCAGGGCTATAACAACTGGACAAATGGGCTGTATGGCTATTCCTGGGACATGATGGTG
CACTCCCGCTCCCACCAGCACGTGAAGATCACCTACCGTGATGGCCGCACTGGCGAAC
TGGGCTACCTTAACCCTGGGGTATTTACACAGAGTCGGCGATGGAAGGATCATGCAGA
CATGCTGAAGCAATATGCCACTTGCCTGAGCCGCCTGCTTCCCAAGTATAATGTCACTG
AGCCCCAGATCTACTTTGATATTTGGGTCTCCATCAATGACCGCTTCCAGCAGAGGATTT
TTGACCCTCGTGTGGACATCGTGCAGGCCGCTTGGTCACCCTTTCAGCGCACATCCTG
GGTGCAACCACTCTTGATGGACCTGTCTCCCTGGAGGGCCAAGTTACAGGAAATCAAG
AGCAGCCTAGACAACCACACTGAGGTGGTCTTCATTGCAGATTTCCCTGGACTGCACTT
GGAGAATTTTGTGAGTGAAGACCTGGGCAACACTAGCATCCAGCTGCTGCAGGGGGAA
GTGACTGTGGAGCTTGTGGCAGAACAGAAGAACCAGACTCTTCGAGAGGGAGAAAAAA
TGCAGTTGCCTGCTGGTGAGTACCATAAGGTGTATACGACATCACCTAGCCCTTCTTGC
TACATGTACGTCTATGTCAACACTACAGAGCTTGCACTGGAGCAAGACCTGGCATATCT
GCAAGAATTAAAGGAAAAGGTGGAGAATGGAAGTGAAACAGGGCCTCTACCCCCAGAG
CTGCAGCCTCTGTTGGAAGGGGAAGTAAAAGGGGGCCCTGAGCCAACACCTCTGGTTC
AGACCTTTCTTAGACGCCAACAAAGGCTCCAGGAGATTGAACGCCGGCGAAATACTCCT
TTCCATGAGCGATTCTTCCGCTTCTTGTTGCGAAAGCTCTATGTCTTTCGCCGCAGCTTC
CTGATGACTTGTATCTCACTTCGAAATCTGATATTAGGCCGTCCTTCCCTGGAGCAGCT
GGCCCAGGAGGTGACTTATGCAAACTTGAGACCCTTTGAGGCAGTTGGAGAACTGAAT
CCCTCAAACACGGATTCTTCACATTCTAATCCTCCTGAGTCAAATCCTGATCCTGTCCAC
TCAGAGTTCTGAAGGGGGCCAGATGTTGGAAGGGCAATTCGAGTCTAGAGGGCCCGCC
CTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTT
GTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGAT
TTITGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAA
TTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGG
CAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAG
GCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTC
CCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGC
CCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAG
CTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCC
GGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCA
TGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATT
CGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTG
TCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTITGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATG
AACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCG
CAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGT
GCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATG
GCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACC
AAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCA
GGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCT
CAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTT
GCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTITCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTG
GGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGC
TTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTC
GCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTT
CGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCC
GCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCC
TCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCT
TATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCAC
TGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTC
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GACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTA
TCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTG
CCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCG
GGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTT
TGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCG
GCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCA
GGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTA
AAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAA
AAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCG
TTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA
CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGT
ATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGT
TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGAC
ACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGT
AGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACA
GTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTC
TTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTTTITTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTA
CGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCT
CAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC
ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAAC
TTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATT
TCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCT
TACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGA
TTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACT
TTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCC
AGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGT
CGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCC
CCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAA
GTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCAT
GCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATA
GTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCA
CATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCA
AGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATC
TTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATG
CCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTC
AATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTAT
TTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACG
TC/

SEQ ID NO: 13

Secuencia PP6

//gacggatcgggagatctcccgatceectatggtgcactctcagtacaatetgetctgatgecgeatagttaagccagtatctgete
cctgcettgtgtgtiggaggtcgcetgagtagtgcgcgagcaaaatttaagctacaacaaggcaaggcettgaccgacaattgeatga
agaatctgcttagggttaggegttttgegetgeticgcgatgtacgggecagatatacgegttgacattgattatigactagttattaata
gtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagticcgegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgaccg
cccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggt
ggagtatttacggtaaactgcecacttggcagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgeccectattgacgtcaatgacggtaa
atggccegectggeattatgcccagtacatgaccttatgggactitcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgetattaccat
ggtgatgeggttttggcagtacatcaatgggcegtggatageggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaat
gggagtttgttitggcaccaaaatcaacgggactticcaaaatgtcgtaacaactccgcecccattgacgcaaatgggeggtagge
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gtgtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggetaactagagaacccactgcttactggcettatcgaaattaatacgactc
actatagggagacccaagctggctagcgtttaaacttaagettggtaccgagetecggatccactagtccagtgtggtggaattgec
cttattcctcagtgacccaggagctgacacactatggegcacgtccgaggcettgcagetgectggetgectggecctggetgecect
gtgtagccettgtgcacagecagcatgtgttcctggctectcagcaageacggtcgetgetccagegggatccggegagecaacace
ttcttggaggaggtgcgcaagggcaacctggagcgagagtgegtggaggagacgtgcagctacgaggaggcectticgaggcte
tggagtcctccacggctacggatgtgttctgggecaagtacacagcettgtgagacagecgaggacgcectcgagataagettgetge
atgtctggaaggtaactgtgctgagggtctgggtacgaactaccgagggcatgtgaacatcacccggtcaggcattgagtgeca
gctatggaggagtcgctacccacataagcectgaaatcaactccactacccatectggggecgacctacaggagaatttetgecg
caaccccgacagcagcaccacgggaccctggtgctacactacagaccecaccgtgaggaggcaggaatgcagceateccetigt
ctgtggccaggatcaagtcactgtagcgatgactccacgctccgaaggctccagtgtgaatctgtcacctccattggageagtatgt
ccctgatcgggggcagceagtaccaggggcgcectggeggtgaccacacatgggctccectgectggectgggccagegecacag
gccaaggccctgagcaagcaccaggacttcaactcagcetgtgcagetggtggagaacttctgeccgcaacccagacggggatg
aggagggcgtgtggtgctatgtggccgggaagectggegactttgggtactgecgacctcaactattgtgaggaggeegtggagg
aggagacaggagatgggctggatgaggactcagacagggccatcgaagggcgtaccgccaccagtgagtaccagactttctt
caatccgaggacctttggctcgggagaggeagactgtgggcetgegacctetgttcgagaagaagtcgctggaggacaaaacceg
aaagagagctcctggaatcctacatcgacgggcgcattgtggagggctcggatgcagagatcggeatgtcaccttggcaggtga
tgcttttccggaagagtccccaggagctgctgtgtggggccagcctcatcagtgéccgctgggtcctcaccgccgcccactgcctc
ctgtacccgecctgggacaagaacttcaccgagaatgacctictggtgcgeattggcaagcactcccgcaccaggtacgageg
aaacattgaaaagatatccatgttggaaaagatctacatccaccccaggtacaactggcgggagaacctggaccgggacattg
ccctgatgaagctgaagaagcectgttgecttcagtgactacattcaccetgtgtgtetgeccgacagggagacggcagecagettg
ctccaggcetggatacaaggggegggtgacaggetggggeaacctgaaggagacgtggacagecaacgtiggtaaggggea
gcccagtgtcctgcaggtggtgaacctgeccattgtggageggecggtetgcaaggactccacccggatcecgcatcactgacaa
catgttctgtgctggttacaagectgatgaagggaaacgaggggatgcctgtgaaggtgacagtgggggaccctttgtcatgaag
agcccctttaacaaccgctggtatcaaatgggceatcgtctcatggggtgaaggcetgtgaccgggatgggaaatatggcttctacac
acatgtgttccgectgaagaagtggatacagaaggtcattgatcagtttggagagtagaagggcaattctgcagatatccageac
agtggcggecgceteggttcctagagggeccgtitaaaccegetgatcagectcgactgtgccttctagttgccagecatctgtigtitg
cceeteccecgtgecticettgaceetggaaggtgecacteccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgeategeattgtetga
gtaggtgtcattctattctgggggatagggtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatagcaggceatgcetggg
gatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaagaaccagctggggctclaggggglatccccacgcgccctgtagcggcgc
attaagcgcggegggtgtggtggtiacgegeagegtgaccgcetacacttgccagegecctagegeccgcetectttegetttcttecct
tectitctegecacgttcgeecggctttceceegtcaagcetctaaatcgggggctecctitagggticegatttagtgetttacggeaccteg
accccaaaaaacttgattagggtgatggttcacatcgatgceaatttcctcattttattaggaaaggacagtgggagtggceaccttee
agggtcaaggaaggcacgggggaggggcaaacaacagatggctggcaactagaaggcacagtcgaggcetgatcagcggg
tttaaacgggccctctagactcgaattgecctticcaacatetggeccecticagaactctgagtggacaggatcaggatitgactca
ggaggattagaatgtgaagaatccgtgtitgagggattcagttctccaactgcctcaaagggtetcaagtttgeataagtcacctect
gggccagcetgctccagggaaggacggcctaatatcagatitcgaagtgagatacaagtcatcaggaagcetgcggcgaaagac
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atagagctttcgcaacaagaagcggaagaatcgctcatggaaaggagtatticgeccggegttcaatctcetggagectttgtigge
gtctaagaaaggtctgaaccagaggtgttggctcagggeccccttitacttccecttccaacagaggetgcagetctgggggtaga
ggccctgtttcacttccatictccaccttttcctttaattcttgcagatatgecaggtettgetccagtgcaagctcetgtagtgttgacatag

acgtacatgtagcaagaagggctaggtgatgtcgtatacaccttatggtactcaccagcaggcaactgcatttitictcectctegaa
gagtctggticttctgtictgccacaagctccacagtcacticcceectgecagcagetggatgetagtgttgeccaggtcttcactcaca

aaattctccaagtgcagtccagggaaatctgcaatgaagaccacctcagtgtggttgtctaggetgctetigatttectgtaacttgge
cctccagggagacaggtccatcaagagtggtigcacccaggatgtgegetgaaagggtgaccaageggcectgcacgatgtec

acacgagggtcaaaaatcctctgctggaagceggtcattgatggagacccaaatatcaaagtagatctggggcetcagtgacattat
acttgggaagcaggcggctcaggcaagtggcatattgcttcagcatgtctgcatgatccttccatcgecgactcetgtgtaaatacce
cagggttaaggtagcccagticgccagtgcggecatcacggtaggtgatcttcacgtgetggtgggagecgggagtgcaccatcat
gtcccaggaatagccatacagceccatttgtccagttgttatagecctgggtgagaaaatgagaatagggecaggaatagctgctec
aggaggtagagcagggtgaaggcagctcccagetgatggegeageccetggcettetggecacttttgcececggcetectcttataca

cacaggaaacactgggctgaggggctgccttgaggggcaacagttgttgcaaccttcgggggcagtaggacaccagcttccga
ggccactcaggggagcagaagagagggctgctggccagcatgacgtaggagaacataccaatgctgaaaagetgggaatte
atgcagtggaagtaggacacaaagaacaggccaatggatcttgagacatcaaaaaagagcaggéaaccagctg agaggtc
aagcagcagcccaccccagtgcacgaccagceaggcetagtcagetectcagacaacagcagttigaagggactgaagagceca
gtgccgggacaaataticcatggaatagccttcaacccagtctgcatccagctttttcacacccgcaatgaagtacacaatgaaga
tctggccacggagcactgcatagticcaaaggggcacgtgggcattectectatgggeattcagcagaccgtccacagaccagt

agtggtttgcatccatgaatgttagctgaaaggecaacaacccatacagataggagtggtigttccatgatgtettgtccaggagaa
acacataccagtatggcagcaggaataacacacagcttatccggtagcacaggcccagcatcatgcccagtgeccccagaaa
catgatggtgtagacaagatacatccagtcaagtggcagtgggcgtagggcatccagcaaggggaagecggcacacatccage
ccatcaaggtatttccggtccagagagctgagecccegcetectggggaatgtctagcaccatcaagaacccaaaaagaaaacg
aaagacagctaagcttgcagggtccgttggtcgattcagcagggtcaccagcectccgeccaactggacaaatctgtccactcaaa

acccaagagtttccctattcggetgtectgectgggecctgagatcagticagecttgtctttetgtactttatctgagetgggegaggte
cgcgcggacccggcagacaccgcecattgctctgcggaaagggcaattccaccacactggactagtggatccgagctcggtace
aagcttaagtttaaacgctagccagcettgggteteecctatagtgagtegtattaatitcgataagecagtaagcagtgggttctctagtt
agccagagagcttittgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcectcctcactacttctggaatagctcagaggeccgaggeggect
cggcctetgcataaataaaaaaaattagtcagecatggggcggagaatgggeggaactgageggagttagaggegggatgg

geggagttaggggegggactatggttgetgactaatigagatgceatgetitgecatacttetgectgetggggagectggggacttice
acaccctaactgacacacattccacagccggatcgatgtgggccatcgeccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtece
acgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttitgatttataagggattttgecgattt
cggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagt
ccecaggcetecccageaggcagaagtatgcaaageatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtceccaggetee
ccagcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtecccgeccctaactecegeccatccegecccta
actccgeccagttccgeccatictcegecccatggetgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecgectetgectetgageta
ttccagaagtagtgaggaggctitittggaggcectaggetittgcaaaaagetcccgggagcettgtatatccattitcggatctgatca
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agagacaggatgaggatcgtttcgcatgattgaacaagatggattgcacgcaggtictccggecgcettggotggagaggcetattc
ggctatgactgggcacaacagacaatcggcetgcetctgatgcegecgtgticcggcetgtcagegecaggggegeccggttettittgte
aagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaggacgaggcagegeggcetategtggetggecacgacgggegttecttg
cgcagctgtgctcgacgttgtcactgaagegggaagggactggctgetattgggegaagtgecggggeaggatctectgteatet
caccttgctcctgccgagaaagtatccatcatggcetgatgcaatgcggeggcetgcatacgcettgatccggcetacctgeccattegac
caccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaageeggtettgtcgatcaggatgatctggacgaagage
atcaggggctcgecgccagecgaactgttcgccaggcetcaaggegegeatgeccgacggcgaggatctegtegtgaccecatgge
gatgcctgcttgccgaatatcatggtggaaaatggccgctitictggattcatcgactgtggeceggetgggtgtggeggacegctate
aggacatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggcetgaccgcticetegtgetttacggtatcgeeg
cteccgattcgcagegceategecttctatcgecttettgacgagttcttctgagegggactctggggttcgaaatgaccgaccaage
gacgcccaacctgccatcacgagatttcgaticcaccgecgectictatgaaaggtigggcettcggaatcgttttccgggacgeceg
gctggatgatcctccagegeggggatctcatgetggagttcttcgeccaccecaacttgtitattgcagcttataatggttacaaataa
agcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcattttiticactgcattctagttgtggttigtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtc
tgtataccgtcgacctctagctagagcttggcgtaatcatggtcatagetgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacac
aacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegcetcactge
ccgctttccagtcgggaaacctgtegtgeccagcetgcattaatgaatcggeccaacgecgcggggagaggeggtitgegtattgggeg
ctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatéag ctcactcaaaggcggtaatacg
gttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaag
gcegegttgetggegttittccataggceteccgecceecctgacgageatcacaaaaatcgacgcetcaagtcagaggtggegaaac
ccgacaggactataaagataccaggcgtttcccecctggaagetecctegtgegetctectgttccgacccetgecgcettaccggatac
ctgtecgectttctececttcgggaagegtggcegctttctcatagetcacgcetgtaggtatctcagticggtgtaggtegticgetccaage
tgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagececgaccgetgegecttatceggtaactategtettgagtccaacceggtaagacac
gacttatcgccactggcagcagcecactggtaacaggattagcagagecgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggt
ggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegetctgctgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagcet
cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtittittgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaaga
agatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaagg
atcttcacctagatcctittaaattaaaaatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgett
aatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactceccgtegtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggecccagtgetgcaatgataccgcgagacccacgcetcaccggetccagatitatcagcaataaaccage
cagccggaagggcecgagcegcagaagtggtectgecaactttatcecgecteecatecagtotattaattgttgeccgggaagcetagagt
aagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgetacaggeategtggtgtcacgetegtegtitggtatggceticattc
agctccggttcccaacgatcaaggcegagttacatgatcceccatgttgtgcaaaaaageggttagetecttcggtectccgategtt
gtcagaagtaagttggccgeagtgttatcactcatggttatggcagceactgcataattctettactgtcatgecatcecgtaagatgctttt
ctgtgactggtgagtactcaaccaagtcaﬁctgagaatégtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggata
ataccgcgccacatagcagaacittaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttacegetg
ttgagatccagttcgatgtaacccactegtgcacccaactgatcttcagceatcettttactttcaccagegtttcigggtgagcaaaaac
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aggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttccittitcaatattattgaa

gcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegceacatttcce
cgaaaagtgccacctgacgtc/

SEQ ID NO: 14
Secuencia F9NopaA

gacggatcgggagatctcccgatcecctatggtgcactctcagtacaatetgcetctgatgcegeatagttaagccagtatetgceice
ctgcttgtgtgttggaggtcgetgagtagtgcgecgagcaaaatitaagctacaacaaggcaaggettgaccgacaattgcatgaa
gaatctgcttagggttaggcgttttgcgcetgceticgecgatgtacgggecagatatacgegtigacattgattattgactagttattaatag
taatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgacege
ccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgticccatagtaacgeccaatagggactttccattgacgtcaatggatg
gagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgceecctattgacgtcaatgacggtaaa
tggcccgectggeattatgecccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatecgetattaceatg

gtgatgeggttttggcagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacggggatttccaagtctccaccecatigacgtcaatg
ggagttigttttggcaccaaaatcaacgggactticcaaaatgtcgtaacaactccgccccatigacgcaaatgggeggtaggegt
gtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggettatcgaaattaatacgactcac
tatagggagacccaagctggctagcgtitaaacttaagcttggtaccgagcetecggatccactagtccagtgtggtggaattgeccett
attcctcagtgacccaggagctgacacacttagaagggcaattetgcagatcaccatgcagcgegtgaacatgatecatggcaga
atcaccaggcctcatcaccatctgccttttaggatatctactcagtgctgaatgtacagtttitcttgatcatgaaaacgccaacaaaa
tictgaatcggccaaagaggtataaticaggtaaattggaagagtitgticaagggaacctigagagagaatgtatggaagaaaa
gtgtagttttgaagaagcacgagaagtttitgaaaacactgaaagaacaactgaatittggaagcagtatgttgatggagatcagt

gtgagtccaatccatgtttaaatggecggceagttgcaaggatgacattaattcctatgaatgtiggtgtecctttggatttgaaggaaag
aactgtgaattagatgtaacatgtaacattaagaatggcagatgcgagcagttttgtaaaaatagtgctgataacaaggtgatttgct
cctgtactgagggatatcgacttgcagaaaaccagaagtcctgtgaaccagcagtgcecatttccatgtggaagagtttctgtttcac

aaacttctaagctcacccgtgctgagactgtttttcctgatgtggactatgtaaattctactgaagctgaaaccattttggataacatca

ctcaaagcacccaatcatttaatgacttcactcgggttgttggtggagaagatgccaaaccaggtcaattcccttiggcaggttgttttg
aatggtaaagttgatgcattctgtggaggctctatcgttaatgaaaaatggattgtaactgetgcccactgtgttgaaactggtgttaa

aattacagttgtcgcaggtgaacataatattgaggagacagaacatacagagcaaaagcgaaatgtgattcgaattattcctcac

cacaactacaatgcagctattaataagtacaaccatgacattgcccttctggaactggacgaacccttagtgctaaacagctacgt
tacacctatttgcattgctgacaaggaatacacgaacatcttcctcaaatttggatctggctatgtaagtggcetggggaagggtetice
acaaagggagatcagctttagttcticagtaccttagagttccacttgttigaccgagccacatgtcttcgatctacaaagttcaccate
tataacaacatgttctgtgctggcttccatgaaggaggtagagattcatgtcaaggagatagtgggggaccccatgttactgaagtg
gaagggaccagtticttaactggaattattagctggggtgaagagtgtgcaatgaaaggcaaatatggaatatataccaaggtatc
ccggtatgtcaactggattaaggaaaaaacaaagctcacttaatgaaagatggatttccaaggatccagcacagtggeggeeg

ctcgagtctagagggeccgtttaaaccegetgatcagectegactgtgecttctagttgccagecatcetgtigtttgececteeceegt

gccttectigaccctggaaggtgecactcecactgtcctitcctaataaaatgaggaaattgcategeattgtetgagtaggtgtcatte
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tattctggggggtggagtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatagcaggeatgetggggatgeggtagg
ctctatggcttctgaggeggaaagaaccagetggggetctagggggtatccccacgegecctgtageggegceattaagegegge
gggtgtgatggttacgcgcagegtgaccgctacactigecagegecctagegeccgcetectttegetttctteccttectttctegecac
gttcgecggctttccccgtcaagetctaaatcgggggcetecctttagggttcegatttagtgetttacggeaccttcgaccccaaaaa
acttgattagggctgtggaatgtgtgtcagttaggatgtggaaagtccccaggetccccagcaggcagaagtatgcaaageatge
atctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtccccaggcetccccagecaggcagaagtatgcaaageatgcatctcaattagt
cagcaaccatagtcccgcccctaactccgeccatceegeccctaactccgeccagttcegecceattetcegecceatggetgacta
attttttttatttatgcagaggccgaggccgcecteggcectctgagetattccagaagtagtgaggaggctttittggaggectaggetttt
gcaaaaagctctctggctaactagagaacccactgcttactggcettatcgaaattaatacgacticactatagggagacccaagcet
ggctagegtttaaacttaagettggtaccgagetcggatecactagtccagtgtggtggaattgecctttccgcagagcaatggeag
tgtctgecgggtecgegeggacctegeccageticagataaagtacagaaagacaaggcetgaactgatctcagggeccaggea
ggacagccgaatagggaaactcttgggttitgagtggacagatttgtccagttggcggaggcetggtgacccetgetgaatcgacca
acggaccctgcaagcttagctgictitcgtttictitttgggttcttgatggtgctagacattccccaggagegggggetcagcetetetgg
accggaaataccttgatgggctggatgtgtgccgcttccecttgetggatgecctacgeccactgecacttgactggatgtatettgte
tacaccatcatgtttctgggggcactgggcatgatgctgggectgtgctaccggataagetgtgtgttattcetgetgecatactggtat
gtgtttctcctggacaagacatcatggaacaaccactcctatctgtatgggtigttggectticagcetaacattcatggatgcaaacca
ctactggtctgtggacggtctgctgaatgcccataggaggaatgcccacgtgeccctttggaactatgcagtgetcecgtggecagat
cticattgtgtacttcattgcgggtgtgaaaaagctggatgcagactgggtigaaggctaticcatggaatatttgtcccggeactgge
tettcagteccettcaaactgetgttgtctgaggagetgactagectgetggtegtgeactggggtggactgetgettgacctetcagcetg
gtttcctgctcttttitgatgtctcaagatccattggcectgtictitgtgtectacticcactgeatgaattcceagcttitcageattggtatgtt
ctecctacgtcatgetggecagceagcecctctcttetgeteccectgagtggectcggaagcetggtgtectactgececcccgaaggtigcaa
caactgttgcccctcaaggcagceccctcageccagtgtttcetgtgtgtataagaggagecggggcaaaagtggccagaagceca
gggctgcgccatcagetgggagetgecttcacectgetetacctectggageagctatteetgecctattcteattttctcacccaggg
ctataacaactggacaaatgggctgtatggctattcctgggacatgatggtgcactceegeteccaccagcacgtgaagatcacct
accgtgatggccgcactggcgaactgggctaccttaaccctggggtatttacacagagtcggegatggaaggatcatgcagaca
tgctgaagcaatatgccacttgectgageegectgettcccaagtataatgtcactgagccccagatctactttgatatttgggtctee
atcaatgaccgcttccagcagaggatitttgaccctegtgtggacatcgtgcaggecgcttggtcaccctttcagcgcacatcetgg
gtgcaaccactcttgatggacctgtctcectggagggcecaagttacaggaaatcaagagcagectagacaaccacactgaggt
ggtcttcattgcagatttccctggactgcacttggagaattttgtgagtgaagacctgggcaacactagcatccagcetgctgcaggg
ggaagtgactgtggagcttgtggcagaacagaagaaccagactcticgagagggagaaaaaatgcagttgectgctggtgagt
accataaggtgtatacgacatcacctagceccttetigctacatgtacgtctatgtcaacactacagagcttgcactggagcaagacc
tggcatatctgcaagaattaaaggaaaaggtggagaatggaagtgaaacagggcectctacccccagagcetgcagectctgttg
gaaggggaagtaaaagggggccctgagccaacacctetggticagacctttcitagacgccaacaaaggctccaggagattga
acgccggcgaaatactcctttccatgagegattcticegettettgttgcgaaagetetatgtetticgeccgeagctticetgatgacttgt
atctcacttcgaaatctgatattaggccgtecticectggagcagetggeccaggaggtgacttatgcaaacttgagaccctttgag
gcagttggagaactgaatccctcaaacacggattcttcacattctaatcctcctgagtcaaatectgatectgtccactcagagtictg
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aagggggccagatgttggaagggcaattcgagtctagagggceccgecctgatagacggtttttcgccctttgacgtiggagtecac
gttcmaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgamataagggattttgccgatttcg
gectattggttaaaaaatgagcetgatttaacaaaaatttaacgegaattaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtce
ccaggctccccagcaggcagaagtatgcaaageatgceatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtcceccaggcetecee
agcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgecectaactccgeccatcecgeccctaac
tcegeccagticegeccattctccgecccatggetgactaattttitttatttatgcagaggecgaggcecgcectetgectetgagetatte
cagaagtagtgaggaggcttttitggaggcctaggctttigcaaaaagctcccgggagcttgtatatccattttcggatctgatcaag
agacaggatgaggatcgtttcgcatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggecgettgggtggagaggctattcgg
ctatgactgggcacaacagacaatcggctgctetgatgecgeegtgttccggetgtcagegcaggggegeccggticttitigtcaa
gaccgacctgtcecggtgecctgaatgaactgcaggacgaggeagegeggcetategtggetggecacgacgggcegttecttgeg
cagctgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggcetgctattgggegaagtgeccggggeaggatetectgteatetca
ccttgctectgecgagaaagtatecatcatggetgatgcaatgeggeggcetgcatacgettgatceggetaccetgeccattcgacea
ccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagcecggtettgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatc
aggggctcgegccagecgaactgttcgccaggcetcaaggegegeatgeccgacggegaggatetegtegtgacecatggega
tgcctgcettgccgaatatcatggtggaaaatggecegcttttctggattcatcgactgtggecggetgggtgtggcggaccegcetatcag
gacatagcgttggctacccgtgatatigctgaagagettggcggegaatgggetgaccgceticetegtgetttacggtatcgecgcete
ccgattcgcagegcatcgecttctatcgecttettgacgagticttctgagegggactetggggttcgaaatgaccgaccaagegac
gcccaacctgecatcacgagatttcgattccaccgecgectictatgaaaggttgggettcggaategttttccgggacgecggctg
gatgatcctccagcgeggggatcetcatgetggagttettcgcccaccccaactigtttattgcagcttataatggttacaaataaage
aatagcatcacaaatttcacaaataaagcattitittcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetgt
ataccgtcgacctctagctagagettggegtaatcatggtcatagetgtttcctgtgtgaaattgttatcegetcacaattccacacaac
atacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaatigegtigegetcactgeecg
ctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagcetgcattaatgaatcggeccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegcetet
tcecgettcctegetcactgactegetgegeteggtegticggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggtta
tccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggec
gcgttgetggegtttttccataggetccgeccecctgacgageatcacaaaaatcgacgcetcaagtcagaggtggegaaaceeg
acaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagcteectegtgegcetetectgttccgacectgecgcettaccggatacctg
tcegcectttcteecticgggaagcegtggegctttctcatagetcacgetgtaggtatctcagtteggtgtaggtegticgetccaagetg
ggctgtgtgcacgaacccccegttcagecccgaccgctgegecttatccggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacg
acttatcgccactggcagcagcecactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggecggtgctacagagttctigaagtggtg
gcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegetetgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagcete
ttgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggttttttigtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaa
gatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggat
cttcacctagatectittaaattaaaaatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtetgacagttaccaatgetta
atcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatitcgttcatccatagttgectgactececgtegtgtagataactacgatacggga
gggcttaccatctggccccagtgetgcaatgataccgcgagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagec
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agccggaagggcecgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagetagagta

agtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccatigctacaggcategtggtgtcacgetegtegtitggtatggettcattca

gctccggticccaacgatcaaggegagttacatgatcecccatgtigtgcaaaaaageggttagcetccttcggtectcegategttgt
cagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctettactgtcatgccatcegtaagatgcttttct
gtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtalgcggcgaccg agttgctcttgcccggegtcaatacgggataat
accgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgticttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgtt

gagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatctittactitcaccagcegtttctgggtgagcaaaaaca

ggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaag
catttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegcacatttccce

gaaaagtgccacctgacgtc/

SEQ ID NO: 15
F9hglx

gacggatcgggagatctcccgatcccctatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgccgeatagttaagecagtatetgetee

cigettgtgtgttggaggtcgetgagtagtgcgegageaaaatitaagctacaacaaggcaaggcettgaccgacaattgcatgaa
gaatctgcttagggttaggcgtttigegetgcettcgegatgtacgggecagatatacgegttgacattgattattgactagttattaatag
taatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgaccge
ccaacgacccccgceccattgacgtcaataatgacgtatgticccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtg
gagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgecccectattgacgtcaatgacggtaaa
tggcccgectggeattatgcccagtacatgaccttatgggactitcctactiggcagtacatctacgtattagtcatecgcetattaccatg
gtgatgcggtittggcagtacatcaatgggcgtggatageggtttgactcacggggatticcaagtctccacceccatigacgtcaatg
ggagtitgttttggcaccaaaatcaacgggactitccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggceggtaggegt
gtacggtgggaggtctatataagcagagctetctggctaactagagaacccactgettactggcettatcgaaattaatacgactcac
tatagggagacccaagctggctagcgtttaaacttaagcttggtaccgageteggatccactagtccagtgtggtggaattgecett
attcctcagtgacccaggagctgacacacttagaagggcaattetgcagataccatgcagegegtgaacatgatcatggcagaa
tcaccaggcctcatcaccatctgectittaggatatctacticagtgctgaatgtacagtttttcttgatcatgaaaacgccaacaaaatt
ctgaatcggccaaagaggtataattcaggtaaattggaagagtttgticaagggaaccttgagagagaatgtatggaagaaaag
tgtagttttgaagaagcacgagaagttittgaaaacactgaaagaacaactgaattitggaagcagtatgtigatggagatcagtgt
gagtccaatccatgtttaaatggcggcagttgcaaggatgacattaattcctatgaatgttggtgtcectttggatitgaaggaaaga

actgtgaattagatgtaacatgtaacattaagaatggcagatgcgagcagttttgtaaaaatagtgctgataacaaggtggtttgctc
ctgtactgagggatatcgactigcagaaaaccagaagtcctgtgaaccagcagtgccatttccatgtggaagagttictgtttcaca
aacttctaagctcaccegtgetgagactgtttttcctgatgtggactatgtaaattctactgaagctgaaaccattttggataacatcact
caaagcacccaatcatttaatgacttcactcgggttgttggtggagaagatgccaaaccaggtcaattccettggcaggtigttttga
atggtaaagttgatgcattctgtggaggctctatcgttaatgaaaaatggattgtaactgctgcccactgtgttgaaactggtgttaaa

attacagttgtcgcaggtgaacataatattgaggagacagaacatacagagcaaaagcgaaatgtgattcgaattattcctcacc

acaactacaatgcagctattaataagtacaaccatgacattgeccttctggaactggacgaacccttagtgctaaacagctacgtt
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acacctatitgcattgctgacaaggaatacacgaacatcttcctcaaatttggatctggctatgtaagtggetggggaagggtcettce '
acaaagggagatcagctttagttcttcagtaccttagagttccacttgttgaccgagccacatgtcttcgatctacaaagttcaccatce
tataacaacatgttctgtgctggcttccatgaaggaggtagagattcatgtcaaggagatagtgggggaccccatgttactgaagtg
gaagggaccagtttcttaactggaattattagctggggtgaagagtgtgcaatgaaaggcaaatatggaatatataccaaggtatc
ccggtatgtcaactggattaaggaaaaaacaaagctcacttaatgaaagatggatticcaaggatccagcacagtggecggecg
ctcggttcctagagggceccgtitaaacccgcetgatcagectecgactgtgectictagttgccagecatcetgttgttitgceccetcccecgt
gccttecttgaccectggaaggtgecactcccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgcategeattgtctgagtaggtgteatte
tattctggggggtggagtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatagcaggcatgcetggggatgeggtggg
ctctatggctictgaggcggaaagaaccagcetggggctctagggggtatccccacgegecctgtageggegeattaagegegace
gggtgtggtggttacgcgcagcegtgaccgctacacttgeccagcgecctagecgeccgctectitcgctticttcecttectttctegecac
gttegeeggctttcccegtcaagctctaaatcgggggetccectttagggttcegatttagtgetttacggcacctcgaccccaaaaaa
cttgattagggtgatggttcacatcgatgcaatticctcattttattaggaaaggacagtgggagtaggcaccttccagggtcaaggaa
ggcacgggggaggggcaaacaacagatggctggcaactagaaggcacagtcgaggctgatcagcgggtttaaacgggcece
tctagactcgaattgcccttccaacatctggeccecticagaactetgagtggacaggatcaggatttgactcaggaggattagaat
gtgaagaatccgtgtttgagggattcagtictccaactgcctcaaagggtctcaagtttgcataagtcacctecectgggecagetgetce
cagggaaggacggcctaatatcagatttcgaagtgagatacaagtcatcaggaagctgcggcgaaagacatagagctttcgeca
acaagaagcggaagaatcgctcatggaaaggagtatttcgccggegttcaatctectggagcectttgtiggegtctaagaaaggt
ctgaaccagaggtgttggctcagggcccccttttacttccccticcaacagaggcetgcagcetetgggagtagaggcecctgtttcactt
ccattctccaccttitcctttaatictigcagatatgecaggtcettgetccagtgcaagcetctgtagtgttgacatagacgtacatgtageca
agaagggctaggtgatgtcgtatacaccttatggtactcaccagcaggcaactgcattitttctccctetcgaagagtetggttcttetg
ttctgccacaagcteccacagteactteccccctgcagcagetggatgcetagtgttgececaggtetticactcacaaaattctccaagtge
agtccagggaaatctgcaatgaagaccacctcagtgtagttgtctaggetgctcttgatticetgtaactiggeectccagggagac
aggtccatcaagagtggttgcacccaggatgtgecgctgaaagggtgaccaageggectgcacgatgtccacacgagggtcaa
aaatcctctgctggaagcggteattgatggagacccaaatatcaaagtagatctggggctcagtgacattatacttgggaagcag
gcggcetcaggcaagtggceatattgettcagcatgtctgecatgatcctticcatcgecgactctgtgtaaataccccagggttaaggta
gcccagttcgecagtgeggecatcacggtaggtgatcettcacgtgetggtgggagegggagtgcaccatcatgtcccaggaata
gccatacagcccattigtccagttgttatagccctgggtgagaaaatgagaatagggcaggaatagetgectccaggaggtagag
cagggtgaaggcagctcccagctgatggegcagecctggettctggecactttitgeccceggcetectcttatacacacaggaaaca
ctgggctgaggggctgcectigaggggcaacagttgttgcaaccticgggggcagtaggacaccagcticcgaggccactcagg
ggagcagaagagagggctgctggccagcatgacgtaggagaacataccaatgctgaaaagctgggaattcatgcagtggaa
gtaggacacaaagaacaggccaatggatcttgagacatcaaaaaagagcaggaaaccagctgagaggtcaagcagcagc
ccaccccagtgcacgaccagcaggctagtcagcetcctcagacaacageagtitgaagggactgaagagccagtgccgggac
aaatattccatggaatagccttcaacccagtctgcatccagctttttcacacccgcaatgaagtacacaatgaagatctggccacg
gagcactgcatagttccaaaggggcacgtgggcattcctectatgggcattcagcagaccgtccacagaccagtagtggtitgea
tccatgaatgttagctgaaagg ccaacaacccatacagétaggagtggttgttccatgatgtcttgtccaggagaaacacatacca
gtatggcagcaggaataacacacagcttatccggtagcacaggeccagcatcatgcccagtgecccccagaaacatgatggtgt
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agacaagatacatccagtcaagtggcagtgggcgtagggcatccagcaaggggaageggcacacatccagceccatcaaggt
atttccggtccagagagctgageccccgcetcctggggaatgtctagcaccatcaagaacccaaaaagaaaacgaaagacage
taagcttgcagggtccgtiggtcgattcagcagggtcaccagectecgecaactggacaaatctgtccactcaaaacccaagagt
ticcctattcggetgtectgectgggecctgagatcagttcagecttgtetttetgtactttatctgagetgggegaggtcegegeggace
cggcagacaccgccattgctctgcggaaagggcaattccaccacactggactagtggatccgagctcggtaccaagcitaagttt
aaacgctagccagcttgggtctcectatagtgagtegtattaatttcgataagccagtaagecagtgggttetctagttageccagaga
gcttittgcaaaagcectaggcctccaaaaaagcctectcactacttctggaatagetcagaggecgaggeggecteggectetge
ataaataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggeggagttaggggegggatgggcggagttag
gggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgectgetggggagectggggactticcacaccctaac
tgacacacattccacagccggatcgatgtgggcecatcgecctgatagacggtttttcgecectitgacgttggagtccacgttetttaat
agtggactctigttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattctitigatttataagggattttgeccgatttcggectattg
gttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtcceccagget
ccccagceaggcagaagtatgcaaagceatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtecccaggetceccageagg
cagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgeccctaactcecgeccatcccgeccctaactececgece
agttccgeccattctccgecccatggetgactaattttitttatttatgcagaggecgaggecgectcetgectetgagcetatticcagaagt
agtgaggaggcttttttggaggcectaggcttttgcaaaaagctcccgggagcttgtatatccatittcggatctgatcaagagacagg
atgaggatcgtticgcatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggeegetigggtggagaggctatticggcetatgactg
ggcacaacagacaatcggcetgctetgatgcegeegtgttceggetgtcagegecaggggegeccggticttittgtcaagacegac
ctgtccggtgccctgaatgaactgcaggacgaggcagegeggctatcgtggetggecacgacgggcgttecttgegeagetgtg
ctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgetatigggcgaagtgceggggeaggatetectgteatctcaccetigetect
gccgagaaagtatccatcatggetgatgcaatgecggeggetgcatacgetigatccggcetacctgeccattcgaccaccaageg
aaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagecggtettgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggcet
cgcgecagcecgaactgttcgccaggcetcaaggegegeatgcccgacggegaggatetegtegtgacccatggegatgectgett
gccgaatatcatggtggaaaatggecgcettitctggattcatcgactgtggecggetggotgtggeggaccgcetatcaggacatag
cgttggctaccegtgatattgctgaagagcetiggecggegaatgggetgaccgcttectegtgetttacggtatcgecgcetecegattc
gcagcgcatcgccttctatcgecttcttgacgagttettctgagegggactctggggticgaaatgaccgaccaagegacgeccaa
cctgccatcacgagattticgattccaccgecgcectictatgaaaggttgggcettcggaategtittccgggacgecggcetggatgate
ctccagcgcggggatctcatgetggagttcticgecccaccecaacttgtitattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagea
tcacaaatttcacaaataaagcattittitcactgcattctagttigtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctgtatacegte
gacctctagctagagcttggcgtaatcatggtcatagetgtttcctgtgtgaaattgttatccgcetcacaattccacacaacatacgag
ccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegtigcgcetcactgccegctttccagt
cgggaaacctgtcgtgccagcetgcattaatgaatcggccaacgegecggggagaggeggtttgegtattgggegctettecgcettce
tegetecactgactegetgegeteggtegitcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacaga
atcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggcecgegttgctg
gcgtitttccataggctccgeccececctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaacccgacaggact
ataaagataccaggcgtttcccectggaagetecctegtgegetcteetgttccgacccetgecgettaccggatacctgtecgecttic
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tcecticgggaagegtggegcttictcatagetcacgcetgtaggtatetcagtteggtgtaggtegttegetecaagetgggetgtgtge
acgaaccccccgttcageccgaccgcetgegecttatceggtaactategtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgeca
ctggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactac

ggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatecgge
aaacaaaccaccgctggtagceggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgat
cttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctag
atccttttaaattaaaaatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgag

gcacctatctcageg atctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttacc

atctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgcetcaccggctccagatttatcagcaataaaccageccagecggaa
gggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgectccatccagtcetattaattgttgccgggaagcetagagtaagtagttcge
cagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggceategtggtgtcacgetegtegtttggtatggcettcattcagetcecggttc

ccaacgatcaaggcgagttacatgatcccecatgttgtgcaaaaaageggttagetcettcggtectecegategttgtcagaagta

agttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctettactgtcatgccatcegtaagatgcettttctgtgactggt
gagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctctigcccggegtcaatacgggataataccgege

cacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgcetgttgagatcca
gttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactitcaccagegtttictgggtgagcaaaaacaggaaggcea
aaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcticctitttcaatattattgaagcatttatcag
gottattgtctcatgagcggatacatattigaatgtatitagaaaaataaacaaataggggttccgegcacatttccccgaaaagtge
cacctgacgtc// '
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gacggatcgy

ccgcatagtt

cgagcaaaat

ttagggttag

gattattgac

tggagttccg

ccecgeccatt

attgacgtca

atcatatgec

atgcccagta

tcgctattac

actcacgggg

gagatctccc

aagccagtat

ttaagctaca

gcgttttgeg

tagttattaa

cgttacataa

gacgtcaata

atgggtggac

aagtacgccc

catgacctta

catggtgatg

atttccaagt
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gatcccecctat

ctgcteectg

acaaggcaagd

ctgcttegeg

tagtaatcaa

cttacggtaa

atgacgtatg

tatttacggt

cctattgacg

tgggactttc

cggttttgge

ctccacccca

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggcccgee
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa

ttgacgtcaa
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cagtacaatc

ggaggtcgct

caattgcatg

cagatatacg

attagttcat

tggctgaccg

aacgccaata

cttggcagta

taaatggccc

gtacatctac

tgggcgtgga

tgggagtttg

tgctctgatg

gagtagtgcg

aagaatctge

cgttgacatt

agcccatata

cccaacgacc

gggactttcce

catcaagtgt

gecctggeatt

gtattagtca

tagcggtttg

ttttggcacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



aaaatcaacg

gtaggcgtgt

ctgcttactg

taagcttggt

agtgacccag

tggccctgge

aagcacggtc

agggcaacct

ctctggagte

cgaggacgcece

gtacgaacta

ggagtcgeta

aggagaattt

accccaccgt

tagcgatgac

gtgtccetga

cctgectgge

cagctgtgea

ggtgctatgt

aggccgtgga

ggcgtaccge

aggcagactg

gagagctect

gcatgtcacc

ccagcecctcat

gggacaagaa

ggactttcca

acggtgggag

gcttatcgaa

accgagceteg

gagctgacac

tgeccctgtgt

gctgctccag

ggagcgagag

ctccacgget

tcgagataag

ccgagggeat

cccacataag

ctgcegeaac

gaggaggcag

tccacgetcec

tcgggggcag

ctgggccage

getggtggag

ggccgggaag

ggaggagaca

caccagtgag

tgggctgega

ggaatcctac

ttggcaggtg

cagtgacege

cttcaccgag

aaatgtcgta

gtctatataa

attaatacga

gatccactag

actatggcgce

agccttgtgce

cgggtececgge

tgcgtggagg

acggatgtgt

cttgctgcat

gtgaacatca

cctgaaatca

cecgacagea

gaatgcagca

gaaggctcca

cagtaccagg

gcacaggcca

aacttctgcec

cctggcgact

ggagatggge

taccagactt

cctctgtteg

atcgacggge

atgcttttee

tgggtecctca

aatgaccttce

acaactccgce
gcagagctct
ctcactatag
tccagtgtgg
acgtccgagg
acagccagca
gagccaacac
agacgtgcag
tetgggccaa
gtctggaagg
ccecggteagyg
actccactac
gcaccacggg
tecectgtetg
gtgtgaatct
ggcgectgge
aggccctgag
gcaacccaga
ttgggtactg
tggatgagga
tcttcaatce
agaagaagtce
gcattgtgga
ggaagagtecc
ccgcecgecca
tggtgecgeat

37

ES 2357603 T3

cccattgacg

ctggctaact

ggagaccecaa

tggaattgcc

cttgcagctg

tgtgttectg

cttettggag

ctacgaggag

gtacacagct

taactgtgct

cattgagtgce

ccatcectggg

accctggtge

tggccaggat

gtcacctcca

ggtgaccaca

caagcaccag

cggggatgag

cgacctcaac

ctcagacagyg

gaggaccttt

gctggaggac

gggctcggac

ccaggagetg

ctgcctectg

tggcaagcac

caaatgggeyg

agagaaccca

getggctagt

cttattectce

cectggetgee

gctcctcage

gaggtgegea

gccttecgagg

tgtgagacag

gagggtctgg

cagcratgga

geccgacctac

tacactacag

caagtcactg

ttggageagt

catgggetcc

gacttcaact

gagggcgtgt

tattgtgagg

gccatcgaag

ggctcgggag

aaaaccgaaa

gcagagatcg

ctgtgtgggg

tacccgecect

tccegeacca

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



ggtacgagcg

acaactggcyg

ccttcagtga

tccaggctgyg

ccaacgttgayg

ggccggtctg

acaagcctga

tcatgaagag

gctgtgaccyg

tacagaaggt

gtggcgdgccg

tccteocggtct

gctgatcagce

tgccttectt

ttgcatcgca

gcaaggggga

cttctgagge

gcgcattaag

ccctagecgece

cccgtcaagce

tcgaccccaa

cggtttttceg

ctggaacaac

tttcggecta

gtggaatgtg

aaacattgaa

ggagaacctyg

ctacattcac

atacaagggg

taaggggcag

caaggactcc

tgaagggaaa

ccecctttaac

ggatgggaaa

cattgatcag

ctcgagtcta

cgattctacg

ctcgactgtg

gaccctggaa

ttgtctgagt

ggattgggaa

ggaaagaacc

cgcggegggt

cgctccttte

tctaaatcgg

aaaacttgat

ccctttgacg

actcaaccct

ttggttaaaa

tgtcagttag
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aagatatcca

gaccgggaca

cctgtgtgtce

cgggtgacag

cccagtgtcece

acccggatcc

cgaggggatg

aaccgetggt

tatggcttct

tttggagagt

gagggeccge

cgtaccggtce

cckttctagtt

ggtgccactce

aggtgtcatt

gacaatagca

agctgggget

gtggtggtta

gctttcttcc

ggcatcccett

tagggtgatg

ttggagtcca

atctcggtct

aatgagctga

ggtgtggaaa

tgttggaaaa
ttgecectgat
tgcccgacag
gctggggcaa
tgcaggtggt
gcatcactga
cctgtgaagg
atcaaatggg
acacacatgt
agaagggcaa
ggttcgaagg
atcatcacca
gccagccatc
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgctgyg
ctagggggta
cgcgcagcegt
cttcctttcet
tagggttccg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa

gtccccagge
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gatctacatc

gaagctgaag

ggagacggca

cctgaaggag

gaacctgece

caacatgttc

tgacagtggg

catcgtctca

gttcecgectg

ttctgcagat

taagectate

tcaccattga

tgttgtttge

ttcctaataa

gggtggggtyg

ggatgcggty

tceccecacgeg

gaccgctaca

cgccacgtte

atttagtgcet

tgggccatcg

tagtggactc

tttataaggg

atttaacgcg

tccccaggea

caccccaggt

aagecectgttg

gccagettge

acgtggacag

attgtggagce

tgtgctggtt

ggaccctttg

tggggtgaag

aagaagtgga

atccagcaca

cctaacccte

gtttaaaccc

ccecteocececceg

aatgaggaaa

gggcaggaca

ggctetatgy

ccctgtageg

cttgccageg

gececggctttce

ttacggcacc

cecectgataga

ttgttccaaa

attttgggga

aattaattct

ggcagaagta

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780



tgcaaagcat

caggcagaag

ctceogececat

taattttttt

agtgaggagg

ccattttcgg

gattgcacge

aacagacaat

ttetttttgt

ggctatcgtg

aagcgggaag

accttgetce

ttgatccggc

ctcggatgga

cgccageecga

tgacccatgg

tcatcgactg

gtgatattgc

tcgecgetcee

cgggactctg

ttcgattcca

ggctggatga

tttattgcag

gecattttett

gtctgtatac

gtgtgaaatt

gcatctcaat

tatgcaaagc

cecegeeccta

tatttatgca

cttttttgga

atctgatcaa

aggttctecg

cggetgetet

caagaccgac

gctggccacyg

ggactggctg

tgccgagaaa

tacctgccca

agccggtctt

actgttecgcece

cgatgcectge

tggececggcectyg

tgaagagctt

cgattcgcag

gggttcgcga

cecgecgeoctt

tcctecageg

cttataatgg

cactgcattc

cgtcgacctc

gttatccgct
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tagtcagcaa

atgcatctca

actcegeeca

gaggccgagg

ggcctaggct

gagacaggat

gecgettggg

gatgeccgeeg

ctgtcecggtg

acgggcgttc

ctattgggcg

gtatccatca

ttcgaccacc

gtcgatcagg

aggctcaagg

ttgccgaata

ggtgtggcgg

ggcggcgaat

cgcatcgecct

aatgaccgac

ctatgaaagg

cggggatcte

ttacaaataa

tagttgtggt

tagctagagc

cacaattcca

ccaggtgtgg
attagtcage
gttcegececa
ccgcctcotge
tttgcaaaaa
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccggcet
ccctgaatga
cttgcgcagc
aagtgccggg
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgecatgece
tcatggtgga
accgcectatca
gggctgaccg
tctatcgect
caagcgacge
ttgggectteg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat

cacaacatac

39

aaagtcccca

aaccatagtc

ttcteegeee

ctctgagcta

gctccecggga

tcgcatgatt

attcggctat

gtcagcgcag

actgcaggac

tgtgctcgac

gcaggatcte

aatgcggcgyg

tcgcatcgag

cgaagagcat

cgacggcgag

aaatggcecgce

ggacatagcg

cttcectegtyg

tcttgacgag

ccaacctgcc

gaatcgtttt

tcttegecca

tcacaaattt

tcatcaatgt

catggtcata

gagccggaag

ggctccccag

ccgcccctaa

catggctgac

ttccagaagt

gcttgtatat

gaacaagatg

gactgggcac

gggcgceccgg

gaggcagcgc

gttgtcactg

ctgtcatctce

ctgcatacgc

cgagcacgta

caggggctcg

gatctcgtcg

ttttctggat

ttggctaccc

ctttacggta

ttettectgag

atcacgagat

cecgggacgcec

ccccaacttg

cacaaataaa

atcttatcat

gctgtttcect

cataaagtgt

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



aaagcctggyg

gcttteccagt

agaggecggtt

gtcgttecgge

gaatcagggg

cgtaaaaagg

aaaaatcgac

tttceccecectg

ctgtcegect

ctcagttcgg

cccgaccget

ttatcgecac

gctacagagt

atctgegcecte

aaacaaacca

aaaaaaggat

gaaaactcac

cttttaaatt

gacagttacc

tccatagttg

ggceccagtg

ataaaccagc

atccagtcta

cgecaacgttg

tcattcagcet

gtgcctaatg

cgggaaacct

tgcgtattagg

tgcggcgage

ataacgcagg

ccgegttget

gctcaagtca

gaagctcect

ttcteectte

tgtaggtegt

gecgeccttatce

tggcagcagce

tettgaagty

tgctgaagece

ccgectggtag

ctcaagaaga

gttaagggat

aaaaatgaag

aatgcttaat

cctgactece

ctgcaatgat

cagcecggaag

ttaattgttyg

ttgccattge

ccggttecca
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agtgagctaa

gtcgtgecag

gegetettece

ggtatcagct

aaagaacatg

ggcgttttte

gaggtggcga

cgtgcgetet

gggaagegtg

tecgetecaag

cggtaactat

cactggtaac

gtggecctaac

agttaccttce

cggtggtett

tcctttgatce

tttggtcaty

ttttaaatca

cagtgaggca

cgtegtgtag

accgcgagac

ggccgagcegce

ccgggaaget

tacaggcatc

acgatcaagg

ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectcege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctec
aaccegacag
cctgtteccga
gcgctttetce
ctgggctgtyg
cgtecttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttctacqgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctecac
agaagtggtce
agagtaagta
gtggtgtcac

cgagttacat

40

ttgegttgeg

gaatcggecca

tcactgactc

cggtaatacg

gccagcaaaa

geececetga

gactataaag

ccectgecget

aatgctcacg

tgcacgaacce

ccaacccggt

gagcgaggta

ctagaaggac

ttggtagcectce

agcagcagat

ggtctgacge

aaaggatctt

tatatgagta

cgatctgtct

tacgggaggg

cggctccaga

ctgcaacttt

gttcgcecagt

gctcgtegtt

gatcccecat

ctcactgceece

acgcgcgggg

gctgegeteg

gttatccaca

ggccaggaac

cgagecatcac

ataccaggceg

taccggatac

ctgtaggtat

cccecgtteag

aagacacgac

tgtaggcggt

agtatttggt

ttgatcecgge

tacgcgcaga

tcagtggaac

cacctagatc

aacttggtct

atttcegttca

cttaccatcet

tttatcagca

atccgectce

taatagtttg

tggtatgget

gttgtgcaaa

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840



aaagcggtta

tcactcatgg

ttttctgtga

agttgctctt

gtgctcatca

agatccagtt

accagcgttt

gcgacacgga

cagggttatt

ggggttcege

<210>
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<220>
<223>
<400>

2
10139
DNA
Atrtificial

Vector

2

gacggatcgg

ccgcatagtt

cgagcaaaat

ttagggttag

gattattgac

tggagttccg

ccecgeccatt

attgacgtca

atcatatgcec

atgcccagta

tcgetattac

gctccttcgg

ttatggcagc

ctggtgagta

gcceggegte

ttggaaaacg

cgatgtaacc

ctgggtgagce

aatgttgaat

gtctcatgag

gcacatttcc

gagatctcce

aagccagtat

ttaagctaca

gegttttgeg

tagttattaa

cgttacataa

gacgtcaata

atgggtggag

aagtacgccce

catgacctta

catggtgatg
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tcctecgatce

actgcataat

ctcaaccaag

aatacgggat

ttcttecgggg

cactcgtgca

aaaaacagga

actcatactc

cggatacata

ccgaaaagtg

gatcccctat

ctgctcecectg

acaaggcaag

ctgecttegeg

tagtaatcaa

cttacggtaa

atgacgtatg

tatttacggt

cctattgacg

tgggactttc

cggttttggce

gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgcgce
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttecttttte
tttgaatgta

ccacctgacg

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggce
ttacggggtce
atggcccgece
ttceccatagt
aaactgccca
tcaatgacgyg
ctacttggca

agtacatcaa

41

gtaagttggce
tcatgccatce
aatagtgtat
cacatagcaé
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

tc

cagtacaatc
ggaggtcgcet
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc

gtacatctac

tgggcgtgga

cgcagtgtta

cgtaagatgc

gcggcgaccyg

aactttaaaa

accgctgttg

ttttactttc

gggaataagg

aagcatttat

taaacaaata

tgctcectgatg

gagtagtgeg

aagaatctgc

cgttgacatt

agcccatata

cccaacgacc

gggactttcc

catcaagtgt

gecctggecatt

gtattagtca

tagcggtttg

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7422

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



actcacgggg

aaaatcaacyg

gtaggcgtgt

ctgcttactg

gtttaaactt

ttattccteca

ctggctgcct

ctcctcageca

aggtgcgcaa

ccttecgaggce

gtgagacagc

agggtctggg

agctatggag

ccgacctaca

acactacaga

aagtcactgt

tggagcagtyg

atgggctccce

acttcaactc

agggcgtgtg

attgtgagga

ccatcgaagg

gctcgggaga

aaaccgaaag

cagagatcgg

atttccaagt

ggactttcca

acggtgggag

gcttatcgaa

aagcttggta

gtgacccagg

ggccctgget

agcacggtcyg

gggcaacctg

tectggagtcee

gaggacgcct

tacgaactac

gagtcgctac

ggagaatttc

ccccaccegtg

agcgatgact

tgtcectgat

ctgcctggec

agctgtgcag

gtgctatgtyg

ggcegtggag

gegtacegee

ggcagactgt

agagctcctg

catgtcacct
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ctccacceca

aaatgtcgta

gtctatataa

attaatacga

cecgagectegg

agctgacaca

gccctgtgta

ctgctccage

gagcgagagt

tccacggcta

cgagataagc

cgagggcatg

ccacataagc

tgccgceaacc

aggaggcagg

ccacgctccg

cgggggcage

tgggccagcg

ctggtggaga

gccgggaagce

gaggagacag

accagtgagt

gggctgcgac

gaatcctaca

tggcaggtga

ttgacgtcaa
acaactcecge
gcagagctct
ctcactatag
atccactagt
ctatggecgeca
gccttgtgceca
gggtccggceg
gcgtggagga
cggatgtgtt
ttgctgcatg
tgaacatcac
ctgaaatcaa
ccgacagcag
aatgcagcat
aaggctccag
agtaccaggg
cacaggccaa
acttctgecg
ctggcgactt
gagatgggct
accagacttt
ctctgttcga
tcgacgggeg

tgctttteeg

42

tgggagtttg

cccattgacyg

ctggctaact

ggagacccaa

ccagtgtggt

cgtccgaggce

cagccagcat

agccaacacc

gacgtgeage

ctgggccaag

tctggaaggt

ccggtcagge

ctccactacc

caccacggga

ccctgtetgt

tgtgaatctg

gcgecetggeg

ggccctgage

caacccagac

tgggtactgce

ggatgaggac

cttcaatcecg

gaagaagtcg

cattgtggag

gaagagtccc

ttttggeace

caaatgggcyg

agagaaccca

getggctage

ggaattgcee

ttgcagetge

gtgttcctgg

ttettggagg

tacgaggagy

tacacagctt

aactgtgcty

attgagtgcc

catcctgggg

ccctggtgct

ggccaggatc

tcacctccat

gtgaccacac

aagcaccagyg

ggggatgagg

gacctcaact

tcagacaggg

aggacctttg

ctggaggaca

ggctcggaty

caggagcetgce

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



tgtgtgggge

acccgeccctg

ccecgeaccag

accccaggta

agcctgttge

ccagcttget

cgtggacage

ttgtggageg

gtgctggtta

gaccctttgt

ggggtgaagg

agaagtggat

tccagecacag

gactgtgect

cctggaaggt

tctgagtagg

ttgggaagac

aagaaccagc

ggcgggtgtyg

tccttteget

aaatcggggg

aacttgatta

agcaggcaga

cccaggetcc

agtccegece

gcecccatgge

cagcctcatce

ggacaagaac

gtacgagcga

caactggcgg

cttcagtgac

ccaggctgga

caacgttggt

gceggtcetge

caagcctgat

catgaagagc

ctgtgaccgg

acagaaggtce

tggcggeegce

tctagttgcec

gccactccca

tgtcattcta

aatagcagge

tggggctcta

gtggttacgc

ttcttecectt

ctcecctttag

gggcetgtgga

agtatgcaaa

ccagcaggca

ctaactcege

tgactaattt

agtgaccget

ttcaccgaga

aacattgaaa

gagaacctgg

tacattcacc

tacaaggggc

aaggggcage

aaggactcca

gaagggaaac

ccctttaaca

gatgggaaat

attgatcagt

tcgagtctag

agccatctgt

ctgtcctttc

ttctgggggg

atgctgggga

gggggtatcc

gcagcgtgac

cctttectege

ggttccgatt

atgtgtgtca

gcatgcatct

gaagtatgca

ccatccegece

tttttattta
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gaggtcectcac
atgaccttcet
agatatccat
accgggacat
ctgtgtgtct
gggtgacagg
ccagtgtect
cceggatceg
gaggggatgc
accgctggta
atggcttcta
ttggagagta
agggcccgtt
tgtttgcccece
ctaataaaat
tggggtgggy
tgeggtggge
ccacgcgcce
cgctacactt
cacgttegec
tagtgcettta
gttagggtgt
caattagtca
aagcatgcat
cctaactecg

tgcagaggcc
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cgeccgcccac

ggtgcgcatt

gttggaaaag

tgccctgatg

gcccgacagg

ctggggcaac

gcaggtggtg

catcactgac

ctgtgaaggt

tcaaatgggc

cacacatgtg

gaagggcaat

taaacccgct

tccccegtge

gaggaaattg

caggacageca

tctatggett

tgtagcggcg

gccagecgccc

ggctttceccce

cggecacctte

ggaaagtcce

gcaaccaggt

ctcaattagt

cccagtteceg

gaggeecgect

tgcctectgt

ggcaagcact

atctacatcce

aagctgaaga

gagacggcag

ctgaaggaga

aacctgecca

aacatgttct

gacagtgggg

atcgtctcat

ttecegectga

tctgcagata

gatcagcctc

cttccttgac

catcgcattg

agggggagga

ctgaggcgga

cattaagcgc

tagcgcceccge

gtcaagetct

gaccccaaaa

caggctecee

gtggaaagtc

cagcaaccat

cccattectee

cggecctctga

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



gctattccag

tggctaacta

gagacccaag

cagtgtggtyg

cctcgcccag

aggacagcecg

ggctggtgac

tttttgggtt

ggaaatacct

tgccacttga

tgctgggect

ttctecctgga

agctaacatt

ggaggaatgc

tgtacttcat

aatatttgte

ctageetget

tcttttttga

attcccaget

tctgcteccce

tgttgecect

gcaaaagtgg

acctcctgga

ggacaaatgg

acgtgaagat

aagtagtgag

gagaacccac

ctggctageg

gaattgccct

ctcagataaa

aatagggaaa

cctgctgaat

cttgatggtg

tgatgggctg

ctggatgtat

gtgctaccgg

caagacatca

catggacgca

ccacgtgeccc

tgcgggtgtg

ccggcactgg

ggtcegtgeac

tgtctcaaga

tttcagcatt

tgagtggect

caaggcagcc

ccagaagcca

gcagctattc

gctgtatggce

cacctaccgt

gaggcttttt

tgcttactgg

tttaaactta

ttccgcagag

gtacagaaag

ctcttgggtt

cgaccaacgg

ctagacattc

gatgtgtgcce

cttgtctaca

ataagctgtg

tggaacaacc

aaccactact

ctttggaact

aaaaagctgg

ctcttecagte

tggggtgggce

tccattggec

ggtatgttct

cggaagctgg

cctecagececa

gggctgegec

ctgcectatt

tattcctggg

gatggccgea
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tggaggecta
cttatcgaaa
agcttggtac
caatggcggt
acaaggctga
ttgagtggac
accctgcaag
cccaggagcyg
gcttceccectt
ccatcatgtt
tgttattcct
actcctatct
ggtctgtgga
atgcagtgcet
atgcagactg
ccttcaaact
tgctgcttga
tgttctttgt
cctacgtcat
tgtecctactg
gtgtttcectg
atcagctggg
ctcattttct
acatgatggt

ctggcgaact
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ggcttttgea

ttaatacgac

cgagctcgga

gtctgececggg

actgatctca

agatttgtce

cttagctgtc

ggggctcagce

gctggatgce

tctgggggca

gctgccatac

gtatgggttg

cggtctgcectg

ccgtggccag

ggttgaagge

gctgttgtet

cctetecaget

gtcctacttce

gctggccage

cccccgaagg

tgtgtataag

agctgecttce

cacccagggce

gcactcccgce

gggctacctt

aaaagctctce

tcactatagg

tccactagtc

tccgecgegga

gggcccaggce

agttggecgga

tttegtttte

tectectggacce

ctacgcccac

ctgggcatga

tggtatgtgt

ttggecetttc

aatgcccata

atcttcattg

tattccatgg

gaggagctga

ggtttcctgce

cactgcatga

agccctctcet

ttgecaacaac

aggagccggg

accctgctct

tataacaact

tcccaccagce

aaccctgggg

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



tatttacaca

gectgagecg

gggtctcecat

aggccgecttg

ctccctggag

tcttcattge

acactagcat

accagactcet

atacgacatc

cactggagca

aaacagggcc

ctgagccaac

aacgccggeg

atgtctttcg

gteccttcect

cagttggaga

atcctgatece

tctagaggge

taatagtgga

tgatttataa

aaaatttaac

ggctecceccag

ggaaagtccc

gcaaccatag

cattctecge

gectctgage

gagtcggega

cectgettecc

caatgaccgce

gtcaccettt

ggccaagtta

agatttcect

ccagetgety

tcgagaggga

acctagccct

agacctggca

tctaccccececa

acctctggtt

aaatactcct

ccgecagcette

ggagcagctg

actgaatccc

tgtccactca

ccgecetgat

ctcttgttce

gggattttge

gcgaattaat

caggcagaag

caggcteceee

tcccgecect

cecatggetyg

tattccagaa
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tggaaggatc

aagtataatg

ttccagcaga

cagcgcacat

caggaaatca

ggactgcact

cagggggaag

gaaaaaatgc

tcttgctaca

tatctgcaag

gagctgcagce

cagaccttte

ttccatgagce

ctgatgactt

gcccaggagy

tcaaacacgg

gagttctgaa

agacggtttt

aaactggaac

cgatttecggce

tctgtggaat

tatgecaaage

agcaggcaga

aactccgccece

actaatctte

gtagtgagga

atgcagacat
tcactgagcec
ggatttttga
cctgggtgca
agagcagcct
tggagaattt
tgactgtgga
agttgcetge
tgtacgtcta
aattaaagga
ctectgttgga
ttagacgcca
gattcttceg
gtatctcact
tgacttatge
attcttcaca
gggggccaga
tegeeetttg
aacactcaac
ctattggtta
gtgtgtcagt
atgcatctceca
agtatgcaaa
atceccgecccece
tttatttatg

ggetttttty
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gctgaagcaa
ccagatctac
cectegtgtyg
accactcttg
agacaaccac
tgtgagtgaa
gecttgtggea
tggtgagtac
tgtcaacact
aaaggtggag
aggggaagta
acaaaggcectc
cttcttgttg
tcgaaatctg
aaacttgaga
ttctaatect
tgttggaagg
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgage
tagggtgtgg
attagtcage
gc&tgcatct
taactccgcc
cagaggccga

gaggcctagg

tatgccactt

tttgatattt

gacatcgtgce

atggacctgt

actgaggtgg

gacctgggea

gaacagaaga

cataaggtgt

acagagcttg

aatggaagtg

aaagggggcc

caggagattg

cgaaagctct

atattaggcce

ccetetgagyg

cctgagtcaa

gcaattcgag

ccacgttcectt

tctattcttt

tgatttaaca

aaagtcccca

aaccaggtgt

caattagtca

cagttccgec

ggcegectet

cttttgcaaa

5280

53440

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



aagctcccgg

tttcgecatga

ctattcgget

ctgtcagcgce

gaactgcagg

getgtgeteg

gggcaggatc

gcaatgcggce

catcgcatcyg

gacgaagage

cccgacgged

gaaaatggcc

caggacatag

cgcttcecteg

cttcttgacg

ccaacctgece

gaatcgtttt

tcttcgecca

tcacaaattt

tcatcaatgt

catggtcata

gagccggaag

ttgegttgeg

gaatcggcca

tcactgactce

gagcttgtat

ttgaacaaga

atgactgggce

aggggcgccc

acgaggcagc

acgttgtcac

tcctgteatce

ggctgcatac

agcgagcacg

atcagggget

aggatctcgt

gettttetgg

cgttggctac

tgcetttacgg

agttcttctg

atcacgagat

ccgggacgec

ccccaacttg

cacaaataaa

atcttatcat

getgtttect

cataaagtgt

ctcactgecc

acgcgcdggy

gctgegetceg
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atccattttc

tggattgcac

acaacagaca

ggttctittt

geggctateg

tgaagcggga

tcaccttgct

gcttgatccg

tactcggatg

cgecgcecagece

cgtgacccat

attcatcgac

ccgtgatatt

tatcgeecget

agcgggactc

ttcgattcca

ggctggatga

tttattgcag

gecattttttt

gtctgtatac

gtgtgaaatt

aaagcctgagg

gctttecagt

agaggeggtt

gtegtteggce

ggatctgatce
gcaggttcte
atcggctgct
gtcaagaccyg
tggectggeca
agggactgge
cctgccgaga
gctacctgee
gaagccggtce
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggecegge
gctgaagagce
cccgattege
tggggttcga
ccgeegectt
tceteccageg
cttataatgg
cactgcattc
cgtecgaccte
gttatccget
gktgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgage
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aagagacagg

cggeecgettyg

ctgatgccgce

acctgtcecygg

cgacgggegt

tgctattggg

aagtatccat

cattcgacca

ttgtcgatca

ccaggctcaa

gcttgccgaa

tgggtgtggce

ttggcggcga

agegeatecge

aatgaccgac

ctatgaaagg

cggggatcte

ttacaaataa

tagttgtggt

tagctagage

cacaattcca

agtgagctaa

gtcgtgccag

gecgectettece

ggtatcagcet

atgaggatcg

ggtggagagg

cgtgttccgg

tgccctgaat

tcettgegea

cgaagtgcecg

catggctgat

ccaagcgaaa

ggatgatctyg

ggecgegeatg

tatcatggtg

ggaccgctat

atgggctgac

cttectatecge

caagcgacge

ttgggcttcg

atgctggagt

agcaatagca

ttgtccaaac

ttggcgtaat

cacaacatac

ctcacattaa

ctgcattaat

gettcectege

cactcaaagyg

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280



cggtaatacyg

gccagcaaaa

gccececctga

gactataaag

ccctgecget

atagctcacg

tgcacgaacc

ccaacceggt

gagcgaggta

ctagaagaac

ttggtagcte

agcagattac

ctgacgctca

ggatcttcac

atgagtaaac

tctgtctatt

gggagggcett

ctccagattt

caactttatc

cgccagttaa

cgtegtttgg

cceccecatgtt

agttggecegce

tgccatccgt

agtgtatgcg

atagcagaac

gttatccaca

ggccaggaac

cgagcatcac

ataccaggcg

taccggatac

ctgtaggtat

ccccgttcag

aagacacgac

tgtaggcggt

agtatttggt

ttgatccgge

gcgcagaaaa

gtggaacgaa

ctagatcctt

ttggtctgac

tcgttcatce

accatctgge

atcagcaata

cgcctccate

tagtttgecge

tatggcttca

gtgcaaaaaa

agtgttatca

aagatgcttt

gcgaccgagt

tttaaaagtg
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gaatcagggyg

cgtaaaaagg

aaaaatcgac

tttccecectg

ctgtcecgect

ctcagttcgg

cccgaccgcet

ttatcgceac

gctacagagt

atctgcgcetc

aaacaaacca

aaaggatcte

aactcacgtt

ttaaattaaa

agttaccaat

atagttgcct

cccagtgetg

aaccagccag

cagtctatta

aacgttgttyg

ttcagectceg

gcggttaget

ctcatggtta

tctgtgactg

tgctcecttgec

ctcatcattg

ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccect
ttctececcette
tgtaggtcgt
gcgecttate
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagce
ccgctggtag
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcccegt
caatgatacce
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctac
gttececcaacg
cctteggtece
tggcagcact
gtgagtactce
cggcgtcaat

gaaaacgttc
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aaagaacatg

ggecgttttte

gaggtggcga

cgtgcgectcet

gggaagcgtyg

tcgecteccaag

cggtaactat

cactggtaac

gtggcctaac

agttaccttce

cggttttttt

tttgatcttt

ggtcatgaga

taaatcaatc

tgaggcacct

cgtgtagata

gcgagaccca

cgagcgcaga

ggaagctaga

aggcatcgtg

atcaaggcga

teccgategtt

gcataattct

aaccaagtca

acgggataat

ttcggggega

tgagcaaaag

cataggctcce

aacccgacag

cctgttceccga

gcgetttcte

ctgggetgty

cgtcttgagt

aggattagca

tacggctaca

ggaaaaagag

gtttgcaagc

tectacggggt

ttatcaaaaa

taaagtatat

atctcagcga

actacgatac

cgcteacegg

agtggtcctg

gtaagtagtt

gtgtcacgcect

gttacatgat

gtcagaagta

cttactgtca

ttctgagaat

accgcgecac

aaactctcaa

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840



10

15

20

25

30

ggatcttacc

cagcatcttt

caaaaaaggg

attattgaag

agaaaaataa

<210> 3
<211> 26
<212> DNA
<213>

<400> 3

gctgttgaga

tactttcacc

aataagggcyg

catttatcag

acaaataggg

Homo sapiens

attcctcagt gacccaggag ctgaca

<210> 4
<211> 42
<212> DNA
<213>

<400> 4

Homo sapiens
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tccagttcga

agcgtttctg

acacggaaat

ggttattgtc

gttccgcgea

ctactctcca aactgatcaa tgaccttctg tatccacttc tt

<210> 5
<211> 23
<212> DNA
<213>

<400> 5

Homo sapiens

tccgcagagc aatggeggtg tct

<210> 6
<211> 24
<212> DNA
<213>

<400> 6

Homo sapiens

ccaacatctg gccccttcag aact

<210> 7
<211> 24
<212> DNA
<213>

<400> 7

Homo sapiens

acacctctgg ttcagacctt tctt

tgtaacccac

ggtgagcaaa

gttgaatact

tcatgagcgg

catttcccceg

48

tcgtgecaccce

aacaggaagg

catactctte

atacatattt

aaaagtgccea

aactgatctt

caaaatgccg

ctttttcaat

gaatgtattt

cctgacgte

26

42

23

24

24

9900

9960

10020

10080

10139



10

15

20

25

30

35

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

8

24

DNA

Homo sapiens

8

aatcgctcat ggaaaggagt attt

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

caacaaaggc tccaggagat tgaacgc

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

9

27

DNA

Homo sapiens

9

10

22

DNA

Homo sapiens

10

tggaggacaa aaccgaaaga ga

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

11

18

DNA

Homo sapiens

11

catccgagcc ctccacaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

12

25

DNA

Homo sapiens

12

ctcctggaat cctacatcga cggge

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13
10238
DNA

Artificial

Vector

13

ES 2357603 T3

24

27

22

18

25

49



gacggatcgg

ccgcatagtt

cgagcaaaat

ttagggttag

gattattgac

tggagttccg

cccgececcatt

attgacgtca

atcatatgcce

atgcccagta

tcgctattac

actcacgggg

aaaatcaacg

gtaggcgtgt

ctgcttactg

gtttaaactt

ttattcctca

ctggetgeet

ctcctcagea

aggtgcgcaa

ccttcgaggce

gagatctccce

aagccagtat

ttaagctaca

gcgttttgcg

tagttattaa

cgttacataa

gacgtcaata

atgggtggag

aagtacgccc

catgacctta

catggtgatg

atttccaagt

ggactttcca

acggtgggag

gcttatcgaa

aagcttggta

gtgacccagg

ggcecctgget

agcacggtcg

gggcaacctg

tctggagtcce
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gatccecctat

ctgctcectg

acaaggcaag

ctgcttcgeg

tagtaatcaa

cttacggtaa

atgacgtatg

tatttacggt

cctattgacg

tgggactttce

cggttttgge

ctccacccca

aaatgtcgta

gtctatataa

attaatacga

ccgagctecgg

agctgacaca

gcectgtgta

ctgctccage

gagcgagagt

tccacggcta

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggcccgcece
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgc
gcagagctct
ctcactatag
atccactagt
ctatggcgca
gccttgtgea
gggtccggceg
gcgtggagga

cggatgtgtt

50

cagtacaatc

ggaggtcgct

caattgcatg

cagatatacg

attagttcat

tggctgaccg

aacgccaata

cttggcagta

taaatggccc

gtacatctac

tgggcgtgga

tgggagtttg

cccattgacg

ctggctaact

ggagacccaa

ccagtgtggt

cgtccgaggce

cagccagcat

agccaacacce

gacgtgcagc

ctgggccaag

tgctectgatg

gagtagtgcg

aagaatctgce

cgttgacatt

agcccatata

cccaacgacc

gggactttcc

catcaagtgt

gcctggcatt

gtattagtca

tagcggtttg

ttttggcacc

caaatgggcg

agagaaccca

gctggctagce

ggaattgccc

ttgecagctge

gtgttcctgg

ttcttggagg

tacgaggagg

tacacagctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gtgagacagce

agggtctggg

agctatggag

ccgacctaca

acactacaga

aagtcactgt

tggagcagtg

atgggctccce

acttcaactce

agggcgtgtyg

attgtgagga

ccatcgaagg

gctcgggaga

aaaccgaaag

cagagategy

tgtgtggggc

acccgeectyg

cgcecgeaccag

accccaggta

agecctgttge

ccagecttget

cgtggacagc

ttgtggagcg

gtgctggtta

gaccctttgt

ggggtgaagg

gaggacgcect

tacgaactac

gagtcgctac

ggagaatttce

cccecaccgtg

agcgatgact

tgtccctgat

ctgcctggec

agctgtgcag

gtgctatgtg

ggccgtggag

gcgtaccgcec

ggcagactgt

agagctcctg

catgtcacct

cagcectcate

ggacaagaac

gtacgagecga

caactggegyg

cttcagtgac

ccaggctgga

caacgttggt

gceggtctge

caagcctgat

catgaagagc

ctgtgaccgg

cgagataage

cgagggeatg

ccacataage

tgccgcaacce

aggaggeagg

ccacgctceg

cgggggcage

tgggccagcyg

ctggtggaga

gccgggaagc

gaggagacag

accagtgagt

gggctgcgac

gaatcctaca

tggcaggtga

agtgaccgct

ttcaccgaga

aacattgaaa

gagaacctgg

tacattcacce

tacaaggggce

aaggggeagce

aaggactcca

gaagggaaac

ccectttaaca

gatgggaaat
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ttgctgecatg
tgaacatcac
ctgaaatcaa
ccgacagcag
aatgcagcat
aaggctccag
agtaccaggg
cacaggccaa
acttctgcceg
ctggcgactt
gagatgggct
accagacttt
ctctgttcga
tcgacgggcg
tgetttteeg
gggtcctcac
atgaccttct
agatatccat
accgggacat
ctgtgtgtcet
gggtgacagg
ccagtgtcet
ccecggatecy
gaggggatge
accgectggta

atggcttcta
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tctggaaggt

cecggtecagge

ctccactacc

caccacggga

ccetgtetgt

tgtgaatctg

gegectggcey

ggccctgage

caacccagac

tgggtactgc

ggatgaggac

cttcaatccg

gaagaagtcg

cattgtggag

gaagagtccc

cgecegeccac

ggtgcgeatt

gttggaaaag

tgccetgatg

gccecgacagg

ctggggcaac

gcaggtggtg

catcactgac

ctgtgaaggt

tcaaatgggc

cacacatgtg

aactgtgetg

attgagtgec

catecctgggg

ccetggtget

ggccaggatc

tcacctceccat

gtgaccacac

aagcaccagg

ggggatgagg

gacctcaact

tcagacaggg

aggacctttg

ctggaggaca

ggcteggatg

caggagctgce

tgcctectgt

ggcaagcact

atctacatcc

aagctgaaga

gagacggcag

ctgaaggaga

aacctgccca

aacatgttct

gacagtgggg

atcgtctcat

ttccgectga

1320

1380

1440

1500

15860

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



agaagtggat

tccagcacag

cgactgtgcc

ccctggaagg

gtctgagtag

attgggaaga

aaagaaccag

cggcgggtgt

ctecectttege

taaatcgggg

aacttgatta

gtgggagtgg

tggcaactag

aattgccctt

ctcaggagga

aaagggtctce

taatatcaga

ctttegcaac

ctcctggage

cccttttact

tccattctcc

ctctgtagtg

cttatggtac

ctgttctgce

caggtcttca

acagaaggtc

tggcggcecge

ttctagttgce

tgccactccee

gtgtcattct

caatagcagg

ctggggctct

ggtggttacg

tttcttcect

gcteccttta

gggtgarggt

caccttccag

aaggcacagt

ccaacatctg

ttagaatgtg

aagtttgecat

tttcgaagtg

aagaagcgga

ctttgttgge

tccectteca

accttttect

ttgacataga

tcaccagcag

acaagctcca

ctcacaaaat
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attgatcagt

tcggttccta

cagccatctyg

actgtccecttt

attctggggg

catgctgggg

agggggtatc

cgcagcgtga

tcctttctcg

gggttccgat

tcacatcgat

ggtcaaggaa

cgaggctgat

geeccecttea

aagaatcegt

aagtecaccte

agatacaagt

agaatcgctc

gtctaagaaa

acagaggctg

ttaattcttg

cgtacatgta

gcaactgcat

cagtcacttc

tctccaagtg

ttggagagta
gagggecegt
ttgtttgecee
cctaataaaa
gtggggtggyg
atgcggtagg
cccacgegcec
ccgctacact
ccacgttcecge
ttagtgcttt
gcaatttcct
ggcacggggd
cagcgggttt
gaactctgag
gtttgaggga
ctgggccage
catcaggaag
atggaaagga
ggtctgaacc
cagectctggg
cagatatgcc
gcaagaaggg
tttttcetece
cccctgcage

cagtccaggg

52

gaagggcaat

ttaaacccgce

ctecceceegtyg

tgaggaaatt

gcaggacagc

ctctatgget

ctgtagceggce

tgecagcgec

cggctttece

acggcacctc

cattttatta

aggggcaaac

aaacgggccc

tggacaggat

ttcagttcte

tgctccaggy

ctgeggegaa

gtatttecgec

agaggtgttg

ggtagaggcce

aggtecttget

ctaggtgatg

tctcgaagag

agctggatgce

aaatctgcaa

tctgcagata

tgatcagecct

cctteccttga

gcatcgcatt

aagggggagg

tctgaggcgg

gcattaagcg

ctagcgcccg

cgtcaagctce

gaccccaaaa

ggaaaggaca

aacagatggc

tctagactcg

caggatttga

caactgccte

aaggacggce

agacatagag

ggcgttcaat

gctcagggcee

ctgtttcact

ccagtgcaag

tcgtatacac

tctggttett

tagtgttgcce

tgaagaccac

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



ctcagtgtgg
gtccatcaag
gatgtccaca
atcaaagtag
ggcatattgc
agggttaagg
gtgggagcgg
gttatagccc
cagggtgaag
gctectetta
ttgcaacctt
agggctgctg
gcagtggaag
gaaaccaget
ctcctcégac
ggaatagcct
gaagatctgg
ggcattcagce
ggccaacaac
ataccagtat
gcccagtgec
gcgtagggca
cagagagctg
acgaaagaca
ccaactggac

gggeccctgag

ttgtctaggce

agtggttgca

cgagggtcaa

atctggggct

ttcagcatgt

tagcccagtt

gagtgcacca

tgggtgagaa

gcagctccca

tacacacagg

cgggggeagt

gccagcatga

taggacacaa

gagaggtcaa

aacagcagtt

tcaacccagt

ccacggagca

agaccgtcca

ccatacagat

ggcagcagga

cccagaaaca

tccagcaagg

agccceoccgcet

gctaagcttg

aaatctgtcc

atcagttcag
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tgctecttgat

cccaggatgt

aaatcctctg

cagtgacatt

ctgeatgate

cgccagtgeg

tcatgtccecca

aatgagaata

gctgatggcg

aaacactggg

aggacaccag

cgtaggagaa

agaacaggcc

gcagcagccc

tgaagggact

ctgcatccag

ctgcatagtt

cagaccagta

aggagtggtt

ataacacaca

tgatggtgta

ggaagcggcea

cctggggaat

cagggtccgt

actcaaaacc

ccttgtecttt

ttcctgtaac
gcgctgaaag
ctggaagcgy
atacttggga
ctteceatcge
gccatcacgg
ggaatagcca
gggcaggaa_t
cagcccetgge
ctgaggggcet
cttcecgaggc
cataccaatg
aatggatctt
acceccagtge
gaagagccag
ctttttcaca
ccaaaggggc
gtggtttgca
gttccatgat
gcttatccgg
gacaagatac
cacatccagc
gtctagcacc
tggtcgatte
caagagtttc

ctgtacttta
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ttggccectcece
ggtgaccaag
tcattgatgg
agcaggcegge
cgactctgtg
taggtgatct
tacagcccat
agctgctceca
ttctggccac
gccttgaggg
cactcagggg
ctgaaaagct
gagacatcaa
acgaccagca
tgccgggaca
cccecgcecaatga
acgtgggcat
tccatgaatg
gtcttgtcca
tagcacaggc
atccégtcaa
ccatcaaggt
atcaagaacc
agcagggtca
cctattcggce

tctgagctgg

agggagacag
cggcctgecac
agacccaaat
tcaggcaagt
taaatacccc
tcacgtgctyg
ttgtccagtt
ggaggtagag
ttttgccceg
gcaacagttg
agcagaagag
gggaattcat
aaaagagcag
ggctagtcag
aatattccat
agtacacaat
tcctectatg
ttagectgaaa
ggagaaacac
ccagcatcat
gtggcagtgg
atttccggtce
caaaaagaaa
ccagecctecg
tgtcctgccect

gcgaggtccg

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



cgeggacceeyg

agtggatccyg

tagtgagtceg

gctttttgca

aggccgaggce

aatgggcgga

ttgctgacta

ttccacaccc

gacggttttt

aactggaaca

gatttcggec

ctgtggaatyg

atgcaaagca

gcaggcagaa

actccgccca

ctaatttttt

tagtgaggag

tccatttteg

ggattgcacg

caacagacaa

gttctttttg

cggctatcgt

gaagcgggaa

caccttgetce

cttgatcecygg

gcagacaccg

agcteggtac

tattaattte

aaagcctagg

ggcctcecggec

actgggcgga

attgagatgc

taactgacac

cgeccctttga

acactcaacc

tattggttaa

tgtgtcagtt

tgcatctcaa

gtatgcaaag

tcecgeeccet

ttatttatge

gettttttgg

gatctgatceca

caggttetce

tcggctgete

tcaagaccga

ggctggccac

gggactggcet

ctgccgagaa

ctacctgecc

ccattgctcet

caagcttaag

gataagccag

cctccaaaaa

tctgcataaa

gttaggggcg

atgctttgca

acattccaca

cgttggagtc

ctatctcggt

aaaatgagct

agggtgtgga

ttagtcagca

catgcatctc

aacteccgecce

agaggccgag

aggectaggce

agagacagga

ggccgettgg

tgatgeecgece

cctgtceggt

gacgggecgtt

gctattggge

agtatccatc

attcgaccac
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gcggaaagdyg
tttaaacgct
taagcagtgy
agcctcctcea
taaaaaaaat
ggatgggcgg
tacttctgcc
gccggatcga
cacgttcttt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttccgecec
gcegectetg
ttttgcaaaa
tgaggatcgt
gtggagagge
gtgtteccgge
gccctgaaty
ccttgcgcag
gaagtgcegy
atggctgatg

caagcgaaac
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caattccacc

agccagcettg

gttectctagt

ctacttctgg

tagtcagcca

agttaggggce

tgctggggag

tgtgggccat

aatagtggac

gatttataag

aaatttaacg

gctececcage

gaaagtcccc

caaccatagt

attcteccgece

cctetgaget

agctccecgag

ttcgecatgat

tattcggcta

tgtcagcgca

aactgcagga

ctgtgctcga

ggcaggatct

caatgcggcyg

atcgcatcga

acactggact

ggtctececcta

tagecagaga

aatagctcag

tggggcggag

gggactatgg

cctggggact

cgcecctgata

tcttgttceca

ggattttgec

cgaattaatt

aggcagaagt

aggctccecca

cccgecccta

ccatggctga

attccagaag

agcttgtata

tgaacaagat

tgactgggca

ggggcgeccyg

cgaggceagcg

cgttgtcact

cctgtcatcet

gctgcatacg

gcgagcacgt

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



actcggatgg

gcgccagecg

gtgacccatg

ttcatcgact

cgtgatattg

atcgecgete

gcgggactet

tcgattcecac

gctggatgat

ttattgcage

cattttttte

tctgtatacce

tgtgaaattg

aagecctgggg

cttteccagte

gaggcggttt

tcgttegget

aatcagggga

gtaaaaaggc

aaaatcgacg

ttccecoectgg

tgtccgectt

tcagttcggt

ccgaccgcetg

tatcgccact

ctacagagtt

aagccggtcet

aactgttege

gcgatgectg

gtggccgget

ctgaagagct

ccgattcgcea

ggggttcgaa

cgecgecette

cctecagege

ttataatggt

actgcattct

gtcgacctct

ttatcegetce

tgcctaatga

gggaaacctg

gegtattggg

gcggcgagceg

taacgcagga

cgcgttgectg

ctcaagtcag

aagctcccte

tctceetteg

gtaggtegtt

cgccttatecce

ggcagcagcce

cttgaagtgg
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tgtcgatcag

caggctcaag

cttgccgaat

gggtgtggcg

tggcggcgaa

gecgcatcgee

atgaccgacce

tatgaaaggt

ggggatctca

tacaaataaa

agttgtggtt

agctagagct

acaattccac

gtgagctaac

tecgtgecage

cgetettecg

gtatcagctc

aagaacatgt

gcgttittec

aggtggcgaa

gtgcgetctce

ggaagcgtgg

cgctccaagce

ggtaactatce

actggtaaca

tggcctaact

gatgatctgg
gcgcgcatge
atcatggtagg
gaccgctatce
tgggctgace
ttctatcgee
aagcgacgec
tgggettegg
tgctggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttcectceget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttcegac
cgctttectea
tgggetgtgt
gtcttgagtce
ggattagcag

acggctacac
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acgaagagca
ccgacggega
aaaatggccg
aggacatagc
gcttectogt
ttettgacga
caacctgecca
aatcgtttte
cttegeccac
cacaaatttc
catcaatgta
atggtcatag
agccggaagc
tgegttgecgce
aatcggceccaa
cactgactcy
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccccectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gecacgaacce
caacccggta
agcgaggtat

tagaagaéca

tcaggggcetce

ggatctegtce

cttttctgga

gttggctacc

getttacggt

gttcttcectga

tcacgagatt

cgggacgccg

cccaacttgt

acaaataaag

tcttatcatyg

ctgtttcctg

ataaagtgta

tcactgcccg

cgcgegggga

ctgcgetcecgg

ttatccacag

gccaggaacc

gagcatcaca

taccaggcgt

accggatacce

tgtaggtatc

cccgtteage

agacacgact

gtaggcggtyg

gtatttggta

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

828C

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940



tctgegetcet

aacaaaccac

aaggatctca

actcacgtta

taaattaaaa

gttaccaatg

tagttgccetg

ccagtgctgce

accagccagc

agtctattaa

acgttgttge

tcagctccgg

cggttagcectce

tcatggttat

ctgtgactgg

gctecttgece

tcatcattgg

ccagttcgat

gcgtttctgg

cacggaaatg

gttattgtct

ttccgegecac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

14
9683
DNA
Avrtificial

gctgaagcca

cgctggtage

agaagatcct

agggattttg

atgaagtttt

cttaatcagt

actcccegtce

aatgataccg

cggaagggcc

ttgttgcegg

cattgctaca

ttcccaacga

cttcggtect

ggcagcactg

tgagtactca

ggcgtcaata

aaaacgttct

gtaacccact

gtgagcaaaa

ttgaatactc

catgagcgga

atttccccga
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gttaccttcg

ggtttttttg

ttgatctttt

gtcatgagat

aaatcaatct

gaggcaccta

gtgtagataa

cgagacccac

gagcgcagaa

gaagctagag

ggcatcgtgg

tcaaggcgag

ccgatecgttg

cataattctc

accaagtcat

cgggataata

tcggggegaa

cgtgcaccca

acaggaaggc

atactcttec

tacatatttg

aaagtgccac

gaaaaagagt
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgc
tttttcaata
aatgtattta

ctgacgtc

56

tggtagctct

gcagattacg

tgacgctcag

gatcttcacc

tgagtaaact

ctgtctattt

ggagggctta

tccagattta

aactttatcc

gccagttaat

gtecgtttggt

ccccatgttg

gttggcecgca

gccatccgta

gtgtatgcgg

tagcagaact

gatcttaccg

agcatctttt

aaaaaaggga

ttattgaage

gaaaaataaa

tgatccggcea
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcece
tcagcaataa
gcctceccatcce
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
gtaagggcga
atttatcagg

caaatagggg

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10238



<223> Vector
<400> 14

gacggatcgyg

cegcatagtt

cgagcaaaat

ttagggttag

gattattgac

tggagttccg

cccgeccatt

attgacgtca

atcatatgcc

atgcccagta

tcgctattac

actcacgggg

aaaatcaacyg

gtaggcgtgt

ctgcttactg

gtttaaactt

ttattcctca

cagcgegtga

tatctactca

aatcggccaa

agagaatgta

gaaagaacaa

tgtttaaatg

ggatttgaag

gagatctcce

aagccagtat

ttaagctaca

gcgttttgeg

tagttattaa

cgttacataa

gacgtcaata

atgggtggag

aagtacgccc

catgacctta

catggtgatg

atttccaagt

ggactttceca

acggtgggag

gcttatcgaa

aagcttggta

gtgacccagg

acatgatcat

gtgctgaatg

agaggtataa

tggaagaaaa

ctgaattttg

gcggcagttg

gaaagaactg

gatcccctat

ctgctcectg

acaaggcaag

ctgcttcgeg

tagtaatcaa

cttacggtaa

atgacgtatg

tatttacggt

cctattgacg

tgggactttce

cggttttgge

ctccaccceca

aaatgtcgta

gtctatataa

attaatacga

ccgagctcgg

agctgacaca

ggcagaatca

tacagttttt

ttcaggtaaa

gtgtagtttt

gaagcagtat

caaggatgac

tgaattagat
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ggtgcactct

cttgtgtgtt

gcttgaccga

atgtacgggce

ttacggggtc

atggccegec

ttcccatagt

aaactgccceca

tcaatgacgg

ctacttggca

agtacatcaa

ttgacgtcaa

acaactccge

gcagagctct

ctcactatag

atccactagt

cttagaaggg

ccaggectca

cttgatcatg

ttggaagagt

gaagaagcac

gttgatggag

attaattcct

gtaacatgta

cagtacaatc

ggaggtcget

caattgcatg

cagatatacg

attagttcat

tggctgaccg

aacgccaata

cttggcagta

taaatggccce

gtacatctac

tgggegtgga

tgggagtttg

ccecattgacyg

ctggctaact

ggagacccaa

ccagtgtggt

caattctgca

tcaccatctg

aaaacgccaa

ttgttcaagg

gagaagtttt

atcagtgtga

atgaatgttg

acattaagaa

57

tgctctgatg

gagtagtgecg

aagaatctgc

cgttgacatt

agcccatata

cccaacgacc

gggactttcce

catcaagtgt

gcctggeatt

gtattagtca

tagecggtttg

ttttggcacce

caaatgggceg

agagaaccca

gctggctage

ggaattgcce

gatcaccatg

ccttttagga

caaaattctg

gaaccttgag

tgaaaacact

gtccaatcca

gtgtcccttt

tggcagatgc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gagcagtttt

cgacttgcag

tctgtttcac

gtaaattcta

aatgacttca

gttgttttga

attgtaactg

cataatattg

caccacaact

gacgaaccct

acgaacatct

aaagggagat

tgtcttcgat

ggaggtagag

accagtttct

ggaatatata

taatgaaaga

cgtttaaacc

cecccteccecee

aaatgaggaa

ggggcaggac

gggctctatyg

gecetgtage

acttgccagce

cgccggettt

gtaaaaatag

aaaaccagaa

aaacttctaa

ctgaagctga

ctcgggttgt

atggtaaagt

ctgcccactyg

aggagacaga

acaatgcagc

tagtgctaaa

tcctcaaatt

cagctttagt

ctacaaagtt

attcatgtca

taactggaat

ccaaggtatc

tggatttcca

cgectgatcag

gtgccttect

attgcatcge

agcaaggggg

gcttctgagg

ggcgcattaa

gcectagecgce

cccegtcaag
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tgctgataac

gtcctgtgaa

gctcacccgt

aaccattttg

tggtggagaa

tgatgcatte

tgttgaaact

acatacagag

tattaataag

cagctacgtt

tggatctgge

tcttecagtac

caccatctat

aggagatagt

tattagctgyg

ccggtatgtce

aggatccagc

cctcgactgt

tgaccctgga

attgtctgag

aggattggga

cggaaagaac

gcgeggeggg

ccgetecttt

ctctaaatcg

aaggtggttt
ccagcagtge
gctgagactg
gataacatca
gatgccaaac
tgtggaggct
ggtgttaaaa
caaaagcgaa
tacaaccatg
acacctattt
tatgtaagtg
cttagagtte
aacaacatgt
gggggaccce
ggtgaagagt
aactggatta
acagtggcgg
gccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctggggce
tgtggtggtt
cgetttette

ggggctccect

58

gctceetgtac

catttccatg

tttttcctga

ctcaaagcac

caggtcaatt

ctatcgttaa

ttacagttgt

atgtgattcg

acattgccct

gcattgctga

gctggggaag

cacttgttga

tctgtgctgg

atgttactga

gtgcaatgaa

aggaaaaaac

ccgetcgagt

tgccagccat

cccactgtce

tctattectgg

aggcatgctg

tctagggggt

acgcgcageg

ccttecttte

ttagggttcc

tgagggatat

tggaagagtt

tgtggactat

ccaatcattt

cccttggcag

tgaaaaatgg

cgcaggtgaa

aattattcct

tctggaactg

caaggaatac

ggtcttccac

ccgagccaca

cttccatgaa

agtggaaggg

aggcaaatat

aaagctcact

ctagagggcc

ctgttgtttg

tttcctaata

ggggtggggt

gggatgcggt

atccccacgce

tgaccgctac

tcgeccacgtt

gatttagtgc

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



tttacggcac

gtgtggaaag

gtcagcaacc

gcatctcaat

tccgecccagt

ggccgaggcec

cctaggettt

gaaattaata

gtaccgagct

cggtgtctge

ctgaactgat

ggacagattt

caagcttagc

agcggggget

ccttgctgga

tgtttctggg

tcectgetgee

atctgtatgg

tggacggtct

tgctceogtgg

actgggttga

aactgctgtt

ttgacctcete

ttgtgtccta

tcatgctgge

actgecccecg

cttcgacccec

tcceccagget

aggtgtggaa

tagtcagcaa

tcegeecatt

gcctcggect

tgcaaaaagce

cgactcacta

cggatccact

cgggteecgeg

ctcagggcce

gtccagttog

tgtctttegt

cagctctctg

tgecectacge

ggcactgggce

atactggtat

gttgttggece

gectgaatgcce

ccagatcttc

aggctattcce

gtctgaggag

agetggttte

cttccactgce

cagcagccct

aaggttgcaa

aaaaaacttg

ccccagecagg

agtccccagg

ccatagtccc

ctccgeoecca

ctgagctatt

tctetggcecta

tagggagacc

agtccagtgt

cggacctecge

aggcaggaca

cggaggctgg

tttctttttg

gaccggaaat

ccactgccac

atgatgctgg

gtgtttcectcec

tttcagctaa

cataggagga

attgtgtact

atggaatatt

ctgactagcc

ctgctctttt

atgaattccc

ctcttectget

caactgttgc
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attagggctg

cagaagtatg

ctccccagcea

geecctaact

tggctgacta

ccagaagtag

actagagaac

caagctggct

ggtggaattg

ccagctcaga

gccgaatagg

tgaccctget

ggttcttgat

accttgatgg

ttgactggat

gcctgtgeta

tggacaagac

cattcatgga

atgcccacgt

tcattgecggyg

tgtcecggea

tgctggtcgt

ttgatgtcte

agcttttcag

cccctgagtg

ccctcaagge

tggaatgtgt

caaagcatgce

ggcagaagta

ccgeccatee

atttttttta

tgaggaggct

ccactgctta

agcgtttaaa

ccetttecge

taaagtacag

gaaactcttg

gaatcgacca

ggtgctagac

gctggatgtg

gtatcttgtc

ccggataagce

atcatggaac

tgcaaaccac

geecctttgg

tgtgaaaaag

ctggctettce

gcactggggt

aagatccatt

cattggtatg

gcctecggaag

agcccctcag
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gtcagttagg

atctcaatta

tgcaaagcat

cgeeectaac

tttatgcaga

tttttggagg

ctggcttatc

cttaagcttg

agagcaatgg

aaagacaagg

ggttttgagt

acggaccctg

attccccagg

tgcegettec

tacaccatca

tgtgtgttat

aaccactcct

tactggtctg

aactatgcag

ctggatgcag

agtccecttceca

gggctgectgce

ggcetgttet

ttctcectacg

ctggtgtect

cccagtgttt

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



cctgtgtgta

tgggagctge

ttctcaccca

tggtgcactc

aactgggcta

acatgctgaa

agccccagat

ttgacccteg

tgcaaccact

gcctagacaa

atrtttgtgag

tggagcttgt

ctgctggtga

tctatgtcaa

aggaaaaggt

tggaagggga

gccaacaaag

tccgettett

cacttcgaaa

atgcaaactt

cacattctaa

cagatgttgg

tttgacgttg

caaccctatce

gttaaaaaat

taagaggage

cttcacecctg

gggctataac

ccgecteccac

ccttaaccct

gcaatatgcce

ctactttgat

tgtggacatc

cttgatggac

ccacactgag

tgaagacctg

ggcagaacag

gtaccataag

cactacagag

ggagaatgga

agtaaaaggg

gcteccaggag

gttgcgaaag

tctgatatta

gagacccecttt

tcctectgag

aagggcaatt

gagtccacgt

tcggtctatt

gagctgattt
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cggggcaaaa
ctctacctcc
aactggacaa
cagcacgtga
ggggtattta
acttgcctga
atttgggtcet
gtgcaggccg
ctgtctceet
gtggtcttca
ggcaacacta
aagaaccaga
gtgtatacga
cttgcactgg
agtgaaacag
ggccctgage
attgaacgcc
ctctatgtct
ggccgtectt
gaggcagttg
tcaaatecctg
cgagtctaga
tctttaatag
cttttgattt

aacaaaaatt

gtggccagaa
tggagcagct
atgggctgta
agatcaccta
cacagagtcg
gcegectgcet
ccatcaatga
cttggtcace
ggagggccaa
ttgcagattt
gcatccagct
ctcttcgaga
catcacctag
agcaagacct
ggcctctacc
caacacctct
ggcgaaatac
ttcgeccgecag
ccctggagcea
gagaactgaa
atectgtcecea
gggccogece
tggactcttg
ataagggatt

taacgcgaat
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gccagggetyg
attcetgece
tggctattcc
ccgtgatgge
gcgatggaag
tceccaagtat
cecgettccag
ctttcagege
gttacaggaa
ccctggactyg
gctgeagggy
gggagaaaaa
cccttcecttge
ggcatatctg
cccagagctg
ggttcagacc
tectttecat
cttcectgatyg
gctggcccag
tccectcaaac
ctcagagtte
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt

taattctgty

cgccatcagce

tattctcatt

tgggacatga

cgcactggeg

gatcatgcag

aatgtcactg

cagaggattt

acatcctggg

atcaagageca

cacttggaga

gaagtgactg

atgcagttge

tacatgtacyg

caagaattaa

cagcctctgt

tttcttagac

gagcgattct

acttgtatct

gaggtgactt

acggattctt

tgaagggggce

tttttcgece

gaacaacact

cggectattyg

gaatgtgtgt

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



cagttagggt

ctcaattagt

caaagcatgc

ccectaacte

tatgcagagg

tttggaggcc

gatcaagaga

tctceggeeg

tgctctgatg

accgacctgt

gccacgacgg

tggctgctat

gagaaagtat

tgceccatteg

ggtettgteg

ttegecagge

geectgettge

cggctgggtyg

gagcttggeg

tcgecagegea

tcgaaatgac

ccttctatga

agcgecgggga

atggttacaa

attctagttg

cctectageta

gtggaaagtc

cagcaaccag

atctcaatta

cgeccagtte

cegaggeege

taggecttttg

caggatgagg

cttgggtgga

ccgcegtgtt

ccggtgeccet

gegttecttyg

tgggcgaagt

ccatcatggce

accaccaagce

atcaggatga

tcaaggegeg

cgaatatcat

tggcggaccg

gcgaatgggce

tcgecettecta

cgaccaagcg

aaggttgggc

tctcatgctyg

ataaagcaat

tggtttgtec

gagcttggeg
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cccaggetcee

gtgtggaaag

gtcageaacce

cgeccattet

ctctgectcet

caaaaagctc

atcgtttcgce

gaggctattc

ccggctgtceca

gaatgaactg

cgcagetgtyg

gccggggeag

tgatgcaatg

gaaacatcge

tctggacgaa

catgeccgac

ggtggaaaat

ctatcaggac

tgaccgecttc

tcgccttett

acgcccaacc

ttcggaatcg

gagttcttcg

agcatcacaa

aaactcatca

taatcatggt

ccagcaggca
tcececcagget
atagtcceege
ccgcececatg
gagctattce
ccgggagett
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggce
caggacgagyg
ctcgacgttg
gatctcectgt
cggeggetge
atcgagcgag
gagcatcagyg
ggcgaggatc
ggcecgetttt
atagegttgg
ctcgtgettt
gacgagttct
tgccatcacg
ttttceccggga
cccaccccaa
atttcacaaa
atgtatctta

catagctgtt
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gaagtatgca

cceccagcagg

ccctaactcee

gctgactaat

agaagtagtg

gtatatccat

aagatggatt

gggcacaaca

gcececggttet

cagcgcggcet

tcactgaage

catctcacct

atacgcttga

cacgtactceg

ggctegegece

tcgtegtgac

ctggattcat

ctacccgtga

acggtatcgce

tctgagcggg

agatttcgat

cgccggctgyg

cttgtttatt

taaagcattt

tcatgtctgt

tcctgtgtga

aagcatgcat

cagaagtatg

gececateceeg

tetttttratt

aggaggcttt

tttcggatct

gcacgcaggt

gacaatcggc

ttttgtcaag

atcgtggetg

gggaagggac

tgctectgee

tccggcetace

gatggaagcec

agccgaactg

ccatggegat

cgactgtgge

tattgctgaa

cgctceccgat

actctggggt

tcecacecgeeg

atgatcctce

gcagcttata

ttttcactge

atacecgtcga

aattgttate

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560



cgctecacaat

aatgagtgag

acctgtecgtg

ttgggegcetce

gagcggtatc

caggaaagaa

tgctggcgtt

gtcagaggtg

ccetegtgeg

cttcgggaag

tecgttegete

tatccggtaa

cagccactgg

agtggtggec

agccagttac

gtagecggttt

atcctttgat

ttttggtcat

gttttaaatc

tcagtgaggc

ccgtcgtgta

taccgcgaga

gggccgageg

gccgggaagc

ctacaggcat

tccacacaac

ctaactcaca

ccagctgcat

tteccgettee

agctcactca

catgtgagca

tttccatagg

gcgaaacceg

ctcteoctgtt

cgtggcgett

caagctgggc

ctatcgtctt

taacaggatt

taactacggce

cttcggaaaa

ttttgtttge

cttttctacg

gagattatca

aatctaaagt

acctatctca

gataactacg

cccacgcetca

cagaagtggt

tagagtaagt

cgtggtgtca
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atacgagccg

ttaattgcgt

taatgaatcg

tcgcectcactg

aaggcggtaa

aaaggccagc

ctccgeecceccc

acaggactat

ccgaccctge

tctcatagcect

tgtgtgcacg

gagtccaacc

agcagagcga

tacactagaa

agagttggta

aagcagcaga

gggtctgacg

aaaaggatct

atatatgagt

gcgatctgte

atacgggagg

ccggctccag

cctgcaactt

agttcgccag

cgctcgtcecgt

gaagcataaa
tgcgctcact
gccaacgecgce
actcgctgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aacccccecegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
gaacagtatt
gctcttgate
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgttc
gcttaccatce
atttatcage
tatccgectce
ttaatagttt

ttggtatggc

62

gtgtaaagcec

gecccgettte

ggggagaggc

cteggtcegtt

cacagaatca

gaaccgtaaa

tcacaaaaat

ggcgtttecc

atacctgtcecce

gtatctcagt

tcagcccgac

cgacttatcg

cggtgctaca

tggtatctgce

cggcaaacaa

aaaaaaagga

cgaaaactca

ccttttaaat

tgacagttac

atccatagtt

tggcceccagt

aataaaccag

catccagtcect

gcgcaacgtt

ttcattcagc

tggggtgect

cagtcgggaa

ggtttgcgta

cggctgcgge

ggggataacg

aaggccgegt

cgacgctcaa

cctggaagct

gcctttctce

tcggtgtagg

cgctgegect

ccactggcag

gagttcttga

gctctgectga

accaccgcetg

tctcaagaag

cgttaaggga

taaaaatgaa

caatgcttaa

gcctgactcee

gctgcaatga

ccagccggaa

attaattgtt

gttgccattg

tccggttcecec

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

92060



aacgatcaag

gtcctccgat

cactgcataa

actcaaccaa

caatacggga

gttectteggg

ccactecgtge

caaaaacagg

tactcatact

gcggatacat

cccgaaaagt

gcgagttaca

cgttgtcaga

ttctcttact

gtcattctga

taataccgeg

gcgaaaactc

acccaactga

aaggcaaaat

cttecttttt

atttgaatgt

gccacctgac
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tgatccccca

agtaagttgg

gtcatgccat

gaatagtgta

ccacatagca

tcaaggatct

tcttecagecat

gccgcaaaaa

caatattatt

atttagaaaa

gtc

tgttgtgcaa

ccgcagtgtt

ccgtaagatg

tgcggcgacce

gaactttaaa

taccgectgtt

cttttacttt

agggaataag

gaagcattta

ataaacaaat

aaaagcggtt

atcactcatg

cttttctgtg

gagttgctct

agtgctcatc

gagatccagt

caccagegtt

ggcgacacgg

tcagggttat

aggggttccg

agctccttcecg

gttatggcag

actggtgagt

tgcccggegt

-attggaaaac

tcgatgtaac

tctgggtgag

aaatgttgaa

tgtctcatga

cgcacatttc

<210> 15
9781

DNA

<211>
<212>
<213>
<220>

<223> Vector

<400> 15

gacggatcgg

ccgcatagtt

cgagcaaaat

ttagggttag

gattattgac

tggagttccg

cccgeccatt

attgacgtca

atcatatgcc

atgcccagta

Artificial

gagatctccc

aagccagtat

ttaagctaca

gegttttgeg

tagttattaa

cgttacataa

gacgtcaata

atgggtggag

aagtacgccc

catgacctta

gatcccctat

ctgctcecctg

acaaggcaag

ctgecttegeg

tagtaatcaa

cttacggtaa

atgacgtatg

tatttacggt

cctattgacg

tgggactttce

ggtgcactct
cttgtgtgit
gettgaccga
atgtacgggce
ttacggggtc
atggcccgec
ttcccatagt
aaactgcecca
tcaatgacgg

ctacttggca
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cagtacaatc

ggaggtcgcet

caattgcatg

cagatatacg

attagttcat

tggctgaccg

aacgccaata

cttggcagta

taaatggcce

gtacatctac

tgctctgatg

gagtagtgcg

aagaatctgc

cgttgacatt

agcccatata

cccaacgacc

gggactttcc

catcaagtgt

gcctggeatt

gtattagtca

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9683

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



tcgcectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactg
gtttaaactt
ttattcctca
agcgcegtgaa
atctactcag
atcggccaaa
gagaatgtat
aaagaacaac
gtttaaatgyg
gatttgaagg
agcagttttg
gacttgcaga
ctgtttcaca
taaattctac
atgacttcac
ttgttttgaa
ttgtaactgce
ataatattga
accacaacta
acgaacéctt

cgaacatctt

catggtgatg

atttccaagt

ggactttcca

acggtgggag

gcttatcgaa

aagcttggta

gtgacccagg

catgatcatg

tgctgaatgt

gaggtataat

ggaagaaaag

tgaattttgg

cggcagttgc

aaagaactgt

taaaaatagt

aaaccagaag

aacttctaag

tgaagctgaa

tcgggttgtt

tggtaaagtt

tgceccactgt

ggagacagaa

caatgcagct

agtgctaaac

cctcaaattt

cggttttgge

ctccacceca

aaatgtcgta

gtctatataa

attaatacga

ccgagectcogg

agctgacaca

gcagaatcac

acagtttttce

tcaggtaaat

tgtagttttg

aagcagtatg

aaggatgaca

gaattagatg

gctgataaca

tcctgtgaac

ctcaccegtyg

accattttgg

ggtggagaag

gatgcattct

gttgaaactg

catacagagc

attaataagt

agctacgtta

ggatctggcect
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agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctct
ctcactatag
atccactagt
cttagaaggg
caggcctcat
ttgatcatga
tggaagagtt
aagaagcacg
ttgatggaga
ttaattccta
taacatgtaa
aggtggtttg
cagcagtgcc
ctgagactgt
ataacatcac
atgccaaacc
gtggaggctce
gtgttaaaat
aaaagcgaaa
acaaccatga
cacctatttg

atgtaagtgg
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tgggcgtgga

tgggagtttg

cccattgacg

ctggctaact

ggagacccaa

ccagtgtggt

caattctgca

caccatctge

aaacgccaac

tgttcaaggg

agaagttttt

tcagtgtgag

tgaatgttgg

cattaagaat

ctcctgtact

atttccatgt

ttttectgat

tcaaagcacc

aggtcaattc

tatcgttaat

tacagttgtc

tgtgattcga

cattgeccectt

cattgctgac

ctggggaagg

tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
agagaaccca
gctggctage
ggaattgcce
gataccatgc
cttttaggat
aaaattctga
aaccttgaga
gaaaacactg
tccaatccat
tgteccctttg
ggcagatgcg
gagggatatc
ggaagagttt
gtggactatg
caatcattta
ccttggcagg
gaaaaatgga
gcaggtgaac
attattccéc
ctggaactgg
aaggaataca

gtcttccaca

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



aagggagatc

gtcttegate

gaggtagaga

ccagtttett

gaatatatac

aatgaaagat

cgtttaaacc

ccecetececcee

aaatgaggaa

ggggcaggac

gggctctatg

gceccctgtage

acttgccagce

cgccggettt

tttacggcac

cctcatttta

gggaggggea

tttaaacggg

gagtggacag

ggattcagtt

agctgeteca

aagctgcggce

ggagtatttc

accagaggtg

gggggtagag

gccaggtcett

agctttagtt

tacaaagtte

ttcatgtcaa

aactggaatt

caaggtatcc

ggatttccaa

cgctgatcag

gtgecttceccet

attgcatcgce

agcaaggggg

gcttctgagg

ggcgcattaa

gcecctagege

cccecgtcaag

ctecgacceca

ttaggaaagg

aacaacagat

ccctctagac

gatcaggatt

ctccaactge

gggaaggacg

gaaagacata

geceggegttce

ttggctcagg

gecctgttte

gctccagtge

cttcagtacc

accatctata

ggagatagtg

attagctggg

cggtatgtca

ggatccagca

cctcgactgt

tgaccctgga

attgtctgag

aggattggga

cggaaagaac

gcgeggceggg

cegetecettt

ctctaaatcg

aaaaacttga

acagtgggag

ggctggcaac

tcgaattgce

tgactcagga

ctcaaagggt

gcecctaatate

gagctttege

aatctceccoctgyg

gcecoecetttt

acttccatte

aagctctgta
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ttagagttcc
acaacatgtt
ggggacccca
gtgaagagtg
actggattaa
cagtggegge
geccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagce
cagctggggce
tgtggtggtt
cgctttectte
ggggctcccet
ttagggtgat
tggcacctte
tagaaggcac
cttccaacat
ggattagaat
ctcaagtttg
agatttcgaa
aacaagaagc
agcectttgtt
acttcecceectt
tccacectttt

gtgttgacat

65

acttgttgac

ctgtgetggce

tgttactgaa

tgcaatgaaa

ggaaaaaaca

cgectecggtte

tgccagccat

ceccactgtece

tctattctgg

aggcatgcectg

tctagggggt

acgcgcagcg

ccttectttce

ttagggttcce

ggttcacatc

cagggtcaag

agtcgagget

ctggccecccet

gtgaagaatc

cataagtcac

gtgagataca

ggaagaatcg

ggcgtctaag

ccaacagagg

cctttaatte

agacgtacat

cgagccacat

ttccatgaag

gtggaaggga

ggcaaatatg

aagctcactt

ctagagggec

ctgttgtttg

tttectaata

ggggtggggt

gggatgceggt

atccccacgce

tgaccgctac

tcgccacgtt

gatttagtge

gatgcaattt

gaaggcacgd

gatcagcggg

tcagaactct

cgtgtttgag

ctcctgggece

agtcatcagg

ctcatggaaa

aaaggtctga

ctgcagctct

ttgcagatat

gtagcaagaa

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



gggctaggtg

ccctectecgaa

agcagctgga

gggaaatctg

aacttggccce

aagggtgacc

cggtcattga

ggaagcaggc

cgccgactcect

cggtaggtga

ccatacagcc

aatagctgct

ggettcetgge

gctgecttga

ggccactcag

atgctgaaaa

cttgagacat

tgcacgacca

cagtgccggg

acacccgcaa

ggcacgtggg

gcatccatga

gatgtcttgt

cggtagcaca

tacatccagt

atgtcgtata

gagtctggtt

tgctagtgtt

caatgaagac

tccagggaga

aagcggcctg

tggagaccca

ggctcaggceca

gtgtaaatac

tcttcacgtg

catttgtcca

ccaggaggta

cacttttgece

ggggcaacag

gggagcagaa

gctgggaatt

caaaaaagag

gcaggctagt

acaaatattc

tgaagtacac

cattcctcct

atgttagctg

ccaggagaaa

ggcccagcat

caagtggcag

caccttatgg

cttctgttet

gcccaggtcet

cacctcagtg

caggtccatc

cacgatgtcc

aatatcaaag

agtggcatat

cccagggtta

ctggtgggag

gttgttatag

gagcagggtg

ccggectecte

ttgttgcaac

gagagggctg

catgcagtgg

caggaaacca

cagctcctca

catggaatag

aatgaagatc

atgggcattc

aaaggccaac

cacataccag

catgcccagt

tgggcgtagg
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tactcaccag
gccacaagct
tcactcacaa
tggttgtcta
aagagtggtt
acacgagggt
tagatctggg
tgcttcagca
aggtagccca
cgggagtgca
ccctgggtga
aaggcagctc
ttatacacac
cttcggggge
ctggccagca
aagtaggaca
gctgagaggt
gacaacagca
ccttcaaccce
tggccacgga
agcagaccgt
aacccataca
tatggcagca
gcccccagaa

gcatccagca

66

caggcaactg
ccacagtcac
aattctccaa
ggctgctctt
gcacccagga
caaaaatcct
gctcagtgac
tgtctgcatg
gttcgccagt
ccatcatgtc
gaaaatgaga
ccagctgatg
aggaaacact
agtaggacac
tgacgtagga
caaagaacag
caagcagcag
gtttgaaggg
agtctgcatc
gcactgcata
ccacagacca
gataggagtg
ggaataacac
acatgatggt

aggggaagcyg

cattttttcet

ttccecectge

gtgcagtcca

gatttcectgt

tgtgcgectga

ctgctggaag

attatacttg

atcecttceccat

gcggccatca

ccaggaatag

atagggcagg

gcgcagccct

gggctgaggg

cagcttccga

gaacatacca

gccaatggat

cccaccccag

actgaagagc

cagcttttte

gttccaaagg

gtagtggttt

gttgttccat

acagcttatc

gtagacaaga

gcacacatcc

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



agcccatcaa

accatcaaga

ttcagcaggy

ttcectatte

ttatctgagc

gggcaattcc

gctagccage

tgggttctct

tcactacttc

aattagtcag

cggagttagg

gcctgcectggg

cgatgtgggce

tttaatagtg

tttgatttat

caaaaattta

caggctccce

gtggaaagte

cagcaaccat

cccattctcce

ctgcctctga

aaaagctccce

cgtttcgcecat

ggctattegg

ggctgtcagce

atgaactgca

ggtatttccg

acccaaaaag

tcaccagcct

ggctgtectg

tgggcgaggt

accacactgyg

ttgggtctcc

agttagccag

tggaatagct

ccatggggcg

ggcgggacta

gagcctgggg

catcgccecctg

gactcttgtt

aagggatttt

acgcgaatta

agcaggcaga

ceccaggetece

agtceccgece

gcecccatggce

gctattccag

gggagcttgt

gattgaacaa

ctatgactgg

gcaggggcgce

ggacgaggca

gtccagagag
aaaacgaaag
ccgccaactg
cctgggeccct
ccgecgeggac
actagtggat
ctatagtgag
agagettttt
cagaggccga
gagaatgggce
tggttgctga
actttccaca
atagacggtt
ccaaactgga
gccgatttcecg
attctgtgga
agtatgcaaa
ccagcaggca
ctaactccege
tgactaattt
aagtagtgag
atatccattt
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt

gecgcggectat
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ctgagcccce

acagctaagc

gacaaatctg

gagatcagtt

cecggcagaca

ccgagctcgg

tcgtattaat

gcaaaagcect

ggcggectcg

ggaactggge

ctaattgaga

ccctaactga

tttecgeectt

acaacactca

gcctattggt

atgtgtgtca

gcatgcatct

gaagtatgca

ccatcccgec

tttttattta

gaggecttttt

tcggatetga

acgcaggttc

caatcggcetg

ttgtcaagac

cgtggectggc

gctcectgggg

ttgcagggtc

tccactcaaa

cageccttgte

ccgeccattgce

taccaagctt

ttcgataagce

aggcctccaa

gcctetgeat

ggagttaggg

tgcatgcttt

cacacattcc

tgacgttgga

accctatctce

taaaaaatga

gttagggtgt

caattagtca

aagcatgcat

cctaactceg

tgcagaggcec

tggaggccta

tcaagagaca

tccggeeget

ctctgatgcce

cgacctgtee

cacgacgggc
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aatgtctagc

cgttggtcga

acccaagagt

tttctgtact

tctgcggaaa

aagtttaaac

cagtaagcag

aaaagcctcc

aaataaaaaa

gcgggatggg

gcatacttct

acagccggat

gtccacgttc

ggtctattcet

gctgatttaa

ggaaagtccc

gcaaccaggt

ctcaattagt

cccagttecyg

gaggecgect

ggcttttgca

ggatgaggat

tgggtggaga

gcecgtgttcec

ggtgcectga

gttccttgeg

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660

6720



cagctgtgct

cggggcagga

atgcaatgcg

aacatcgcat

tggacgaaga

tgcccgacgg

tggaaaatgg

atcaggacat

accgcttcect

gccttcttga

gcccaacctg

cggaatcgtt

gttcttcgec

catcacaaat

actcatcaat

atcatggtca

acgagccgga

‘aattgegttyg

atgaatcggce

gctcactgac

ggcggtaata

aggccagcaa

ccgccccect

aggactataa

gaccctgecg

cgacgttgtce

tctcctgtca

gcggectgecat

cgagcgagcea

gcatcagggg

cgaggatctce

ccgettttct

agcgttggct

cgtgctttac

cgagttcttce

ccatcacgag

ttccgggacg

caccccaact

ttcacaaata

gtatcttatc

tagctgtttc

agcataaagt

cgctcactge

caacgcgegg

tcgetgeget

cggttatcca

aaggeccagga

gacgagcatc

agataccagg

cttaccggat
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actgaagcgg

tctcaccttg

acgcttgatc

cgtactcgga

ctcgcgeccag

gtcgtgaccce

ggattcatcg

acccgtgata

ggtatcgceg

tgagcgggac

atttcgattc

ccggctggat

tgtttattge

aagcattttt

atgtctgtat

ctgtgtgaaa

gtaaagcctg

cecgctttcca

ggagaggcggd

cggtegtteg

cagaatcagg

accgtaaaaa

acaaaaatcg

cgtttcccce

acctgtecgce

gaagggactg
ctcctgccga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
ctcccgattce
tctggggttce
caccgcegec
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgacc
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgcggcga
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc

ctttctceet
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gctgctattg

gaaagtatcc

cccattcgac

tcttgtcgat

cgccaggctce

ctgcttgeccg

gctgggtgtg

gecttggecgge

gcagcgcatce

gaaatgaccg

ttctatgaaa

cgcggggatc

ggttacaaat

tctagttgtg

tctagctaga

ctcacaattc

tgagtgagct

ctgtcgtgcecc

gggecgctctt

gcggtatcag

ggaaagaaca

ctggcgtttt

cagaggtggc

ctcgtgecget

tcgggaagceg

ggcgaagtgce

atcatggctg

caccaagcga

caggatgatc

aaggcgcgca

aatatcatgg

gcggaccgcet

gaatgggctyg

gccttctatce

accaagcgac

ggttgggcett

tcatgctgga

aaagcaatag

gtttgtccaa

gcttggcgta

cacacaacat

aactcacatt

agctgcatta

cecgettectce

ctcactcaaa

tgtgagcaaa

tccataggct

gaaacccgac

ctcctgttce

tggegettte

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220



tcatagctca

tgtgcacgaa

gtccaacccg

cagagcgagg

cactagaaga

agttggtagc

gcagcagatt

gtctgacgct

aaggatcttc

atatgagtaa

gatctgtcta

acgggagggc

ggctccagat

tgcaacttta

ttcgccagtt

ctcgtcgttt

atcccccatg

taagttggcce

catgccatcc

atagtgtatg

acatagcaga

aaggatctta

ttcagcatct

cgcaaaaaag

atattattga

ttagaaaaat

C

cgctgtaggt

cccccoccocgtte

gtaagacacg

tatgtaggcg

acagtatttg

tcttgatccg

acgcgcagaa

cagtggaacg

acctagatcc

acttggtctg

tttcgttcat

ttaccatctg

ttatcagcaa

tccgcctcca

aatagtttgce

ggtatggett

ttgtgcaaaa

gcagtgttat

gtaagatgct

cggcgaccga

actttaaaag

ccgectgttga

tttacttteca

ggaataaggg

agcatttatc

aaacaaatag
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atctcagttc

agcccgaccg

acttatcgec

gtgctacaga

gtatctgecgce

gcaaacaaac

aaaaaggate

aaaactcacyg

ttttaaatta

acagttacca

ccatagttgc

gccccagtge

taaaccagcc

tccagtctat

gcaacgttgt

cattcagctce

aagcggttag

cactcatggt

tttctgtgac

gttgctcttg

tgctcatcat

gatccagttc

ccagcgtttc

cgacacggaa

agggttattg

gggtteccgeg

ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgectggt
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactccce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgccattgct
cggttcccaa
ctectteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgagce

cacatttcec
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gttcgctcececa

tccggtaact

gccactggta

tggtggccta

ccagttacct

agcggttttt

cctttgatct

ttggtcatga

tttaaatcaa

agtgaggcac

gtcgtgtaga

ccgegagacc

goccgagcocgca

cgggaagcta

acaggcatcg

cgatcaaggc

cctececgateg

ctgcataatt

tcaaccaagt

atacgggata

tcttcgggge

actecgtgcac

aaaacaggaa

ctcatactct

ggatacatat

cgaaaagtgc

agctgggectg

atcgtcttga

acaggattag

actacggcta

tcggaaaaag

ttgtttgcaa

tttectacggg

gattatcaaa

tctaaagtat

ctatctcagc

taactacgat

cacgctcacc

gaagtggtcc

gagtaagtag
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REIVINDICACIONES
1. Una célula huésped eucariota que comprende al menos un vector de expresion que comprende:

una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que requiere gamma-carboxilacién y secuencias control
asociadas a la expresion que comprenden un primer promotor y

una molécula de acido nucleico que codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control asociadas a la
expresién que comprenden un segundo promotor,

en el que el primer promotor se selecciona de promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV),
pEF-1a, pRSV o pUbC, y

el segundo promotor se selecciona de promotor temprano inmediato de SV40, promotor FIX minimizado o promotor
de quinasa timidina de HSV.

2. La célula huésped que se reivindica en la reivindicacion 1, en la que las moléculas de &acido
nucleico estan dentro de un vector de expresion sencillo.

3. La célula huésped que se reivindica en la reivindicacién 1 o 2, en la que el primer promotor es el
promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV) y el segundo promotor es el promotor temprano
de SV40.

4. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilacién se selecciona del grupo que consiste en: factor de coagulacion VII, factor de
coagulacion IX, protrombina (factor de coagulacion I1), factor de coagulacion X, proteina C, proteina S, proteina Z,
proteina Bone Gla, proteina de Matriz Gla, proteina especifica de detencidn del crecimiento 6 y proteina del tipo FXa
de Acanthophiinae.

5. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilaciéon es un factor de coagulacion dependiente de la vitamina K.

6. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilacion es el Factor IX.

7. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilacion es el Factor X.

8. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilacion es la protrombina.

9. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilacion es la proteina C.

10. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proteina que
requiere gamma-carboxilacion es el Factor VII.

11. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la proteina
gue requiere gamma-carboxilacion es una proteina humana.

12. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que la y-glutamil
carboxilasa es una proteina humana.

13. Una célula como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que la célula se
selecciona del grupo que consiste en: una célula de mamifero, célula de levadura o célula de insecto.

14. Una célula como se reivindica en la reivindicacion 13, en la que la célula es una célula de
mamifero.

15. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que requiere
gamma-carboxilaciéon y secuencias control asociadas a la expresion que comprenden un primer promotor y una
molécula de &cido nucleico que codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control asociadas a la expresion
que comprenden un segundo promotor,

en el que el primer promotor se selecciona de promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV),
pEF-1a, pRSV o pUbC, y

el segundo promotor se selecciona de promotor temprano inmediato de SV40, promotor FIX minimizado o promotor
de quinasa timidina de HSV.

16. Un vector como se reivindica en la reivindicacion 15, en el que el primer promotor es el promotor
temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV) y el segundo promotor es el promotor temprano de SV40.
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17. Un vector como se reivindica en la reivindicacion 15 o 16, en elque la proteina que requiere
gamma-carboxilaciéon se selecciona del grupo que consiste en: factor de coagulacion VII, factor de coagulacion IX,
protrombina (factor de coagulacién 1), factor de coagulacién X, proteina C, proteina S, proteina Z, proteina Bone
Gla, proteina de Matriz Gla, proteina especifica de detencion del crecimiento 6 y proteina del tipo FXa de
Acanthophiinae.

18. Un vector como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que la proteina
que requiere gamma-carboxilacion es el Factor IX.

19. Un vector como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que la proteina
que requiere gamma-carboxilacion es el Factor X.

20. Un vector como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que la proteina
gue requiere gamma-carboxilacién es la protrombina.

21. Un vector como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que la proteina
que requiere gamma-carboxilacion es la proteina C.

22. Un vector como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que la proteina
que requiere gamma-carboxilacion es el Factor VII.

23. Un método para producir la proteina gamma-carboxilada que comprende:

(i) cultivar una célula eucariota que comprende al menos un vector de expresion que comprende una molécula
de acido nucleico que codifica una proteina que requiere gamma-carboxilacion y secuencias control asociadas a
la expresion que comprenden un primer promotor y

una molécula de &cido nucleico que codifica una y-glutamil carboxilasa y secuencias control asociadas a la
expresion que comprenden un segundo promotor,

en el que el primer promotor se selecciona del promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano
(hCMV), pEF-1a, pRSV y pUbC, y

el segundo promotor se selecciona del promotor temprano inmediato de SV40, promotor FIX minimizado o
promotor de quinasa timidina de HSV, y

(i) aislar la proteina gamma-carboxilada.

24, Un método como se reivindica en la reivindicacion 23, en el que la proteina gamma-carboxilada se
selecciona del grupo que consiste en: factor de coagulacion VII, factor de coagulacién IX, protrombina (factor de
coagulacién 1), factor de coagulacion X, proteina C, proteina S, proteina Z, proteina Bone Gla, proteina de Matriz
Gla, proteina especifica de detencion del crecimiento 6 y proteina del tipo FXa de Acanthophiinae.

25. Un método como se reivindica en la reivindicacion 23 o 24, en el que la proteina que requiere
gamma-carboxilacion es un factor de coagulacion dependiente de la vitamina K o su forma activada.

26. Un método como se reivindica en la reivindicacion 23 o 25, en el que la proteina que requiere
gamma-carboxilacion es el Factor IX o su forma activada.

27. Un método como se reivindica en la reivindicacion 23 o 25, en el que la proteina que requiere
gamma-carboxilacion es el Factor X o su forma activada.

28. Un método como se reivindica en la reivindicacion 23 o 25, en el que la proteina que requiere
gamma-carboxilacién es la protrombina o su forma activada.

29. Un método como se reivindica en la reivindicacién 23 o 25, en el que la proteina que requiere
gamma-carboxilacion es la proteina C o su forma activada.

30. Un método como se reivindica en la reivindicacion 23 o 25, en el que la proteina que requiere
gamma-carboxilacién es el Factor VIl o su forma activada.

31. Un método para producir una composiciéon farmacéutica adecuada para inducir la coagulacion de
la sangre o promover un incremento o decrecimiento de la coagulacién, que comprende la etapas de

(i) expresar una proteina carboxilada activa en una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 1,
(i) purificar la proteina carboxilada activa, y

(i) mezclar la proteina carboxilada purificada con uno o varios vehiculos farmacéuticamente aceptables o
excipientes.

71



ES 2357603 T3

Figura la
amp-r _‘?CMV
ori puUC
protrombina humana
SHRpaE s PN32
| 10139 bp
neo-r sitio BGH pA
/ sec. BGH poly A
pSV40', pSV40
GGCX huma\no
Figura 1b

protrombina humana

/
/

72



ES 2357603 T3

Figura 2 at

_protrombina humana

SvitpA_— PPcompHzo
10238 bp
oot / ‘_,:_::siti_o BGH pA
: 'sec. BGH pA
—
pSVAD + o sitio BGH pA

PS\“D“' \

\

‘\
GGCX humano

Figura 3a

nﬂpmv‘ FIX humano

i 4
%83bp f\T——s,itio_BGH pA
neos ‘ g sec. BGH polyA
O e

GGCX humano

Figura 3b

FIX humano

S S7at
2

SVAmRA Ly FOhglx

sreite '\'—sitiq BGH pA
neor \ sec. BGH pA
) sitio BGH pA
PS40 + orl /

pSvao GGCX humano

73



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



