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DESCRIPCION
Vector para seleccidon y/o maduracion eficiente de un anticuerpo y sus usos

La presente invencién se refiere a un procedimiento de mejora de la capacidad de seleccion del anticuerpo en
biblioteca de despliegue de fago, en el que dicha mejora se obtiene a través de la reduccion de los niveles de
expresion de los anticuerpos producidos en dicha biblioteca.

Campo de la invencion

La tecnologia de ADN recombinante proporciona una alternativa econémica y util para la produccion de anticuerpos
monoclonales. El despliegue de anticuerpos recombinantes en la capside del bacteriéfago, conocido como
despliegue en fago, no solo permite la generaciéon de una biblioteca de anticuerpos humanos para la seleccion de
ligadores especificos, que proporciona anticuerpos Utiles para la terapia que no induce una respuesta inmune
perjudicial en los pacientes, sino que también facilita la maduracién de afinidad de los anticuerpos a través de la
construccion de una biblioteca de anticuerpos mutantes, que proporciona clones con mayor afinidad.

La posibilidad de hallar ligadores de alta afinidad en una biblioteca de anticuerpos recombinantes caracteriza su
calidad, que depende de varios factores como tamario, diversidad y fuente de los genes de inmunoglobulina de la
biblioteca.

Se sabe que varios tejidos linfoides de donantes inmunizados o no inmunizados, tales como linfocitos de sangre
periférica, bazo y médula ésea e incluso tejido de ganglios linfaticos metastatico o drenado de individuos afectados
por tumores pueden actuar como fuente del repertorio de anticuerpos especificos.

Si bien las bibliotecas de anticuerpos sin tratamiento son mas diversas y llevan al aislamiento de especificidades de
anticuerpo amplias, es razonable sugerir que la construccion de una biblioteca de anticuerpos recombinantes a partir
del repertorio de Ig de un paciente afectado por una enfermedad especifica puede proporcionar fragmentos de
anticuerpos de mayor afinidad contra antigenos particulares.

Varios estudios publicados describen la construccion de bibliotecas de anticuerpos recombinantes provenientes de
ganglios linfaticos asociados con tumor (Clin. Exp. Immunol. 1997 109(1):166-74; Int. J. Mol. Med. 2004 14(4):7291(1
35; World J. Gastroenterol. 2004 10 (18):2619-23). Estos estudios se basan en la idea general de que el tejido del
ganglio linfatico de los pacientes con cancer esta infiltrado con células B activadas, que pueden servir como fuente
de anticuerpos especificos de tumor.

Es relativamente dificil obtener ganglios linfaticos metastaticos o drenados de los pacientes con cancer de mama
como material quirdrgico fresco. De acuerdo con la practica médica reciente el cirujano extirpa solo un ganglio
linfatico centinela o un pequefio agrupamiento de ganglios (ganglio centinela y los mas proximos a este), de este
modo se realiza una cirugia menos invasiva y se reducen los efectos secundarios, en vez de extirpar docenas de
ganglios linfaticos de acuerdo con la técnica quirdrgica previa. Después de la diseccion del ganglio linfatico
centinela, practicamente se estudia el ganglio entero para determinar la presencia de micrometastasis o células
cancerosas unicas. En consecuencia, en la cirugia de cancer de mama el ganglio metastatico esta practicamente no
disponible como material quirdrgico descartado.

La evidencia de que los anticuerpos derivados de linfocitos B infiltrantes del tumor (TIL-B) también pueden reconocer
células tumorales se obtuvo por la producciéon de hibridomas humanos, obtenidos de TIL, capaces de secretar
anticuerpos especificos de tumor (Lancet. 1982 1(8262):11-4; Br. J. Cancer, 1983 47(1): 135-45); por la expansién
de las células B de TIL de las biopsias de tumor humano (Cancer Immunol. Immunother. 1994 38(4):225-32); por la
expansion de las células B de TIL derivado de melanoma y posterior clonacion del anticuerpo scFv de un clon de
células B unico con reactividad especifica para melanoma (Cancer Res. 1995 55:3584-91); y por transplante
subcutaneo de tejido de cancer pulmonar humano en ratones inmunodeficientes productores de anticuerpos
humanos derivados de TIL-B, que reconocieron dos proteinas especificas de tumor (Cancer Invest. 2000;18(6):5301
6; Cancer Res. 2002 62(6):1751-6), de este modo se sugiere una funcion especifica de TIL-B en el tumor.

Recientemente, el carcinoma cervical y un tipo raro de cancer de mama, clasificado como carcinoma medular (MCB)
han demostrado que se caracterizan por infiltrados linfoplasmaciticos que se correlacionan con mejor prondstico y
supervivencia del paciente. Estas enfermedades se investigaron para entender la naturaleza de los linfocitos B
infiltrados en tumores (TIL-B) por el uso también de procedimientos de despliegue en fago. El estudio de la
estructura molecular de las regiones variables del anticuerpo proporcioné evidencia de las respuestas inmuno
humorales dirigidas por antigeno en los carcinomas de mama medulares, asi como en los tumores cervicales. La
predominancia oligoclonal hallada en los genes del anticuerpo derivado de los TIL indicé la posible seleccion clonal
de las moléculas de Ig contra neoantigenos especificos sobreexpresados o expresados especificamente, en tejido
tumoral (Cancer Immunol. Immunother. 2001 50(10): 523-32; Cancer Res. 2001 61(21):7889-99; Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 2001 98(22):12659-64; J. Immunol. 2002 169 (5):2701-11).

A pesar de las muy importantes indicaciones mencionadas anteriormente de que el tejido tumoral esta infiltrado con
células B activadas, que pueden servir como fuente de anticuerpos especificos de tumor, varios grupos de
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investigacion, en los experimentos de inmunopurificacion realizados con bibliotecas de despliegue en fago derivadas
de TIL contra antigenos tumorales conocidos purificados, o células tumorales vivas o secciones de tejido congelado,
no pudieron seleccionar ni un anticuerpo especifico que discrimine entre células tumorales y normales ni uno
reactivo con antigenos tumorales de la superficie celular (Cancer Res. 2001 61(21):7889-99; Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 2001 98(22):12659-64; Int. J. Cancer 2001 93:832-40). Solo mas tarde, dos grupos diferentes pudieron
identificar anticuerpos especificos que reconocen células tumorales de esta clase de bibliotecas de despliegue en
fago (J. Immunol. 2002 169:1829-36; J Immunol. 2005 175(4):2278-85).

Un abordaje alternativo, basado en una biblioteca derivada de tumor con expresion en fago y protocolos de
deteccion en placa directa, que evitan las limitaciones del sistema de despliegue en fago, permitieron a Wu y
colegas (Cancer Immunol Immunother. 2002 51 (2): 79-90) aislar multiples anticuerpos que se unen especificamente
a células tumorales cultivadas. Este estudio indica que las dificultades observadas en la seleccién de anticuerpos
anti-tumor de las bibliotecas de despliegue en fago derivadas de TIL provienen de la imperfeccion de los vectores de
despliegue conocidos en la técnica. Sin embargo, la deteccion directa tampoco es un procedimiento excelente para
la seleccion de anticuerpos recombinantes de una biblioteca grande. En efecto es un procedimiento laborioso que
demanda gran cantidad de tiempo y medios, en comparacién con la tecnologia de despliegue en fago. Barbas et al.
(Phage Display: a laboratory manual, ISSN:0-87969-546-3, (2001) paginas |-XVI, 1,1) describen vectores para
despliegue en fago (pComb3H y pComb3X) en los que los fragmentos scFv se unen al extremo C de 180
aminoacidos de la proteina de cubierta gplll (aa230-460) del fago filamentoso. También se describen fagémidos que
comprenden promotores de eficiencia baja o reprimibles (plac) en el vector de fagémido y los procedimientos para
usar dichos vectores en la seleccion y maduracion del scFv. La solicitud de patente Europea EP 1 452 599 describe
vectores para despliegue en fago, fagémidos y bibliotecas de despliegue en fago que despliegan varios péptidos
epitopicos o dominios proteicos con potencial para unirse a un material blanco de interés. EI documento WO
92/01047 describe un procedimiento de producir un miembro multimérico de un par de union especifica (sbp), que
comprende expresar en un organismo huésped recombinante una primera cadena polipeptidica del miembro sbp o
una poblacién genéticamente diversa de este tipo de miembro sbp fusionado a un componente de un paquete de
despliegue genético replicable secretado (rgdp) que de este modo despliega el polipéptido en la superficie del
paquete y que expresa en un organismo huésped recombinante una segunda cadena polipeptidica del multimero y
que causa o permite que las cadenas polipeptidicas se unan entre si para formar el multimero como parte de la
rgdp, al menos una de las cadenas polipeptidicas que se expresa en el acido nucleico es capaz de empaquetarse
por medio del uso del componente a través del cual el material genético de cada rgdp codifica una cadena
polipeptidica. También describe vectores de fagémido en la que las secuencias de nucledtidos del scFv se fusionan
a la proteina de cubierta de glll de un fago filamentoso y la preparacién de dicho scFv. El documento WO 93/11236
describe un procedimiento para proporcionar una biblioteca de paquetes de despliegue genético replicable (rgdps),
cada una que exhibe en su superficie, el miembro del par de unién especifica (sbp), y cada una que contiene acido
nucleico con una secuencia derivada de la especie mamifera, que codifica la cadena polipeptidica que es
componente del miembro sbp desplegado en la superficie; y (b) seleccién por unién con el autoantigeno (Ag), uno o
mas miembros sbp con especificidad para el auto-antigeno.

El solicitante realizé un analisis de las bibliotecas de despliegue en fago de anticuerpos recombinantes derivadas de
TIL-B por la utilizacion de un nuevo vector de fagémido pKM19 y demostro la eficiente seleccion de anticuerpos
especificos de tumor contra los antigenos tumorales deseables asi como contra las células de carcinoma de mama
vivas.

Compendio de lainvencién

Los autores han hallado que es posible mejorar la eficiencia de la seleccién y/o maduracién de los anticuerpos
recombinantes de la biblioteca por el uso del sistema de despliegue en fago, tras las modificaciones de los vectores
de la técnica previa. Los vectores de la técnica previa son, es decir, vectores de fagémidos como en "Antibody
Engineering - A practical approach (McCafferty, J. Hoogenboom, H. & Chiswell D., eds), pp,325, Oxford University
Press, 1996)".

En consecuencia es un objeto de la presente invencién un vector adecuado para la eficiente seleccion y/o
maduracion de un anticuerpo recombinante perteneciente al grupo de: ScFv, fragmentos activos de Ab, secuencias
humanizadas de Ab, dicho vector se caracteriza porque i) contiene al menos un elemento capaz de reducir el nivel
de expresion del anticuerpo recombinante perteneciente al grupo de: a) un codon de detencion suprimido dentro del
péptido lider o la secuencia codificadora del anticuerpo; b) un promotor de eficiencia baja que dirige la transcripcion
de dicha secuencia codificadora del anticuerpo; y ii) tiene una eficacia mejorada del despliegue de dicho anticuerpo
recombinante por medio de: a) fusionar la secuencia codificadora del anticuerpo recombinante con una secuencia
codificadora para la parte carboxi-terminal de la proteina plll; y b) usar como péptido lider del anticuerpo
recombinante el péptido lider de la fosfatasa alcalina de E. coli, y c) eliminar cualquier codén ambar entre la
secuencia codificadora del anticuerpo recombinante y la secuencia codificadora de plll, en la que el nivel de
expresion del anticuerpo recombinante se puede reducir con un inhibidor del promotor que dirige la transcripcion de
dicha secuencia codificadora del anticuerpo.

El vector de la invencién puede ser un plasmido, un fagémido, un fago o cualquier otro vector conocido por los
expertos en la técnica.
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Barbas et al. (Phage Display: a laboratory manual, ISSN: 0-87969-546-3, (2001) paginas [-XVI, 1,1) describen
vectores para despliegue en fago (pComb3H y pComb3X) en los que los fragmentos scfV se unen al extremo C-
terminal de 180 aminoacidos de la proteina de cubierta gplll (aa230-460) del fago filamentoso. También describen
fagémidos que comprenden promotores de eficiencia baja o reprimibles (plac) en el vector de fagémido y
procedimientos para usar dichos vectores en la selecciéon y maduracion del scFv.

La Solicitud de la patente europea EP 1 452 599 describe vectores para despliegue en fago, fagémidos y bibliotecas
de despliegue en fago que despliega varios péptidos epitdépicos o dominios de proteina con potencial para unirse a
un material blanco de interés.

El documento WO 92/01047 describe un procedimiento de producir un miembro multimérico de un par de union
especifica (sbp), que comprende expresar en un organismo huésped recombinante una primera cadena
polipeptidica del miembro sbp o una poblacién genéticamente diversa de este tipo de miembro sbp fusionado a un
componente de un paquete de despliegue genético replicable secretado (rgdp) que de este modo despliega el
polipéptido en la superficie del paquete y que expresa en un organismo huésped recombinante una segunda cadena
polipeptidica del multimero y que causa o permite que las cadenas polipeptidicas se unan entre si para formar el
multimero como parte de la rgdp, al menos una de las cadenas polipeptidicas que se expresa en el acido nucleico es
capaz de empaquetarse por medio del uso del componente a través del cual el material genético de cada rgdp
codifica una cadena polipeptidica. También describe vectores de fagémido en los que las secuencias de nucleétidos
del scFv se fusionan a la proteina de cubierta de glll de un fago filamentoso y la preparacion de dicho scFv. El
documento WO 93/11236 describe un procedimiento para proporcionar una biblioteca de paquetes de despliegue
genético replicable (rgdps), cada una que exhibe en su superficie, el miembro del par de unién especifica (sbp), y
cada una que contiene acido nucleico con una secuencia derivada de la especie mamifera, que codifica la cadena
polipeptidica que es componente del miembro sbp desplegado en la superficie; y (b) seleccién por unién con el
autoantigeno (Ag), uno o mas miembros sbp con especificidad para el auto-antigeno

En consecuencia es un objeto de la presente invencién un vector adecuado para la eficiente seleccion y/o
maduracion de un anticuerpo recombinante perteneciente al grupo de: ScFv, fragmentos activos de Ab, secuencias
humanizadas de Ab, dicho vector caracterizado porque

i) contiene al menos un elemento capaz de reducir el nivel de expresién del anticuerpo recombinante
perteneciente al grupo de: a) un codén de detencion suprimido dentro del péptido lider o la secuencia
codificadora del anticuerpo; b) un promotor de eficiencia baja que dirige la transcripciéon de dicha secuencia
codificadora del anticuerpo; y

ii) tiene una eficiencia mejorada de despliegue en dicho anticuerpo recombinante por medio de: a) fusion de
la secuencia codificadora del anticuerpo recombinante a una secuencia codificadora para la parte carboxil
terminal de la proteina plll; y b) usar como péptido lider del anticuerpo recombinante el péptido lider de la
fosfatasa alcalina de E. coli, y c) eliminar cualquier codon ambar entre la secuencia codificadora del
anticuerpo recombinante y la secuencia codificadora de plll,

en la que el nivel de expresién del anticuerpo recombinante se puede reducir con un inhibidor del promotor que
dirige la transcripcion de dicha secuencia codificadora del anticuerpo.

Los promotores de eficiencia baja son conocidos en la técnica y se ejemplifican en Biochem J. 1970 117: 741-746).
Los inhibidores adecuados para los promotores son conocidos en la técnica y se ejemplifican en J. Bacteriol.
1979,138(1):40-7.

Un objeto adicional de la presente invencion es un vector de fagémido que tiene la secuencia de nucleétidos de la
SEQ ID NO: 1.

Este vector, llamado pKM19, se disefia para el despliegue de anticuerpos recombinantes en formato de cadena
Unica sobre la superficie de un fago filamentoso.

Un objeto adicional de la invencién es una biblioteca de anticuerpo de despliegue en fago obtenida por la clonacion
del ADNc en el vector de la invencién. Preferiblemente la biblioteca se obtiene por la clonacién en el vector de la
invenciéon del ADNc de las células productoras de anticuerpo, mas preferiblemente linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) o linfocitos de sangre periférica (PBL). En un aspecto preferido, tales células productoras de anticuerpo se
aislan de un sujeto afectado por tumor, preferiblemente de un sujeto afectado de cancer de mama. Alternativamente
la biblioteca consiste en una biblioteca de anticuerpos sintética o semisintética, también mutada para la maduracion
de afinidad de los anticuerpos.

Otro objeto de la presente invencién es una célula huésped transformada con el vector de la invencion. Un objeto
adicional de la presente invencién es un procedimiento para mejorar la seleccién y/o maduracion de un anticuerpo
recombinante que comprende la etapa de clonacion y expresion del ADNc, o secuencias de anticuerpo sintéticas o
semisintéticas, incluso mutadas para maduraciéon de afinidad de los anticuerpos en el vector que se describid
anteriormente.
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La invencion se describira a continuacion por medio de ejemplos no limitantes con referencia a las siguientes figuras:
Descripcion detallada de los dibujos

Figura 1. Se describen esquematicamente los elementos esenciales del plasmido pKM16 plasmido utiles para la
produccién de anticuerpos solubles en formato scFv y los elementos esenciales de los plasmidos pKM17, pKM18 y
pKM19 utiles para la produccidon de anticuerpos desplegados en el fago. Estos plasmidos dirigen la expresion del
anticuerpo bajo el control del promotor pLac. Los sitios de clonacién unicos Ncol y Notl permiten la insercion de un
gen del anticuerpo para expresar los anticuerpos de cadena simple con un péptido lider de la enzima periplasmica
bacteriana, fosfatasa alcalina (lider PhoA). El plasmido pKM17 codifica la proteina plll entera (406 aa) y los
plasmidos pKM18 y pKM19 codifican la parte carboxi-terminal de plll (197 aa). El plasmido pKM19 contiene el codon
ambar en el lider PhoA.

Figura 2. Se describe la estructura detallada del vector pKM19 de fagémido. La modificacion especifica realizada se
informa en la figura y se describe en el texto.

Figura 3. Producciéon de scFv soluble por el uso del plasmido pKM16 plasmido. Tres clones independientes
obtenidos por la clonacién del gen del antigeno anti-carcino-embrionario (CEA) scFv en pKM16 se analizaron para
determinar produccion de scFv soluble (lineas del gel 1-3). Las fracciones de la proteina periplasmica se purificaron
de las bacterias por el procedimiento de congelamiento y descongelamiento. Se incluye el marcador de tamafio de
proteina. Se desarroll6 la membrana de transferencia Western con un anticuerpo secundario conjugado con AP anti-
FLAG. Las bandas correspondientes a los anticuerpos scFv solubles (peso molecular esperado 26 kDa) migran entre
las bandas de 24,5y 35,9 kDa.

Figura 4. Eficiencia de despliegue de los plasmidos pKM17, pKM18 y pKM19 en comparacién con un sistema de
fagémido clasico. Los anticuerpos scFv anti-CEA desplegados por tres plasmidos diferentes, se ensayaron por
ELISA contra la proteina de CEA y se compararon con el fago MA39 (anti-CEA/pDN322). El fago auxiliar, M13K07,
que no despliega fragmentos del anticuerpo, se incluyé como control negativo. Los datos registrados son los valores
promedio de los ensayos realizados por dupllcado La concentracion de fago méas alta, marcada con asterisco,
corresponde a 10" TU para todos los fagos y 3x10"° TU, para anti-CEA/pKM17. El ELISA se realizdé por medio del
anti-M13 (panel A), o alternativamente, el anticuerpo secundario anti-FLAG (panel B).

Figura 5. Filtracion de muestras de fago. Aproximadamente 2x10" TU/pocillo de cada preparacion o la
correspondiente cantidad de muestras de filtrado se analizaron en ELISA y se desarrollaron con anti-M13 (panel A) o
anticuerpos secundarios anti-FLAG (panel B). Los datos registrados son los valores promedio de ensayos realizados
por duplicado. Los datos muestran la reactividad de los filtrados contra CEA como porcentaje de la reactividad
original de muestras no filtradas (100%).

Figura 6. Competicion con scFv de anti-CEA soluble. Los sobrenadantes recién preparados de los fagos MA39 (10
pL) y anti-CEA/pKM19 (5 pL) en competicidon con varias cantidades del anticuerpo anti-CEA soluble purificado. Los
datos se expresan como porcentaje de reactividad de los sobrenadantes sin competidores. El scFv anti-SP2 soluble
irrelevante se usé como control negativo.

Figura 7. Competicion con filtrados de sobrenadante del fago. Los sobrenadantes recién preparados de los fagos de
MA39 (10 pL) y anti-15 CEA/pKM19 (5 yL) compitieron con 10 pL o 50 pL de filtrados de los mismos sobrenadantes
del fago. Los datos se expresan como porcentaje de la reactividad de los sobrenadantes sin competidores.

Figura 8. Transferen0|a Western de los fagos recombinantes purificados con PEG. Los extractos de proteina de
aproximadamente 5x10° PFU de los fagos MA39, anti-CEA/pKM18 y anti-CEA/pKM19, y 1x10° PFU de anti’
CEA/pKM17 se fraccionaron por SDS-PAGE y se transfirieron en una membrana de nitrocelulosa. Las tiras de
membrana se desarrollaron con un anticuerpo conjugado con AP anti-FLAG. El marcador de tamafio de la proteina
se incluye (ultima tira). Las proteinas scFv-plll (66,1 kDa) y scFv-Aplll (45,2 kDa) migran como bandas de peso
molecular superiores a causa de un residuo anémalo de la proteina plll descripta antes (Goldsmith y Konigsberg,
1977).

Figura 9. Seleccion contra la proteina SP2-GST. Se muestra la reactividad de las mezclas de fago derivados de la
primera y segunda rondas de inmunopurificacién de la biblioteca de scFvEC23. GST (glutatién S-transferasa), leche
y estreptavidina, presentes en el sistema de seleccion, se incluyen como controles negativos. Los datos registrados
son los valores promedio de los ensayos realizados por duplicado. La entrada de fagos se normalizé.
Aproximadamente 3x10° TU por pocillo individual de cada preparacion se analizaron en ELISA.

Figura 10. Seleccion por afinidad del gen de anti-CEA maduro de una biblioteca de maduracion. En este ensayo, las
reacciones inmunoldégicas positivas se desarrollaron con un anticuerpo secundario conjugado con AP anti-FLAG, a
fin de moderar las sefiales positivas y hacer visible el aumento de reactividad durante el procedimiento de seleccion.
El fago auxiliar, M13K07, que no despliega fragmentos del anticuerpo, se incluyé como control negativo. Se muestra
la reactividad del anticuerpo anti-CEA original en pKM19 (anti-CEA/pKM19), biblioteca de maduracién (Lib.), mezclas
de fagos después de la primera y segunda ronda de seleccion (I ronda, 1l ronda) y clones unicos (cl,1, cl,2) de la
mezcla de fagos después de la segunda ronda de seleccion por afinidad, analizada en proteina de CEA y GST
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irrelevante. Los datos informados son los valores promedio de los ensayos realizados por duplicado. La entrada de
fago se normalizé. Aproximadamente 3x10"° TU por pocillo individual de cada preparacion se analizaron en ELISA.

Figura 11. Reactividad por ELISA de scFv maduros solubles. Se ensayaron varias cantidades de anticuerpos
solubles en placas recubiertas con CEA. Se desarrollaron los scFv unidos por medio de un anticuerpo secundario
anti-FLAG. Los datos informados son los valores promedio de los ensayos realizados por duplicado. El anticuerpo
anti-SP2 irrelevante y el anticuerpo anti-CEA E8 maduro, obtenidos previamente (Pavoni et al., 2006), se incluyeron
como controles.

Figura 12. Especificidad de clones maduros. Aproximadamente 250 ng por pocillo de anticuerpos originales y
maduros en forma soluble se ensayaron con CEA vy varias proteinas irrelevantes. El anticuerpo anti-SP2 irrelevante
se incluyd como control negativo. Los datos informados son los valores promedio de los ensayos realizados por
duplicado.

Figura 13. Analisis V(D)J de los genes del anticuerpo derivado de TIL. A. ADNc de SMART derivado de 10 muestras
tumorales diferentes (pacientes B84, B85, B87, B89, B90, B91, B92, B93, B95, B96), de mamas normales, testiculos
normales y linfocitos de cuatro donantes sanos (L1, L2, L3, L4), se usaron como molde para la amplificacion de las
regiones del anticuerpo V(D)J. Las muestras de ADNc se normalizaron por amplificacion del gen constitutivo de B0
actina. Los fragmentos de V(D)J se amplificaron bien de todos los moldes con exclusién del ADNc de los testiculos
normales. B. Los mismos productos de PCR se fraccionaron por PAGE lo que da una resolucién alta para bandas de
ADN.

Figura 14. Distribuciones de subclase de anticuerpo. Las muestras de ADNc de mama normal y B84 ADNc
amplificadas por PCR, que no muestran bandas oligoclonales en la prueba V(D)J, tienen prevalencia de las bandas
de IgA en comparacién con IgG1 y IgG2 (panel izquierdo), mientras que las tres muestras, que muestran bandas
oligoclonales fuertes en la prueba previa (B91, B92 y B93), tienen prevalencia de bandas IgG1 o IgG1 e IgG2 en
comparacioén con IgA (panel derecho).

Figura 15. Secuencias de aminoacidos de regiones variables de 30 clones aleatorios obtenidos por la clonacion de
los genes del anticuerpo de cadena y derivados del ADNc de B92 y B93. La secuencia de péptidos se informa en
cédigo de letra unica. Los aminoacidos idénticos en clones similares se representan con un guién.

Figura 16. Seleccion en las proteinas ED-B, MUC1 y CEA. Se analizé la reactividad de las mezclas de fagos
derivadas de la segunda y tercera rondas de inmunopurificacién en comparacién con la biblioteca original. GST se
incluye como un control negativo. Se us6 un control negativo adicional, la proteina D que posee cola de 6His como
una proteina blanco usada en la seleccién en caso de la inmunopurificacién de ED-B. Los datos informados son los
valores promedio de los ensayos realizados por duplicado. La biblioteca ScFVEC23 deriva de PBL. MixTIL es una
mezcla de 4 bibliotecas derivadas de TIL (ScFvB87, ScFvB95, ScFvB96 y ScFvmix) como se indica en la tabla 1.

Figura 17. Reactividad por ELISA de anticuerpos de scFV desplegados sobre clones de fago unico. Se analizé la
reactividad de los clones de fago unico seleccionados contra ED-B (clones EDE1, EDE3, EDE5, EDBS5, tabla 5),
MUCH1 (clones ME 1, ME2, MB5, tabla 5) y CEA (clones CB3, CB37, CB40, CB41, CB53, CB60, tabla 5) después de
la tercera ronda de seleccion por medio de las proteinas respectivas. Los datos informados son los valores promedio
de los ensayos realizados por duplicado. Varia proteinas irrelevantes y un anticuerpo de fago irrelevante anti-SP2 se
incluyen como controles negativos.

Figura 18. Se analizé la reactividad por inmunopurificaciéon basada en células contra células de carcinoma de mama
fijo (MCF7) y fibroblasto humano (HFF) de las mezclas de fagos derivadas de la cuarta y quinta rondas de
inmunopurificacion en comparacién con la biblioteca original. Los datos informados son los valores promedio de los
ensayos realizados por triplicado. Las bibliotecas scFvB96 y mixLIB se definen la Tabla 2.

Figura 19. Reactividad celular por ELISA contra las células fijas de los clones de fago unico. Los datos informados
son los valores promedio de los ensayos realizados por triplicado. Célula en desarrollo con anticuerpo anti-SP2
irrelevante se incluye como control negativo. MCF7 y MDA-MB-468: células de carcinoma de mama fijo; HFF:
fibroblasto humano y MCF10-2A: células epiteliales de mama humanas.

Figura 20. Origen de anticuerpos scFv de anti-MCF7. Un pl de cada biblioteca de fago de scFv se amplifico por PCR
por medio de los cebadores de oligonucleédtidos especificos para los genes de anticuerpo analizados. Se uso el fago
purificado por PEG correspondiente como control positivo (linea dltima). También se analizé el gen del anticuerpo
anti-SP2 irrelevante de origen conocido, seleccionado antes de la biblioteca de scFvEC23; derivado de PBL. Se
seleccionaron el anticuerpo anti-MUC1 MB5 y el anticuerpo anti-CEA CB37 de la mezcla de la biblioteca derivada de
TIL. Los anticuerpos de la mezcla 11, mezcla 12, mezcla 17 y mezcla 39 se seleccionaron de la mezcla de
anticuerpos de la biblioteca derivados de TIL y derivados de PBL se definen en la Tabla 5.

Figura 21. Tincién de fluorescencia de carcinoma MCF7 de mama no permeabilizado y células fijas de epitelio de
mama normal MCF 10-2A por anticuerpos scFv desplegados en fago (mezcla17 (A), mezcla7 (B)).

Figura 22. A. Tinciéon de fluorescencia de células de carcinoma de mama MCF7, antigeno tumoral MUC1 que
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expresa SkBr3 y células de epitelio de mama normal MCF10-2A por medio de anticuerpo scFv anti-MUC1 MB5
desplegado en fago; B. Tincion de células de adenocarcinoma colorrectal LoVo que expresan CEA por anticuerpo
scFv anti-CEA CB37 desplegado en fago. Se incluye la tincién de las células MCF10-2A control negativo. Los
siguientes ejemplos ilustran la invencion.

EJEMPLO 1: Construccién de nuevo vector pKM19 de fagémido para el despliegue de los anticuerpos de
cadena simple sobre el fago filamentoso.

Introduccién

Este trabajo describe la construccion de un nuevo vector de fagémido pKM19 para el despliegue de los anticuerpos
de cadena simple sobre el fago filamentoso. Este vector se caracteriza por varias diferencias comparadas con los
sistemas canonicos.

a) Coddén ambar

Los fagémidos clasicos contienen un codén ambar entre los genes de scFv y gplll, de este modo dirigen la
produccién de scFv libres y anticuerpos de fusion scFv-plll en bacterias supresoras, tales como TG1, o DH5aF’, o
XL1-Blue, generalmente usadas para la amplificacién del fago. Estas cepas bacterianas, que portan la mutaciéon
supE, son supresoras de insercion de glutamina con eficiencia de supresion dependiente del codon siguiente al TAG
(J. Mol. Biol. 1983 164(1):59-71; Mol. Gen. Genet. 1987 207(2-3):517-518). En tal sistema, los anticuerpos scFv
solubles libres producidos se secretan en el periplasma y posteriormente filtran del periplasma en el medio. En el
protocolo de purificacion de fago estandar por PEG/NaC1, los anticuerpos scFv libres se coprecipitan con particulas
de fago. Como resultado, la concentracion de los anticuerpos libres en la suspension del fago puede ser cinco a diez
veces mayor que la concentracion de la proteinas fusionadas scFv-plll ensambladas en la particula del fago. En una
seleccién posterior, los anticuerpos libres abundantes compiten con los anticuerpos desplegados en fago para la
unién del blanco. Esto interfiere la eficiencia de inmunopurificacion y retrasa el procedimiento de seleccion,
especialmente:

i) cuando la concentracién de antigeno esta limitada (por ejemplo, bioinmunopurificacion en células vivas,
células ex-vivo),

ii) en rondas de inmunopurificacion posterior, donde la concentracion de fago especifico es relativamente alta,
o

i) en bibliotecas de maduracion, que contienen muchos anticuerpos relativos con la misma especificidad.
En consecuencia se necesitan fagémidos clasicos para una mejor seleccién y/o maduracion de anticuerpos.

Tal como se espera a partir de los datos de la bibliografia, la presencia de un codén ambar ubicado en una
secuencia que codifica un péptido lider de fosfatasa alcalina en pKM19, produce un nivel de expresion relativamente
bajo de anticuerpos recombinantes en la bacteria supresora de ambar que alberga este plasmido.

Se demostro (Gene 1999 228: 23-31) que la inhibiciéon del promotor lac solo por represion catabdlica con glucosa no
es suficiente para equilibrar las tasas de crecimiento de diferentes clones con o sin codones de detencion. La
expresion de scFv menor obtenida mediante el pKM19, reduce la toxicidad de los anticuerpos recombinantes para el
huésped bacteriano y no tiene influencia en la eficacia del despliegue.

Por medio del pKM 19 los autores demostraron:

(i) que el nivel presente de la expresion del anticuerpo es suficiente para producir anticuerpos del fago
altamente reactivos, lo que da una sefial similar en la prueba ELISA en comparacién con el fago pKM18 sin
codon ambar;

(ii) que los anticuerpos especificos se pueden aislar facilmente de una biblioteca scFv construida de los
linfocitos de sangre periférica de un paciente con anticuerpos contra una proteina blanco después de solo dos
rondas de seleccion;

(iii) que la maduracién del anticuerpo anti-CEA produce el aislamiento de mejores clones de scFv sin codones
de detencion en comparacion con la maduracién realizada por el uso del vector canénico (BMC Cancer 2006
6:41).

b) Proteina del gen lll

El vector pKM19 permite la clonacién de los fragmentos scFv como fusidon amino terminal de la proteina del gen Il
suprimida.

Los vectores de despliegue de fago comunmente usados para scFv producen la incorporacion en las particulas del
fago del plll entero fusionado al fragmento del anticuerpo (en Antibody Engineering - A practical approach:
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McCafferty, J. Hoogenboom, H. & Chiswell D., eds, pp,325, Oxford University Press, 1996), mientras que en el caso
de plasmido pComb3 utilizado para el despliegue de Fab (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991 88(18):7978-7982), el
fragmento del anticuerpo se fusiona con la mitad del carboxi terminal de la plll. La infectividad de tales fagos
recombinantes se obtiene durante su propagacién, ya que la superinfeccion con un fago auxiliar proporciona la
proteina del gen Il nativa.

De acuerdo con los datos presentes, la fusién del anticuerpo de cadena simple a la parte C-terminal de plll mejora la
produccién del fago y la eficiencia del despliegue de un anticuerpo en comparacion con la fusiéon de la proteina plll
wt. Estos datos estan de acuerdo con los datos previos de Kretzschmar (Gene 1995 155(1):61-65). La mejora de la
eficiencia del despliegue en combinacion con la eliminacién de los anticuerpos scFv libres de la mezcla de
incubacion facilita la seleccién por afinidad y produce un enriquecimiento mas rapido de las mezclas de fagos para
los clones especificos. Esto también puede contribuir a la reduccién de los codones de detencién en clones
seleccionados ya que se necesita una cantidad menor de rondas de inmunopurificacion/amplificaciéon para completar
la seleccion. Los clones defectuosos de crecimiento rapido tienen menos oportunidad de ser aislados.

c) Péptido lider PhoA

En bacterias que albergan el vector pKM19, después de la sintesis de la proteina recombinante, el péptido lider
PhoA se escinde con lider peptidasa después de la translocacion de membrana, y scFv-plll se ensambla en la
particula del fago. De esta manera, el sitio de escisién entero de la fosfatasa alcalina, una proteina periplasmica
genuina de E.coli, se conserva para garantizar el procesamiento eficiente y correcto y el ensamblaje del anticuerpo.
Como resultado, la proteina madura contiene dos aminoacidos adicionales en el extremo N-terminal del scFv. En el
sistema descrito, es necesario volver a clonar el gen del anticuerpo en el plasmido apropiado para la produccién
posterior de los anticuerpos solubles. En esta etapa, los aminoacidos adicionales se pueden conservar o eliminar de
acuerdo con requerimientos especificos.

En conclusién, la combinacion de expresién relativamente baja de los anticuerpos desplegados por la introduccion
del codon d&mbar antes del gen del anticuerpo con mejor eficiencia de despliegue hace util al nuevo fagémido pKM19
para la seleccion de los anticuerpos scFv recombinantes contra los blancos deseados de una biblioteca grande, asi
como para su maduracion de afinidad. El plasmido garantiza el despliegue eficiente y permite la reduccién del sesgo
bioldgico contra anticuerpos "dificiles" en la delicada etapa de seleccidon inicial. Mas aun, este vector es
particularmente util para la maduracion de afinidad de los anticuerpos, ya que altos niveles de expresion pueden
aumentar la avidez de las particulas del fago que despliegan Ab, que llevan a la seleccion de anticuerpos con solo
afinidad modesta.

Procedimientos

Cepas bacterianas y fagos

Se uso la cepa bacteriana DH5aF’ (supE44AlacU169 (®80 lacZAM15) hsdR17 recA1 endAlgyrA96 thi-1 relA1 F’
[traD36 proAB+ laclglacZAM15]) para la produccion de anticuerpos soluble y de fago. El fago auxiliar M13 KO7
(Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, 1989) se us6 para la preparacién del fago.

El anticuerpo del fago anti-CEA, MA39 (BMC Cancer 2006 6: 41), en el plasmido pDN322 (J. Biol. Chem. 1998 273
(34): 21769-21776) se us6 como fuente del gen del anticuerpo anti-CEA.

Construccion de plasmidos

El plasmido pC89 (J. Mol. Biol. 1991 222(2): 301-310) se amplificd por PCR inversa con los oligonucleétidos KM161,

KM162, que contienen los sitios Hindlll y Notl (subrayados) (KM161 5- GAGGAAGCTTCCATTAAACGGGI!]
TAAAATAC-3'(SEQ ID 78); KM162 5’- TGCAATGGCGGCCGCTAATATTGTTCTGGATATTACCAGC-3’[SEQ ID 79]).

En la PCR inversa se us6 una mezcla de Taq polimerasa con ADN polimerasa Pfu para aumentar la fidelidad de la

sintesis de ADN. Se realizaron veinticinco ciclos de amplificacion (95°C-30seg, 55°C-30seg, 72°C-20min). El

producto de PCR se digirid con las Endonucleasas Hindlll y Notl y se ligé con un duplex del oligonucleétido KM163(]
KM164 que codifica el péptido FLAG y cola His (KM163 5- AGCTTCCTC ATG TAG GCG GCC GCA GGA GAC TAC
AAA GAC GAC GAC GAC AAA CAC CAC CAT CAC CAC CAT TAA-3'[SEQ ID,80]; KM164 5- GGCC TTA ATG

GTG GTG ATG GTG GTG TTT GTC GTC GTC GTC TTT GTA GTC TCC TGC GGC CGC CTA CAT GAGGA-3

[SEQ ID 81]). El duplex de ADN clonado contenia un sitio Notl interno, corriente arriba de la secuencia que codifica

el péptido FLAG, mientras que el sitio Notl, usado para la clonacion del duplex, no fue restaurado. El plasmido
pKM15 resultante se digiri6 nuevamente con las endonucleasas Hindlll, Notl y se ligé con el duplex de KM175I

KM176 que codifica la secuencia lider y los primeros dos aminoacidos de la proteina bacteriana PhoA, que contiene
el sitio de clonacion de Ncol (KM175 5-AGC TTA TAA AGG AGG AAA TCC TCA TGA AAC AGA GCA CCA TCG

CAC TGG CAC TGT TAC CGT TAC TGT TCA CCC CGG TTA CCA AAG CAC GTACCATGG TTT CCC TTGC-¥

[SEQ ID 82]; KM176 5-GGC CGC AAG GGA AAC CAT GGT ACG TGC TTT GGT AAC CGG GGT GAA CAG TAA
CGG TAA CAG TGC CAG TGC GAT GGT GCT CTG TTT CAT GAG GAT TTC CTC CTT TATA-3’ [SEQ ID 83]).

Este nuevo plasmido pKM16 se destind para la produccion de anticuerpo de cadena simple soluble (Figura 1).
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El plasmido pKM16 se amplifico por PCR inversa con los oligonucleétidos KM181, KM182, que presentan los sitios
de restriccion EcoRI y BamHI, respectivamente (KM181 5-GTG GTG ATG GAATTC TTT GTC GTC GTC GTC TTT
GTA GTC-3[SEQ ID 84]; KM182 5’- CAC CAT TAA GGA TCC TAA TAT TGT TCT GGA TAT TAC CAG C-3 [SEQ
ID 85]). El gen Ill de longitud completa (Numero de acceso V00604) y la parte 3’ del gen que codifica los ultimos 197
aa del plll se amplificaron por medio de los oligonucledtidos KM183-KM185 o KM184-KM185 que contienen los sitios
BamHI y Ncori (subrayados) y se ligd en pKM16 digerido, que da los nuevos plasmidos pKM17 y pKM18,
respectivamente (KM183 5- TC TAT TCT GAA TTC GCT GAA ACT GTT GAA AGT TGT TTA GC-3' [SEQ ID 86];
KM184 5’- GC CAA TCG GAA TTC CTG CCT CAA CCT CCT GTG AAT GCT-3’ [SEQ ID 87]; KM185 5- GAA CTG
GGA TCC TTA AGA CTC CTT ATT ACG CAG TAT G-3’[SEQ ID 88]).

Un fragmento corto del plasmido pKM18 que codifica la secuencia lider se amplificé por PCR con los cebadores
KM186-KM180, que introducen una mutacién ambar en el gen PhoA del péptido lider (KM186 5- ACC CGT AAG
CTT ATA AAG GAG GAA ATC CTC ATG AAA TAG AGC ACC ATC GC-3'[SEQ ID 89]; KM180 5- TAG CCC CCT
TAT TAG CGT TTG-3’ [SEQ ID 90]). El producto de PCr resultante se digirié con Hindlll y Notl y se clon6 en pKM18,
se digirié con Hindi y Notl y se purifico en agarosa, para construir el plasmido pKM19.

Produccién de anticuerpo soluble

Una colonia individual se inoculé en 50 ml de LB que contiene 100 pyg/ml de Ap y 2% de glucosa. El cultivo se
desarrollé a 37°C durante 2-3 h hasta una D.O.=0,8. Las células recuperadas por centrifugacion se resuspendieron
en 50 ml de LB con Ap y 1 mM de IPTG y se incubaron toda la noche a 30-32°C. El pellet celular se resuspendié en
500 pl de PBS. Después de tres ciclos de congelamiento y descongelamiento, los desechos celulares se
sedimentaron por centrifugacion. El sobrenadante resultante se usé para ELISA o para transferencia Western.

Purificacién de linfocitos de sangre periférica y sintesis de ADNc

Los linfocitos se aislaron de 10 ml de sangre periférica fresca del paciente EC23 (con estadio avanzado de cancer
de mama) con un anticoagulante por medio de Ficoll-Paque Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Suecia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se aisl6 ARNm de los linfocitos por medio del uso del kit Dynabeads
ARNm DIRECT (Dynal, Noruega). EIl ARNm se aislo de linfocitos por medio del uso del kit Dynabeads ARNm
DIRECT (Dynal, Oslo; Noruega). Se uso6 un pg del poli(A)+ ARN de los linfocitos para sintetizar el ADNc de longitud
completa por medio del kit de construccion de biblioteca de ADN SMART (Clontech, Palo Alto, CA).

Construccién de biblioteca de scFv

El repertorio del gen del anticuerpo se amplificé por medio de un conjunto de cebadores disefiado para la
amplificacion de los dominios VH y VL del anticuerpo, mientras que los fragmentos scFv enteros se ensamblaron in
vitro como se describié en [Pope, A.R., Embleton, M.J. & Mernaugh R. (1996) Construction and use of antibody gen
repertoires. En: Antibody Engineering - A practical approach (McCafferty, J., Hoogenboom, H. & Chiswell D., eds),
pp,325, Oxford University Press]. Estos ultimos posteriormente se amplificaron por PCR con cebadores de extension
apropiados, que incorporan los sitios de restriccion Ncol, Notl, y permiten la clonacion de los genes de scFv en un
vector pKM19. Los productos de PCR resultantes se purificaron en 1% de gel de agarosa de punto de fusion bajo
(NuSieve 3:1 agarosa, Rockland, ME), se cortaron con Ncol/Notl y se insertaron en el plasmido digerido. La
biblioteca scFVEC23 transformada contenia 1,77x107 clones independientes con el inserto de scFv de longitud
completa. La biblioteca de scFVEC23 deriva de los PBL obtenidos de un solo paciente EC23 con estadio avanzado
de cancer de mama.

Construccion de biblioteca de scFv de anti-CEA mutado

La biblioteca de maduracion para el scFV de anti-CEA se construyé como se describié previamente (BMC Cancer
2006 6:41). En breves palabras, se generaron los fragmentos del gen de scFv mutado por la amplificacién por PCR
con los cebadores: KM144-KM143 (KM143, 5-GTCATCGTCGGAATCGTCATCTGC-3' [SEQ ID 91]; KM144, 5[]
TGTGCGAAAAGTAATGAGTTTCTTTTTGACTACTGGGGC-3' [SEQ ID 92]) y KM148-KM145 (KM148, 5[]
CTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGA-3 [SEQ ID 93]; KM145,5'(]
TCCGCCGAATACCACATAGGGCAACCACGGATAAGAGGAGTTACAGTAATAGTCAGCC-3' [SEQ ID 94]) que
introducen mutaciones aleatorias en las regiones CDR3 de las cadenas pesada o liviana con frecuencia baja. Cada
base subrayada de los oligonucledtidos KM144 y KM145 se reemplazé con la mezcla de G/A/T/C con una frecuencia
de 10%. Las partes del gen del anticuerpo de scFv faltantes se amplificaron con cebadores KM148-KM157 y KM158(1
KM143 para HC y LC, respectivamente (KM157 5°-TTT CGC ACA GTA ATA TAC GG-3’ [SEQ ID 95]; KM158 5-TAT
GTG GTA TTC GGC GGA-3’ [SEQ ID 96]). A fin de reconstruir el gen entero, los fragmentos correspondientes se
combinaron y amplificaron en un procedimiento similar a PCR sin cebadores de oligonucleétido. el productos de
PCR resultante se utilizé para amplificar el gen entero con cebadores externos KM148, KM143. El fragmento de ADn
final se purificé en agarosa, digirid con enzimas de restriccion Ncol y Notl, y se ligdé con el plasmido pKM19 digerido.
La biblioteca resultante contenia 2,2x106 clones de anticuerpo mutados.

Competicién con scFv soluble

Las placas de ELISA se recubrieron, bloquearon y lavaron como antes. Varias cantidades de anticuerpo anti-CEA
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soluble MA39 (BMC Cancer 2006 6: 41) en 100 uL de buffer de bloqueo se afadieron a los pocillos y se incubaron
durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se afadieron 10 uL (4,5x‘|09 TU) del sobrenadante del fago MA39 o 5 uL
(3x108 TU) del sobrenadante anti-CEA/pKM19 a los pocillos y se incubaron durante otra 1 h a 37°C. Las placas se
lavaron y el fago unido detectado por un anticuerpo anti-M13 conjugado por HRP. Un scFv anti-SP2 soluble
irrelevante (Tabla 5), se usé a una concentracién alta (400 ng/pocillo) como control negativo. Una cantidad menor
del fago anti-CEA/pKM19, en comparacioén con MA39, se usé para la reactividad moderada por ELISA de este fago.

En el caso de competicion con filtrados de los sobrenadantes del fago, se usaron 10 yL o 50 pL de los filtrados
MA39 o pKM19/anti-CEA en 100 pL del buffer de bloqueo como competidores. Los filtrados del fago se obtuvieron
de sobrenadante del fago recién preparados por el uso de una columna de filtracién Microcon 100.

Transferencia Western de fagos purificados con PEG

El fago se purific6 de acuerdo con precipitacion de PEG/NaCl estandar (Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T.
Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989). Los
extractos proteicos de las muestras de fago se fraccionaron por SDS-PAGE vy transfirieron en una membrana de
nitrocelulosa. Las tiras de membrana se desarrollaron con un anticuerpo conjugado con AP anti-FLAG.

ELISA del fago

Las placas multipocillo (Immunoplate Maxisorb, Nunc, Roskilde, Dinamarca) se revistieron ON a 4°C con una
solucion de proteina a una concentracién de 10 mg/ml en 50 mM de NaHCOs;, pH 9,6. Después de descartar la
solucion de revestimiento, las placas se bloquearon durante 1 h a 37 °C con buffer de bloqueo de ELISA (5% de
leche deshidratada no grasa, 0,05% de Tween-20 en PBS). Las placas se lavaron varias veces con buffer de lavado
(0,05% de Tween-20 en PBS). El fago purificado en PEG en buffer de bloqueo (1:1) se afiadié a cada pocillo y se
incubd durante 1 h a 37°C. Las placas se lavaron y el fago unido se detectd con un anticuerpo secundario anti-M13
conjugado con HRP (27-9421-01, Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia), o anti-FLAG conjugado con HRP
(A9044, Sigma, St. Louis, MO), o anti-FLAG conjugado con AP (A9469, Sigma). En el caso de los conjugados con
HRP, la inmunoreaccién se desarrollé por la incubacién con sustrato liquido TMB (Sigma) durante 15 min y se
detuvo por la adicion de 25 yL de H,SOs4 2 M. Los resultados se expresaron como la diferencia entre las
absorbancias a 450 y 620 nm, que se determina con un lector de ELISA automatizado. El anticuerpo conjugado a AP
se detectd por incubacion con 1 mg/ml de solucién de fosfato de p-nitrofenilo en buffer sustrato (10% de buffer de
dietanolamina, 0,5 mM de MgCl;, pH 9,8) durante 60 min. Los resultados se expresaron como la diferencia entre las
absorbancias 405 y 620 nm.

Los anticuerpos se definen en la tabla 5.
Resultados

El plasmido pKM16 (Figura 1) usado para la produccion de anticuerpos solubles en configuracion scFv se construye
como se describio anteriormente. Este plasmido dirige la expresién de proteina bajo el control del promotor lacP. Los
sitios de clonacién unicos Ncol y Notl permiten la insercion de un gen del anticuerpo capaz de expresar los
anticuerpos de cadena simple con un péptido lider de la enzima periplasmica bacteriana, fosfatasa alcalina (AP), y
con los dos primeros aminoacidos de la proteina AP madura, en el extremo terminal amino del anticuerpo; y
FLAGI/cola His en el extremo terminal carboxi del anticuerpo. A fin de confirmar las calidades practicas del plasmido,
un gen de un anticuerpo de cadena simple de especificidad conocida, el anti-CEA MA39, se amplificé por PCR y se
cloné en el vector pKM16. Los autores posteriormente analizaron las proteinas periplasmicas purificadas por
congelamiento-descongelamiento en la transferencia Western desarrollada con un anticuerpo secundario anti-FLAG
(Figura 3). Las bandas del anticuerpo de cadena simple migraron como proteinas con el peso molecular esperado.
La secuenciacion de la proteina N-terminal por la degradacién de Edman confirma el procesamiento correcto del
péptido lider.

Fagémidos para el despliegue del anticuerpo scFv

Un fagémido clasico (pDN322) que despliega el anticuerpo de cadena simple anti-CEA, MA39, se comparé con los
vectores pKM17, pKM18 y pKM19 que despliegan el mismo anticuerpo, para la produccién y eficiencia del
despliegue de la particula el fago. Los plasmidos pKM17 y pKM18 (Figura 1) permiten desplegar los fragmentos del
anticuerpo sobre una particula de fago por fusion a, respectivamente, la plll entera (1-406 aa) o el dominio carboxi
terminal solo (210-406 aa) de la proteina. El plasmido pKM19, derivado de pKM18, alberga un cod6én ambar en la
secuencia lider, de este modo lleva a una menor produccion de las proteinas de fusion de scFv-plll en comparacion
con pKM18. Este es un experimento con datos que muestra en la bacteria supE, la eficiencia de supresion de este
coddén TAG, que depende del contexto del nucleotido, es aproximadamente 10-15% (J. Mol. Biol. 1983 164(1): 5911
71; Mol. Gen. Genet. 1987 207(2-3): 517-518).

Los autores realizaron pruebas funcionales por la clonacion del gen del anticuerpo de cadena simple anti-CEA en
tres nuevos plasmidos y se los confronté con el clon original MA39 (anti-CEA en pDN322).

Se incubaron tres colonias individuales por cada clon en 10 ml de medio y se amplifico el fago como se describe en
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el Ejemplo 2. Después del rescate del fagémido se titularon los sobrenadantes. Los autores obtuvieron un intervalo
entre 5 a 1x10"" TU/mI para MA39, pKM18 y pKM19, que despliegan el anticuerpo anti-CEA, mientras que antilJ
CEA/pKM17 gener? titulos cinco a diez veces menores (Tabla 1).

Tabla 1. Produccion de fago por diferentes vectores de fagémido que codifican el mismo gen de anti-CEA.

Fago Clon Titulo Fago Clon Titulo
MA39 1 1,5x10™ anti-CEA/pKM 18 1 2,52x10""

2 2,55x10" 2 2,5x10™
3 5,1x10" 3 1,75x10""

anti-CEA/pKM17 1 6x10™ anti-CEA/pKM19 1 3x10"
2 4,1x10™ 2 1,8x10""
3 1,95x10™ 3 2,8x10"

Las preparaciones de fago se analizaron en ELISA, donde el desarrollo se realizé por el uso de anti-M13, o
alternativamente, el anticuerpo secundario anti-FLAG. Se aplicaron diferentes cantidades de fago por pocillo de
ELISA, los autores demostraron mayor eficiencia del despliegue para los fagos pKM18 y pKM19 en comparacién con
pKM17 y mucho mayor en comparacion con MA39 (Figura 4). Es interesante que el clon de MA39, que produce un
nivel de anticuerpos mayor que anti-CEA/pKM17, como se muestra por el desarrollo con anticuerpo anti-FLAG,
(Figura 4B), tiene una sefial mas débil cuando el ELISA se desarrolla con el anticuerpo secundario anti-M13 (Figura
4A).

Esto indica que los scFv libres, producidos por el sistema de fagémido clasico, filtran en el medio y coprecipitan con
las particulas del fago, en consecuencia compiten con los anticuerpos desplegados en fago por la unién al blanco.
Este fendmeno se debe a la presencia de un codén ambar entre los genes de scFv y plil.

A fin de verificar esta hipétesis, los autores filtraron preparaciones frescas del fago MA39 y anti-CEA/pKM19 por
medio de Microcon 100 Centrifugal Filter Devices (Millipore Corporation, Bedford, MA), capaces de retener particulas
grandes del fago y pasar a través de scFv solubles. La prueba ELISA de las preparaciones de fago, antes y después
de la filtracion, desarrolladas con anticuerpos anti-M13 o anti-FLAG, muestra que:

(i) los filtrados de MA39 y pKM19 practicamente pierden los anticuerpos desplegados en las particulas del
fago, como se espera;

(ii) los anticuerpos libres estan presentes en ambas preparaciones (Figura 5).

Sin embargo, el nivel de anticuerpos libres en la muestra de anti-CEA/pKM19 es marcadamente menor. Los
anticuerpos libres en esta muestra son el resultado de la eliminacién de anticuerpos, inevitable durante la
preparacion del fago y que pueden aumentar como resultado del contacto con los componentes del sistema de
filtracién; mientras que los anticuerpos libres en las muestras MA39 son el resultado de la expresién libre del
anticuerpo y la filtracién en el medio junto con la eliminacion.

Para analizar la capacidad competitiva de los anticuerpos libres en los sobrenadantes del fago, nosotros debemos
hacer competir los sobrenadantes del fago de los fagos MA39 y anti-CEA/pKM19 con el anticuerpo soluble anti-CEA
de concentracion conocida (Figura 6) o con cantidades diferentes de filtrados de sobrenadantes de ambos fagos
(Figura 7). Estos dos experimentos muestran que los scFv libres compiten eficientemente con los anticuerpos del
fago. Diez pl del filtrado de MA39 ya compiten con 10 ul de su propio sobrenadante del fago y 5 y del sobrenadante
anti-CEA/pKM19, mientras que la misma cantidad del filtrado de anti-CEA/pKM19 no tiene efecto. Se observa
competicién marcada solo en un exceso de diez veces de filtrado de anti-CEA/pKM19 con el mismo sobrenadante
del fago (50 pl del filtrado a 5 pl de sobrenadante). El analisis de transferencia Western (Figura 8) de varios fagos
purificados por PEG desarrollados con un anticuerpo anti-FLAG detecta: (i) la banda superior de cada muestra que
corresponde a la fusién scFv-plll en caso de los fagos MA39 y anti-CEA/pKM17 y scFv-%plll en caso de antil]
CEA/pKM18 o anti-CEA/pKM19; (ii) una presencia notable de anticuerpos libres en la muestra MA39; (iii) presencia
de productos de degradacion en las muestras de fago como se describié previamente (Gene 1995 155(1):61-65).

Generacion de biblioteca desplegada en anticuerpo scFv y aislamiento de las especificidades de unién por medio del
nuevo plasmido pKM19

El plasmido pKM19, un derivado de pKM18, que alberga el codén ambar en la secuencia lider se us6 para la
generacion de la biblioteca scFv para estudiar si una baja produccion de anticuerpos fusionados permite la seleccién
eficiente de un anticuerpo especifico contra una molécula blanco.
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Una biblioteca de anticuerpo scFv se construyé a partir de linfocitos humanos de sangre periférica como se describio
en Materiales y Procedimientos. La biblioteca se selecciono contra la fusion de GST de un polipéptido de 168 aa de
largo SP2 de Streptoccocus pneumoniae (FEMS Microbiol. Lett. 2006 262(1):14-21), que fue reactivo con la muestra
de sangre utilizada para la construccion de la biblioteca scFv.

Se disefié un procedimiento de seleccién para crear una alta concentracion de la proteina blanco en volumen de
incubacién pequefio, por el uso de proteina biotinilada para la inmunopurificacién y Dynabeads revestidas con
estreptavidina para el aislamiento del fago unido, como se describié en el Ejemplo 2. Después de completar dos
rondas de inmunopurificacion, nosotros ensayamos la reactividad de las mezclas de fagos en ELISA (Figura 9). La
mezcla de fagos, después de la segunda ronda de seleccion por afinidad, fue altamente reactiva con la proteina de
fusion y negativa con las proteinas irrelevantes, tales como GST, leche y estreptavidina, que se presentaron como
portador de proteina o componentes del sistema de seleccion y todas se usaron como controles negativos en ELISA,
de este modo se indica la sucesiva seleccién de anticuerpo especificos.

Finalmente, los autores aislaron y secuenciaron un nimero de clones positivos para confirmar la secuencia correcta
de scFv. Uno de los genes identificados de scFv se cloné en pKM16 para la produccion de anticuerpo anti-SP2
soluble (Tabla 5), que se usé como un anticuerpo control irrelevante en los experimentos descritos en las Figuras 6,
11y12.

Maduracion del anticuerpo scFV de anti-CEA por medio del uso del vector pKM19

La seleccion por afinidad de una biblioteca de maduracioén se llevo a cabo como se describio en BMC Cancer 2006
6:41. La Figura 10 muestra que la reactividad del fago contra la proteina de CEA crece en cada ronda de seleccion
sucesiva. Se aislaron los clones de fago uUnico con mejor reactividad (Figura 10). Los autores secuenciaron 19
clones aleatorios de la mezcla de fagos después de la segunda ronda de seleccién. Ninguno los clones
secuenciados de la mezcla de fagos que tiene aumento de afinidad (0 de 19) presentd codones de detencién en su
secuencia, mientras que 70% (9 de 13) de los clones del sistema de fagémido clésico contenian tales mutaciones
(P=0,00002, calculadas de acuerdo con la prueba de chi cuadrado). En consecuencia, el uso del vector de pKM19
para la maduracion de un anticuerpo anti-CEA aumenta significativamente los resultados de la seleccion.

Dos genes del anticuerpo aislados de la biblioteca de maduracién (clones 1 y 2), se clonaron en pKM16, y se
produjeron los anticuerpos solubles y se compararon con el anti-CEA MA39 soluble original y el anticuerpo E8
maduro con el fagémido candnico (Pavoni et al., 2006). La Figura 11 confirma la mayor afinidad de los anticuerpos
maduros.

La prueba de especificidad sobre los scFv recién seleccionados muestra su baja reactividad umbral con proteinas
irrelevantes, comparable con la del anticuerpo original (Figura 12).

EJEMPLO 2: Construccion de la biblioteca derivada de TIL y seleccion del anticuerpo
Introduccion

La identificacion de los anticuerpos recombinantes especificos del tumor de la biblioteca de despliegue derivados de
los ganglios linfaticos de pacientes con cancer se describié en [Clin. Exp. Immunol. 1997 109(1):166-74; Int. J. Mol.
Med. 2004 14(4):729-35; World J. Gastroenterol. 2004 10(18):2619-23].

Se sabe que aproximadamente 7% de las secuencias de anticuerpo de cadena pesada derivadas de ganglio linfatico
y entre 18-68% derivadas de TIL pertenecen a los grupos clonales (Cancer Immunol. Immunother. 2003 52(12):715(]
738). Esto indica que tanto los ganglios linfaticos drenantes del tumor como los linfocitos infiltrantes del tumor son
fuentes promisorias de anticuerpos especificos de tumor. Los autores mostraron por amplificacion por PCR de las
regiones del gen del anticuerpo especificas de diez de tumores de mama primarios (ninguno es del tipo histolégico
raro MBC) de pacientes entre 49-79 afios, que 7 de 10 de estas muestras (70%), tenian una prominencia de la
expresion del anticuerpo IgG, en comparacion con la subclase IgA, que se correlaciona con la oligoclonalidad de la
region hipervariable de los anticuerpos de cadena pesada, lo que sugiere una respuesta inmune especifica a los
antigenos expresados en el tumor. La clonalidad de los anticuerpos derivados del tumor se confirmé por analisis de
secuenciacion.

Los autores identificaron un panel de anticuerpos especificos del tumor a partir de las bibliotecas descritas que
fueron reactivos con el dominio de ED-B, de las células de carcinoma de mama MUC1, CEA y MCF7 usadas en las
selecciones respectivas. Es interesante que en la realizacion de la seleccion basada en células sin etapa de
inmunopurificacion sustractiva en el epitelio de mama normal, en contraste con numerosos protocolos de seleccion
descritos previamente [Int J Mol Med. 2004 14(4):729-35; World J Gastroenterol. 2004 10(18):2619-23; Int J Oncol.
2000 16(1):187-95; Cancer Res. 1999 59(11):2718-23; Biochem Biophys Res Cmmun. 2001 280(2):548-52], los
autores aislaron solo un scFv de 10 que no era especifico del tumor y también reconocieron epitelio de mama
normal. Esto probablemente indica que nuestra biblioteca de tamafo modesto contiene un muy restringido repertorio
de anticuerpos naturales provisto por TIL-B, mas que un vasto repertorio de anticuerpos creado por la transposicion
de cadena del anticuerpo. Mas aun, la seleccion de anticuerpos de una mezcla bibliotecas derivadas de PBL y TIL
muestra claramente que la ultima biblioteca es mas eficiente en una inmunopurificacién basada en células. En
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efecto, todos los anticuerpos de cadena simple anti-MCF7 aislados parecieron derivar de los linfocitos infiltrantes del
tumor. En sintesis, la biblioteca derivada de TIL proporcioné buenos resultados en todas las selecciones realizadas,
que proporcionan un panel de anticuerpos humanos especificos de tumor, que reconocen antigenos de la superficie
celular del tumor utiles para la terapia y diagnéstico del cancer.

En este estudio nosotros demostramos que la aplicacion del nuevo vector de despliegue en fagos mejorado pKM19
llevé al aislamiento de un panel grande de anticuerpos derivados de trozos de tejido tumoral extirpado en la cirugia
del tumor, contra antigenos tumorales conocidos y células tumorales enteras, y que son potencialmente utiles en la
terapia del cancer. Estos resultados son similares a los resultados obtenidos por la deteccién directa de la biblioteca
de expresion del anticuerpo derivado de TIL soluble (Cancer Immunol. Immunother. 2002 51(2):79-90). La deteccion
directa es un abordaje de deteccioén sin sesgo que no depende de las etapas de amplificacion del fago y resulta mas
eficiente en comparacién con la seleccion por afinidad realizada con los vectores de despliegue candnicos, que no
pudieron seleccionar anticuerpos especificos de tumor en trabajos analogos (Cancer Res. 2001 61(21):7889-99;
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001 98(22):12659-64; Int. J. Cancer 2001 93:832-40). Nuestros resultados indican que
el vector pKM19 mejora los resultados de la seleccidon en comparacion con los vectores de despliegue clasicos vy al
mismo tiempo, proporciona la posibilidad de aplicar metodologias de seleccién por afinidad, que facilitan la
manipulacion con bibliotecas grandes.

En conclusion, nuestros resultados indican que las respuestas inmunes naturales a los antigenos relacionados con
el tumor existen en la mayoria de los pacientes con cancer de mama, no solo en los histolégicamente definidos
como MCB. Se obtuvieron muestras tumorales tan pequefias como 0,2 g como material quirirgico y se pueden
aprovechar como una fuente apropiada para la generacion de bibliotecas de despliegue en fago recombinante
enriquecidas para los anticuerpos especificos de tumor: el aislamiento de un panel de scFv antitumorales a través de
la seleccion contra blancos de proteina deseables, asi como contra células de carcinoma de mama vivas, muestra
que este abordaje es muy promisorio para el desarrollo de anticuerpos terapéuticos humanos. Mas aun, la
investigacion de los blancos de proteina que induce la produccién de anticuerpos especificos de las células
tumorales en un microambiente del tumor puede (i) proporcionar detalles importantes acerca de la
inmunorreactividad individual de un paciente dado, lo que proporciona un valor prondstico; (ii) abrir una gran
perspectiva para el descubrimiento de nuevos antigenos especificos del tumor.

Procedimientos

Muestras de tejido y sangre

Los especimenes de carcinoma de mama y la sangre periférica fresca de pacientes con cancer de mama (B81-B96,
EC23) se obtuvieron de M. G. Vannini Hospital, Roma. Todas las muestras bioldgicas se obtuvieron mediante
consentimiento informado.

Lineas celulares

La lineas celulares de carcinoma de mama MCF-7 (Numero ATTC: HTB-22), MDA-MB-468 (Numero ATTC: HTB
132) y SkBr3 (Numero ATTC: HTB-30), y linea celular de adenocarcinoma de colon LoVo (Numero ATTC: CCL-229)
se mantuvieron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los fibroblastos de prepucio humano (HFF) se
cultivaron en DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% de L-glutamina. Las células epiteliales de mama
inmortales MCF10-2A (Numero ATTC CRL-10781) [Cancer Res. 1990 50(18):6075-86] se propagaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, y usaron como controles negativos en las pruebas ELISA.

Proteinas de antigeno tumoral purificado

La proteina de CEA humana, purificada del carcinoma de colon y metastasis hepatica, se adquirié en USBiological
(#C1300-16, United States Biological, Swampscott, MA).

El dominio ED-B recombinante biotinilado de la fibronectina se obtuvo de Sigma-Tau S.p.A. (Pomezia, Roma).

La proteina MUC1 recombinante se obtuvo en varias etapas. Dos oligonucleétidos superpuestos KM358 5-ACT TCA
GCT CCG GAC ACC CGT CCG GCT CCG GGT TCC ACC GCT CCG CCG GCT CAC GGT GTC-3' [SEQID 97] y
KM359 5-CGG AGC CGG ACG GGT GTC CGG AGC TGA AGT GAC ACC GTG AGC CGG CGG AGC GGT GGA
ACC-3' [SEQ ID 98] codificados por la repeticion de 20-aa MUC1, se ensamblaron en un proceso tipo PCR, en el
que se realizaron 25 ciclos de amplificaciéon por PCR con 0,2 pM/ul de KM358 y KM359. Posteriormente se corté la
banda de ADn de peso alto del gel de agarosa y se ligé con un adaptador corto, obtenido por el apareamiento de un
oligonucledtido KM328 5-CT AGT TCG TCG GGT TCG TCG GGA-3’ [SEQ ID 99] y uno fosforilado: KM329 5-TCC
CGA CGA ACC CGA CGA A-3' [SEQ ID 100]. El fragmento de ADN resultante se purifico del exceso de adaptador,
se fosforild y cloné en pGEX-SN digerido y defosforilado [Int J Cancer. 2003 106(4):534-44], derivado del plasmido
pGEX-3X [Gene 1988 67:31-40]. La proteina recombinante MUC1 fusionada a GST, que contiene una secuencia de
MUC1 de 107-aa, que contiene 5,3 repeticiones, se purificé de acuerdo con procedimientos estandares [Gene 1988
67:31-40].
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Purificacién de linfocitos de sangre periférica

Los linfocitos se aislaron de 10 ml de sangre periférica fresca mezclada con anticoagulante por el uso de Ficoll-
Paque Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Suecia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. ARNm se aislo
de los linfocitos por medio del uso del kit de ARNm directo Dynabeads (Dynal, Noruega).

Extraccion de ARN vy sintesis de ADNc

Se obtuvieron especimenes de tumor de aproximadamente 200 mg de pacientes con carcinoma de mama como
muestras de descarte quirdrgico e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido. EI ARN total se prepard con
el sistema de aislamiento de ARN total (Promega, Madison, WI) y se purific a poli A+ ARN por medio del uso de los
sistemas de aislamiento de ARNm PolyATract (Promega). Se usaron quinientos ng de poli(A)+ ARN de carcinomas
de mama o 1 ug del poli(A)+ ARN de los linfocitos para sintetizar el ADNc de longitud completa por medio del kit de
construccion de biblioteca de ADNc SMART (Clontech, Palo Alto, CA).

Andlisis de la expresion del gen del anticuerpo por PCR

La region hipervariable del anticuerpo V(D)J se amplificé por PCR a partir de los moldes de ADNc por medio de
cebadores  especificos de sitio 5-GGACACGGCT(G/C)TGTATTACTG-3[SEQ ID 1011 y 57101
GCTGAGGAGACGGTGACC-3[SEQ ID 102] disefiados en un estudio por Hansen y colegas [Proc Natl Acad Sci
USA 2001 98(22):12659-64]. La determinacion de la subclase 1gG1, IgG2 y IgA se realizé6 como se describi6 en [J
Immunol. 2002 169(5):2701-11] por la combinacion en forma individual de los cebadores especificos de la regién
constante para los genes de 1gG1, IgG2 y IgA (CG1d, CG2a y CA1, respectivamente) con un conjunto de cebadores
de la cadena pesada variable: VH135, VH3a, VH3f, VH4, VH4b. Estos cebadores se disefiaron para la construccion
de la biblioteca de Fab humana [Barbas CF IlI, Burton DR (1994) Monoclonal antibodies from combinatorial library.
Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual].

Construccién de la biblioteca de scFv

El repertorio de genes del anticuerpo se amplificé por medio del conjunto de cebadores disefiados para la
amplificacion de los dominios del anticuerpo VH y VL [Pope, A.R., Embleton, M.J. & Mernaugh R. (1996)
Construction and use of antibody gene repertoires. En: Antibody Engineering - A practical approach (McCafferty, J.,
Hoogenboom, H. & Chiswell D., eds), pp,325, Oxford University Press] y los fragmentos scFv se ensamblaron in vitro
como se describié antes [Pope AR et al., 1996]. Los fragmentos scFv posteriormente se amplificaron por PCR con
cebadores de extension apropiados, que incorporan los sitios de restriccion Ncol, Notl, lo que permite la clonacién
de los genes scFv en el vector pKM19. Los productos de PCR resultantes se purificaron en un gel de agarosa de
fusion baja 1% (NuSieve 3:1 agarosa, Rockland, ME). Los fragmentos de ADN se digirieron con Ncol/Notl y se
insertaron en el vector pKM19. EIl ADn ligado se usé para transformar las células bacterianas competentes DH5aF’
(SUpE44AlacU169(P80 lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1gyrA96 thi-1 relA1 F’ [traD36 proAB" lacl®lacZAM15]) por
electroporacion.

Las células transformadas se sembraron en 20 placas de agar (g 15 cm), que contienen agar LB, 100 y g/ml de
ampicilina y 1% de glucosa. Después de la incubar toda la noche a 37°C, las colonias bacterianas se desprendieron
de las placas y resuspendieron en LB, que contiene 10% de glicerol. Las alicuotas de esta suspensién celular se
conservaron a -80°C y se usaron para la amplificacién del fago.

Amplificacién del fago

Se incubaron cuarenta pl de células bacterianas desprendidas en 40 ml de LB que contiene ampicilina y 1% de
glucosa hasta D.0O=0,2. Las bacterias se recolectaron por centrifugacion y resuspensién en 40 ml de LB con
ampicilina sin glucosa. Aproximadamente 6x10° pfu de M13K07 auxiliar se afiadieron a cada ml de suspension
celular, se incubaron durante 15 min a 37°C sin agitacion y otras 2 h en un agitador. Se afiadié kanamicina a la
concentracion final de 20 y g/ml y las células se incubaron ON a 32°C. El fago se purificé de acuerdo con la
precipitacion de PEG/NaCl estandar [Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989].

Seleccion basada en células de anticuerpos de biblioteca desplegada en fago

Las células semiconfluentes MCF-7 (aproximadamente 2x10”) se enjuagaron 3 veces con buffer PBS y se incubaron
con 2 ml de 2 mM de EDTA en PBS durante 15 min a 37°C. Diez ml de PBS que contiene 10 mM de MgCl, se
afadieron a las células, estas se extrajeron con precision por pipeteo. Las células se recolectaron por centrifugacion,
se lavaron una vez con 10 ml de PBS/MgCl; y finalmente se resuspendieron en 1 ml de buffer de bloqueo recién
preparado: 4% de leche en polvo no grasa, 0,05% de Tween 20, 5x10"" pfu de fago destruido por UV f1. Las células
se bloquearon durante 30 min a RT sobre rueda giratoria, posteriormente se recolectaron e incubaron durante 1 h a
37°C sobre la rueda con aproximadamente 5x10"" TU de biblioteca de anticuerpo scFv recién amplificada en 1 ml de
buffer de bloqueo. Las células se lavaron 5 veces con PBS/Tween. El fago unido se eluy6 por el afiadido de 400 pL
de HCI 0,1 M, pH 2,2 (ajustado por glicina). La suspension celular se incubé con solucion de eluciéon durante 10 min
a RT, se neutralizdé con 40 pL de Tris-HCI 2 M, pH 9,6 y se us6 para la infeccién de las células bacterianas. Las
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bacterias se sembraron en dos placas de agar LB (o 15 cm), que contiene 100 ug/ml de ampicilina 'y 1% de glucosa.
Las bacterias desprendidas se usaron para la amplificacion del fago.

Seleccién por afinidad sobre blancos de proteina purificada

CEA y MUC1 se biotinilaron como se describié en [Harlow E. & Lane D. Antibody: A laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1988]. Aproximadamente 5x10"" TU de biblioteca de anticuerpo scFv
recién amplificada se preincubaron con 50 yL de extracto bacteriano AD202 en buffer de bloqueo durante 30 min a
37 °C. Veinte y de una proteina biotinilada se afadieron a la mezcla de reaccion y se incubaron durante otra h a
37°C a agitacion suave. El fago unido se capturé por medio de Dynabeads M-280 revestidas con estreptavidina
(112,05, Dynal, Oslo, Noruega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se lavaron 5-10 veces con
PBS/Tween, posteriormente, se eluyeron y amplificaron como antes.

Experimentos de ELISA

Las células se cultivaron en una placa de 96 pocillos hasta casi confluente. Después de descartar el medio de
crecimiento, 100 yL de 4% de paraformaldehido recién preparado (#15710, Electron Microscopy Science, Hatfield,
PA) en PBS se afiadieron rapidamente durante 10 min. La solucién de fijacion se extrajo por pipeteo y las células se
incubaron con buffer de bloqueo (5% de leche, 0,05% de Tween 20 en PBS) durante 30 min a RT. El fago purificado
por PEG en buffer de bloqueo (1:1) se afiadi6 a las células y se incub6 durante 1 hora a 37°C bajo agitacion suave.
Las células se lavaron 3 veces y un anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP (Pharmacia) se usé para desarrollar la
reaccion. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Tincién de inmunofluorescencia

Las células se cultivaron en una placa de 24 pocillos para el cultivo celular (Nunc, Roskilde, Dinamarca), se fijé como
antes y se bloqued con 3% de BSA en PBS durante 1 h a temperatura ambiente. El fago purificado con PEG en 1%
de BSA/PBS se afiadio a las células y se incubo durante 1 h bajo agitacion suave a 37°C. Las células se lavaron tres
veces con 1% de BSA/PBS y se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-M13 (27-9420-01, Amersham
Biosciences) durante 30 min a 37°C. Las células se lavaron como antes y posteriormente se incubaron con un
anticuerpo policlonal de cabra anti-raton conjugado con FITC (554001, BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA)
a una concentracion de 5 pg/ml durante 30 umin a 37°C bajo agitacion suave. Después de la ultima incubacion, las
células se lavaron cinco veces, se secaron en la oscuridad, se montaron en medio Vectashield (Vector Laboratories,
Inc. Burlingame, CA) y cubreobjetos, y se analizaron por medio de microscopia de fluorescencia invertida.

Todos los anticuerpos se definen en la tabla 5.
Resultados

Caracterizacién del infiltrado celular linfoplasmatico en muestras de tumor de mama

Diez especimenes de tumor de pacientes con cancer de mama (47-79 afos) se examinaron para determinar la
presencia y naturaleza de TIL-B por amplificacion por PCR de segmentos de anticuerpo V(D)J (CDR3) y por
comparacion de la representacion de las clases de anticuerpo 1gG y IgA.

Los patrones de expresion de los genes del fragmento de anticuerpo se analizaron por PCR semicuantitativa a partir
del molde de ADNc de SMART. El panel de ADNc de los diez carcinomas de mama, de las muestras de mama
normal, testiculos normales y linfocitos de sangre periférica de los donantes sanos se normalizaron por la
amplificacion por PCR de un gen constitutivo, B-actina y se muestran en la Figura 13A.

Las regiones de cadena pesada hipervariable del anticuerpo V(D)J) se amplificaron como se describié en Materiales
y Procedimientos. Después del analisis por electroforesis en gel de agarosa, los mismos productos de PCr se
fraccionaron por 10% de PAGE de alta resolucion (Figura 13B). En la aplicacion de esta técnica, los autores
observan que 7 de 10 muestras derivadas de tumor contienen varios numeros de bandas diferenciadas, que
caracterizan la oligoclonalidad de la respuesta inmune en estos patrones, mientras que los fragmentos de ADN de
mama normal y linfocitos periféricos bien amplificados no contienen bandas intensivas y forman una mancha, que
consiste en las bandas de diferente longitud. La oligoclonalidad observada de las inmunoglobulinas no se
correlaciona con la edad de los pacientes.

A fin de analizar las distribuciones de subclase del anticuerpo, nosotros amplificamos los genes de Ig del ADNc del
carcinoma de mamas y mamas normales, por medio de cebadores especificos de subclase. De acuerdo con el
ensayo previo, las 3 muestras de ADNc de tumor, que no contienen bandas oligoclonales en las regiones V(D)J
amplificadas por PCR, tienen una prevalencia de la banda de IgA en comparacion con las bandas de IgG1 e 1gG2,
exactamente como en una muestra de mama normal donde IgA generalmente representa la principal clase de Ig (Br.
Med. J. 1976 2(6034):503-506). Por otra parte, las muestras que muestran oligoclonalidad en el primer ensayo
contienen IgG1, 0 IgG1 e IgG2 como bandas de anticuerpo dominantes, en contraste con la mama normal. La Figura
14 muestra cuatro ejemplos mas caracteristicos junto con la muestra de mama normal.
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La oligoclonalidad de los anticuerpos derivados de TIL-B en pacientes con cancer de mama se confirmd por
secuenciacion

Los autores seleccionaron dos muestras de ADNc (B92, B93) que proporcionan las bandas Unicas mas fuertes en la
prueba V(D)J, para el analisis de secuenciacion. Se determinaron las secuencias de nucleétidos de 17 y 13 clones
elegidos aleatoriamente que contienen genes del anticuerpo y que derivan de ADNc de B92 y B93, respectivamente,
y se dedujeron sus secuencias de aminoacidos. Los 30 clones codificaron en marco cadenas pesadas organizadas
correctas. Los anticuerpos aislados més frecuentemente (B92-A y B93-A1) contenian regiones V(D)J de la longitud
exacta correspondiente a las bandas fuertes que se observaron primero en la Figura 13B (lineas con las muestras
B92 y B93) (Figura 15), en consecuencia se indica que tanto la amplificacion por PCR con cebadores de cadena
pesada variable como la etapa de clonacién no introducen ningun sesgo particular que interfiere en las frecuencias
de cadena pesada de la biblioteca construida.

Como se indica en la figura 15, se identificaron seis mutaciones somaticas en los fragmentos del anticuerpo. Estas
mutaciones se localizan en las CDR variables de la cadena y de la misma especificidad, mientras que solo hallé una
mutacion fuera de las regiones variables (P=0,0002). Por ende, la oligoclonalidad del repertorio de anticuerpos
derivado de un tejido tumoral es una respuesta inmune natural que ocurre dentro del tejido tumoral dirigido por
antigenos tumorales y no un artefacto introducido por la amplificacion por PCR.

Construccion de bibliotecas

Se construyeron cuatro bibliotecas de anticuerpo scFv por medio del uso de siete ADNc como molde, caracterizados
por la oligoclonalidad de la respuesta inmune (ver lista de bibliotecas en la Tabla 2). Solo la biblioteca scFvEC23
(descrita en el Ejemplo 1) se construy6 a partir de linfocitos de sangre periférica, obtenidos de un paciente solo con
estadio avanzado de cancer de mama.

Tabla 2. Lista de biblioteca de anticuerpos ScFv

Biblioteca Fuente de genes Ig Paciente (edad) C‘-:-mple-jitl-ml de la biblioteca
ScFvB87 TIL B87 (55) 4.7x10°
ScFvB95 ' TIL B95 (73) 1.1x10’
ScFvB96 O TIL B96 (72) 2.6x107
_ . B85 (47), B91 (70), .
ScFvmix TIL 2.4x10
B92 (79), B93 (66)

ScFvEC23 EC23 (65)

Seleccion de anticuerpos anti-tumorales especificos de la biblioteca de despliegue en fagos generada a partir de
TIL-By PBL

Los autores examinaron directamente la posibilidad de seleccionar fragmentos de anticuerpo especificos de la
biblioteca de fagos contra antigenos de cancer comunes que incluyen el dominio ED-B de fibronectina [EMBO J.
1987 6(8):2337-42], MUC1 [Cancer Res. 1992 52(22):6365-70; Hum Pathol. 1995 26(4):432-9], y CEA [J. Clin. Lab.
Anal. 5: 344-366; Semin Cancer Biol. 1999 9:67-81; Cancer Res. 2002 62:5049-5057]. En las condiciones descritas
en Materiales y Procedimientos una mezcla de cuatro bibliotecas desplegada en anticuerpo scFv derivada de TIL
(scFvB87, scFvB95, scFvB96 y scFvmix) denominada biblioteca mixTIL (Tabla 2) y la biblioteca de scFVEC23 se
inmunopurificaron por separado contra tres blancos de proteina en varias rondas. En cada caso nosotros
observamos que las mezclas de fago fueron ya positivas contra el antigeno seleccionado después de la segunda y
tercera rondas de inmunopurificacién (Figura 16). Los clones elegidos aleatoriamente se analizaron para determinar
la reactividad de unién contra los antigenos. Los resultados de la prueba de los clones del fago aleatorio de las
mezclas de fagos de la tercera ronda se sintetizan en la Tabla 3. Los clones positivos se analizaron por busqueda de
huella genética por medio del uso de digestidon doble con Haelll y Alul y se secuenciaron los clones de anticuerpo
Unicos. La Figura 17 represente el ELISA de scFv-fagos Unicos seleccionados sobre antigenos purificados. Los
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clones Unicos analizados se unen fuertemente con los antigenos respectivos y no reaccionan con proteinas
irrelevantes. Este resultado indica que el vector pKM19 es una herramienta adecuada para la seleccion de
anticuerpos anti-tumorales de la biblioteca derivada de TIL y PBL.

Tabla 3. Resultado de las selecciones a través del uso de tres antigenos tumorales purificados.

Antigeno blanco Biblioteca Clones positivos/ clones Genes de anticuerpo
analizados aislados
ED-B mixTIL 10/10 1
scFVEC23 10/10 3
MUC1 mixTIL 2/16 1
scFVEC23 6/8 2
CEA mixTIL 17/20 4
scFVEC23 15/20 3

Seleccién basada en células de los anticuerpos especificos de tumor.

Los autores analizaron la funcionalidad de una biblioteca derivada de TIL unica (scFvB96) por la seleccion de
anticuerpos especificos de cancer de mama a través de la inmunopurificaciéon basada en células de la linea celular
de carcinoma de mama MCF-7. Cuatro bibliotecas, que incluyen scFvB87, scFvB95, scFvmix y scFVEC23, se
combinaron entre si (biblioteca denominada mixLIB, tabla 2) y se inmunopurificaron en el mismo tipo de células.
Cuatro o cinco rondas de seleccidon rondas en las células MCF-7 fueron necesarias para la biblioteca mixLIB o
scFvB96, respectivamente, a fin de enriquecer las mezclas de fagos para los ligadores de células especificas (Figura
18). Posteriormente, los clones elegidos aleatoriamente se analizaron para determinar la presencia de anticuerpo
ScFv entero. Los clones de scFv-fago de longitud completa se analizaron por ELISA basado en células, y se
analizaron por busqueda de huella genética, y se secuenciaron varios clones positivos. Las secuencias de
aminoacidos se dedujeron de las secuencias de ADN, lo que confirma las estructuras del anticuerpo en marco
correctas. Los datos del analisis del clon se sintetizan en la Tabla 4.

Tabla 4 Resultado de la seleccidon en células de carcinoma de mama humano MCF?7 intactas/vivas.

Seleccion de MCF-7

Biblioteca scFvB96 mixLIB
Ronda de seleccion 5 4
scFv de longitud completa/ clones analizados 12/40 30/40
Clones positivos/ clones analizados de longitud 5/12 22/30
completa
Genes del anticuerpo aislados 2 8

La reactividad y especificidad de los anticuerpos seleccionados en las células se verificaron por ELISA en lineas
celulares de carcinoma de mama: MCF-7, MDA-MB-468, y células normales, como controles negativos: MCF10-2A
(epitelio de mama humano), HFF (fibroblastos humanos) (Figura 19). Entre 10 anticuerpos scFv seleccionados
diferentes scFv pertenecientes a 7 grupos de especificidad (los anticuerpos (mix7, mix12, mix25 tienen la misma
secuencia de cadena pesada y diferentes cadenas livianas; los anticuerpos mix8 y mix39 tienen secuencias
similares con diferencias menores), 9 son especificas para las células de carcinoma de mama, mientras que solo el
anticuerpo scFv B96/4F se une también a las células epiteliales normales.

Anticuerpos seleccionados en células derivados de TIL

Los anticuerpos scFv Mix11, mix12, mix17, mix23 y mix39 (Tabla 4) se seleccionaron de una mezcla de bibliotecas
derivadas de PBL y TIL. Los autores investigaron el origen de estos anticuerpos a fin de observar cual tipo de
biblioteca actua mejor en condiciones de seleccién iguales. Un ul de cada biblioteca amplificada se usé como molde
para la amplificacion por PCR con el par de cebadores de oligonucleétido especificos para cada anticuerpo (Figura
20). Este analisis muestra que los 5 anticuerpos scFv analizados, se aislaron de una mezcla de bibliotecas,
pertenecientes a los anticuerpos derivados de TIL. Los genes del anticuerpo de mix7 y mix25 (que tienen la misma
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cadena pesada que mix12, tabla 5), y mix8 (similar a la mix39, tabla 5) se considera que tienen un origen similar.
Para el anticuerpo anti-SP2 irrelevante, que se selecciond de la biblioteca de scFVEC23, se confirmé su origen de la
biblioteca derivada de PBL. Los anticuerpos anti-MUC1 MB5 y anti-CEA CB37, que se seleccionaron de la mezcla
de cuatro bibliotecas derivadas de TIL (mixTIL) se mostraron que derivan de la biblioteca scFvmix y scFvB96,
respectivamente.

Tincion de fluorescencia de las células tumorales

Se ensayaron las especificidades de unién de varios clones, que incluyen mix17, mix7 (Figura 21), anticuerpo anti-
Mucl MB5 y anti-CEA CB37 (Figura 22) por la tincion de inmunofluorescencia de las células tumorales directamente
con los anticuerpos scFv desplegados en el fago. El scFv de Mix17 reconoce la mayor parte de las células de células
de carcinoma de mama MCF7 no permeabilizadas en este experimento (Figura 21A), mientras que mix7 tifie un bajo
porcentaje de células, probablemente células y apoptéticas.

El anticuerpo MB5 tifie intensivamente las células MCF7, conocidas por alta expresion de MUC1, y también
reacciona bien con otra linea celular de carcinoma de mama, SkBr3 (Figura 22). El anticuerpo CB37 tifie las células
LoVo. No se observé tincién umbral en el epitelio de mama normal para ambos anticuerpos MB5 y CB37.

EJEMPLO 3: Maduracion de anticuerpos scFV de anti-MUC1 y anti-CEA

Para aumentar la afinidad de los anticuerpo especificos de tumor CB37 y MB5, nosotros realizamos la maduracion
de afinidad del anticuerpos in vitro. La nueva biblioteca de maduraciéon se creé por la combinacion de genes de
cadenas VH simples derivadas de CB37 y MBS5, respectivamente, con varios genes de las cadenas VL derivados de
TIL y PBL de los pacientes con tumor. Las bibliotecas se construyeron como se describe en los Ejemplos 1y 2.

Procedimientos

Seleccion por afinidad

La seleccion por afinidad se realizé por medio de las proteinas biotiniladas como se describe en el Ejemplo 2, con la
diferencia de que para la primera ronda de seleccion por afinidad, nosotros usamos 10 p g de la proteina y para la
segunda solo 50 ng. Los clones hallados positivos en el ELISA se analizaron por PCR y huella genética con las
enzimas de restriccion Alul y Haelll para identificar clones diferentes. Se determiné la secuencia de ADN de los
clones. Los genes del anticuerpo de los clones que tienen reactividad contra proteinas blanco mayor que los
anticuerpos originales se clonaron en pKM16 para producir los scFv en forma soluble como se describe en el
Ejemplo 1.

Caracterizacién de anticuerpos maduros

Los fragmentos del anticuerpo maduro se caracterizaron por la unién al antigeno.

Los nuevos anticuerpos anti-MUC1 MB5/C’1 y MB5/C’3 y los anticuerpos anti-CEA maduros CB37/3B y CB37/9C
(Tabla 5) en forma soluble se caracterizaron por resonancia del plasmén superficial (Biacore) como se describe en
BMC Cancer 2006 6:41. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Valores cinéticos de anticuerpos de cadena simple originales y madurados por afinidad. El anticuerpo anti-
CEA CB37 original no es estable en forma soluble. Los anticuerpos de cadena simple maduros tienen afinidad
nanomolar K;= constante de asociacion, Kq = constante de disociacion, KD = K./K4, SE = error estandar. Los datos

se expresan en Molar.

scFv Ka(+/-SE) kq(+/-SE) Ko

MB5 2,13E+04 (2,45E+02) 8,55E-03(6,25E-05) 4,01E-07
MB5/C'1 1,53E+05(4,15E+02) 1,45E-03(1,29E-05) 9,46E-09
MB5/C'3 7,11E+04(4,33E+02) 1,64E-03(2,46E-05) 2,31E-08
CB37 ; ] ]
CB37/3B 1,27E+05 (9,79E+02) 1,42E-04(3,23E-05) 3,66E-09
CB37/9C 1,00E+05 (5,75E+02) 4,65E-04(2,54E-05) 1,42E-09

Este estudio con Biacore proporcioné medidas cuantitativas de la cinética de union y disociaciéon de scFv-antigeno.
La Tabla 6 informa los valores de cinética de los scFv originales maduros por afinidad. Los anticuerpos antiMUC1
maduros MB5/C’1 y MB5/C’3 tienen mas de 42 veces y 17 veces mayor afinidad con el antigeno, en comparacion
con MBS5, respectivamente. Los anticuerpos anti-CEA maduros CB37/3B y CB37/9C tienen afinidad nanomolar. Mas
aun, los anticuerpos maduros son mas estables que el CB37 original, que no fue reactivo en forma soluble. Estos
resultados indican que el vector pKM19 es una herramienta adecuada para la maduracién de los anticuerpos scFv.
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<48222aatacg caaaccgcct ctccccgege gttggccgat tcattaatgc agctggcacg 60
acaggtttcc cgactggaaa gcgggcagtg agcgcaacgc aattaatgtg agttagctca 120
ctcattagéc accccaggcet ttacacttta tgcttccggce tcgtatgttg tgtggaattg 180
tgagcggata acaatttcac acaagatcta gctattctag agattacgcc aagccccgta 240
ttttacccgt ttaatggaag cttataaagg aggaaatcct catgaaatag agcaccatcg 300
cactggcact gttaccgtta ctgttcaccc cggttaccaa agcacgtacc atggtttccc 360
ttgcggctgc aggagactac aaagacgacg acgacaaaga attcctgcct caacctcctg 420
tcaatgctgg cggcggctct ggtggtggtt ctggtggcgg ctcfgagggt ggcggctctg 480
agggtggcgg ttctgagggt ggcggctctg agggtggegg ttccggtgge ggctccggtt 540

. ccggtgattt tgattatgaa aaaatggcaa acgctaataa gggggctatg accgaaaatg 600
ccgatgaaaa cgcgctacag tctgacgcta aaggcaaact tgattétgtc gctactgatt 660
acggtgctgc tatcgatggt ttcattggtg acgtttccgg ccttgctaat ggtaatggtg 720
ctactggtga ttttgctggc tctaattccc aaatggctca agtcggtgac ggtgataatt 780
cacctttaﬁt gaataatttc cgtcaatatt taccttcttt gcctcagteg gttgaatgtc 840
gccettatgt ctttggcgct ggtaaaccat atgaattttcitatfgattgt gacaaaataa 9200

 acttattccg tggtgtcttt gcgtttcftt fétatgttgc cacctttatg tatgtatttt 960
cgacgtttgc taacatactg cgtaataagg agtcttaagg atcctaatat tgttctggat 1020
attaccagca aggccgatag tttgagttct tctactcagg caagtéatgt tattactaat 1080
céaagaagta ttgcgacaac ggttaatttg cgtgatggac agactctttt actcggtgge 1140
ctcactgatt ataaaaacac ttctcaggat tctggcgtac cgttcctgtc taaaatccct 1200
ttaatcggcc tcctgtttag ctececcgetct gattctaacg aggaaggcac gttatacgtg 1260
ctcgtcaaag caaccatagt acgcgccctg tagcggcgca ttaagegegg cgggtgtggt 1320



'ggttacgcgc
cttcccttce
. ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgttc
ggtctattct
gctgatttaa
atttgcttat
gattgacatg
gcgcggaaéc
acaataaccc
tttccgtgte
agaaacgctg
cgaactggat
‘aatgatgagc
gcaagagcaa
. agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgtfg
aatagactgg
. tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg

agcgtgaccg
tttctcgcca
ttccgattta
cgtagtgggc
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
acaatcttcc
ctagttttac
cctatttgtt
tgataaatgc
gcccttattc
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
ctcgagtcgec
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag

aggatctagg

tcgttccact

tttctgegeg
ttgccggatc
ataccaaata
géaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
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ctécacttgc
cgttcgeegg
gtgctttacg
catcgccctg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
tgtttttggg
gattaccgtt
tatttttcta
ttcaataata
ccttrtttgce
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagc
agccctcccg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
faatctgctg
aagagctacc
ctgtccttct
catacctcgc

ttaccgggtt
ggggttcgtg

cagcgcccta
ctttcececgt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
gcttttctga
catcgcaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttgc
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt

cgctgagata

tatactttag
ttttgataat
ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc

ggactcaaga.

cacacagccc
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gcgccecgete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgeectt
acaacactca
gcctattggt
ttaacgttta
ttatcaaccg
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga
cttcctgttt
ggtgcacgag
cgccccgaag
ttatcccgta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgccttgatc

acgatgcctg

ctagctteccc

Etgcgctcgg
gggtctcgceg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
étcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagftaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc

ctttcgettt
atcgggggct
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatcte
taaaaaatga
Caatttaaat
gggtacatat
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacec
tgggttacat
aacgttttce
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgccat

gaccgaagga

gttgggaacc

tagcaatggc
ggcaacaatt
cccttcecgge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccagc
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctge
cggataaggc

gaacgaccta

1380
1440
1500
1560
1620 °
1680
1740
1800
1860
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2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

- 3060

3120
3180
3240
3300
3360
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tccaggggga
gcgtcgatft
ggccttttta

atcccctgat

cagccgaacg

agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgy
tctgtggata

accgagcgca
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<212> DNA
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(738)

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (274)..(274)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (387)..(387)
<223>nisa,c,g,0t

<400> 2
gag

- atg

. gtc

gt
va

cag
Glu Gln
1 ?

tca
ser

gt
va

aag
Lys

tat

Tyr

Q?a tgg

Gly Trp
50

gin oty

Glin
65
ag
g1u

cac
His
35

ttc
Phe

atg
Met

agg

ctg

Met Leu

gat
ASp

gcg aga
Ala Arg
gtc
val
115

acc

val Thr

Arg.

ctg
Leu

gtg gag
ga Glu

tcC
Ser

gtc
val
20

tgc
Cys

gt
Va

tag
Trp

Cga
Arg

aat
Asn

aac
Asn

cct
Pro

gtc
val

acc

at
Thr :

Met
© 70
agg
Arg
85

cc
g1a

agc

sSer Leu

tct
ser

&

cag
Arg
100
tcc
ser

tca
ser

ctg
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agcgtgagcet
taégcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgctg
accgtattac

gcgagtcagt

gct

Ala

tct-g?a
ser Gly

tct
ser
25

aag
Lys

gct
Ala

tag gcc cct
Gln Ala

40
&
&ty

tct
ser

agt
ser
55

acc
Thr

aca
Thr

ct
21a

g?a ggc
Gly Gly
- 120

atg
met

atgagaaagc
ggtcggaéca
tcctgtcggg
gcggagccta
gccttttget
cgcctttgag

gagcgaggaa

gcecacgette
ggagagegca
tttcgccacc
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagage

cCcC

gag
Glu
10

gga
Gly

gt
va

tac
Tyr

caa

aag
Lys

acc
Thr

aag-

LyS

ttc
Phe

PfO

acc
Thr
30

cty

gcc
Ala

Pro

&y

gac
ASp

gac
Asp

&y
105

&y

2?3 Gln

aca
Thr

aac
Asn

tcc
ser
75

gcg
Ala

acg
Thr

gac
Asp
90

gtc

tgg
val

Trp

tca g?;

sSer

48

3y

tat
Tyr
60

acc
Thr

nce
Xaa

&y

&y

ctt
Leu
45

gag
Glu

gca

cag
Ala

GIn

agc

ser Thr G

tat
Tyr

&ty
110

gt
va

caa
Gln
ggc

Q?t
Gly Gly
125

tgg
Trp

aag
Lys

aca g?

tat
Tyr
95

acc
Thr

tct
Ser

ccgaagggag
CgagggégCt
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgegtt

ccgctecgeeg

gcc
Ala

tcc
Ser

atg
Met

ttt
Phe

c tat
y Tyr

80

tgt
Cys

ctg
Leu

&ty

48

926

144

192

240

288

336

384

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3770
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&ty

tct
ser
145

gtt
val

gcc
Ala

cct
Pro

- gtce
val

tat
Tyr
225

gtt
val

&y
130

cct
Pro

&

ccc
Pro

gat
Asp

tct
Ser
210

gca
Ala

tta
Leu

<210>3

<211> 246
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<220>

ety
3ty
&

aaa
Lys

cgc
Arg
195

ety
&

&y

tcg
ser

cag
GIn

tat
Tyr

ctc
Leu
180

ttc
Phe

ctc
Leu
agt
ser

acg
Ala

cag
Gln

tca
ser

aac
Asn
165

atg
Met

tct
ser

cag
Gln

aac
Asn

gcc
Ala
245

<221> caracteristica miscelanea
<222> (92)..(92)
<223> '"Xaa' en la posicién 92 significa Thr, Ala, Pro 6 Ser.

<400> 3

tct
Ser

gtc
val
150
tat
Tyr

att
Ile

aty

gct
Ala

act

Thr-

230

gca
Ala
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gcc
Ala
135

acc
Thr

gtc
val

tat
Tyr

tcc
ser

gag
Glu

ctg
Leu

atc
Ile

tcc
Ser

gac
Asp
aag
Lys
200
gat

Tu Asp

215

ttc
Phe

cta
Leu

act
Thr

tcc
Ser

tgg
Trp

gtc
val
185
tct
Ser
gag
Glu

ttc
Phe

49

cag
Gln

tgc
Cys
tac
Tyr
170

aat
Asn

ggc
Gly
gct
Ala

ggc
Gly

cct
Pro

act
Thr
155

caa
Gln

aag
Lys

aac
Asn

gat

Asp

&
235

gcc
Ala
140

sty

cag
Gln

cgg
Arg

acg
Thr

tat
Tyr
220

%

tcc
Ser

acc
Thr

cac
His

CcCcC
Pro

gcc
Ala
205

tac
Tyr

acc
Thr

gcg
Ala

agc
ser

CCa
Pro

tca
Ser
190

tcc
Ser
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Cys

cag
Gln

tcc
ser

agt
ser

&y
175

&ty

ctg
Leu

agc

Ser_

ctc
Leu

&ty

gac
Asp

160

adad
Lys

gtc
val

acc
Thr

tca
ser

acc
Thr
240

432
480
528
576
624

672

720 -

738
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Ser
CTyr
Gly

Gin

65

Met

val

val

Met

Trp

GIn

Lys
His
35

Phe

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu val
5

val ser
20

Trp val
Asn Pro

val Thr

Ser Arg
85

Glu

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu
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Ser

Lys

GIn

Ser

55

Thr

Thr

Gly Ala
Ala Ser

25

Ala Pro
40
Gly Gly

Gly Asp

ser Asp

50

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

val lys
Tyr Thr
Gin Gly

Asn Tyr
60

ser Thr
75

Ala Xaa

Lys
Phe
Leu
45

Ala

Ser

Va]

Pro
Thr
30

Glu
Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Gly

TYP
95

Ala

sSer

Met

Phe

Tyr

80

Cys
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Ala
VaT
Gly
Ser
145
val
Ala
Pro
val
TYr

225

val

<210> 4
<211> 743
<212> DNA

Arg

Thr

Gly

Pro

Asp

ser

Asp
val
115
Gly
Gly
Gly
LyS
Arg
195

Gly

210

Ala

Leu

Gly

Gly

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(741)

<400> 4
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165

Met
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Ala

245
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ser
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Ser

val

150

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr

230

Ala
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Trp
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aac tat gca cag

y Thr Asn Tyr Ala Gln

60
acg
Thr
gac
ASp

gtc
val

tca
ser

cag
GIn
140

tgc
o

tac
Tyr

agt
ser

oty

gct
Ala
220

3ty

tcc
ser

gcg
Ala

tgg
Trp

ggc
Sty
125
cct
Pro

act
Thr

caa
Gln

cat
His

aac
Asn
205

gat

Asp

act
Thr

acc
Thr

gcc
Ala

&y
110

ety

gcce
Ala

&ty

cag
Gln

cgg
Arg
190

acg
Thr

tat
Tyr

&ty

agc aca
Ser Thr
80

gtg tat
val Tyr
95

cin &ty
&ty &y

tcec gt
Ser va

acc agc
Thr ser
160

cac cca
His Pro
175

ccc tca
Pro Ser

gcc tcc

Ala ser

tac tgc
Tyr Cys

acc cag
Thr G1n
-240

48
96
144
192
240
288
336
384
432
480

528

576

624

672

720

743



ES 2362 120T3

<211> 247
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<400> 5 |
%et Glu Glu val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro
5 10 15

Gly Ala Seb ¥g1 Lys val Ser Cys 5{5 Ala ser Gly Tyr ;gr Phe Thr

Ala Ser Tyr Met His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu
35 .. .. - . . 40 45 ‘

53



10

Tyr
Thr
ser
Ser
145
ser

Gly

Gly

~ Leu

ser
225

Leu

<210>6

Met

50

Phe

Tyr

Cys

Leu

ASp

Lys

Ile

Thr

210

Ser

Thr

<211> 743
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(741)

<400> 6

Gly
Gln
Met
Ala
val
115
Gly
ser
val
Ala
ser
195

Ile

Tyr

val

Trp

Gly

Glu

Gly

Pro

Gly

Pro

- 180

Asn

ser

Thr

Leu

Phe
Arg
Leu
85

ASp
val

Gly

Gly

Lys
Arg
Arg
ser

Gly

Asn
val
70

Ser
Arg
Ser
ser
Gln
150
Tyr
Leu
Phe
Leu
Ser

230

Ala

ES 2362 120T3

Pro

55

Thr

Arg

Ala

Ser

Gln

135

Ser

‘Asn

Met

ser

Gln

215

Asn

Ala

Asn
Met
Leu

Ser

ser
Ile
Tyr
Ile
2

Ala

Thr

ser

Thr

Thr

Ala

105

Gly

Ala

Thr

val
Tyr
185
ser

Glu

Phe

54

Gly.

Gly
ser
90

Met
Gly
Leu
Ile
Ser
170
Asp
Lys
Asp

Ile

Gly
Asp
75

Asp
Gly
Gly
Thr
Ser
155
Trp
val
Ser

Glu

Phe
235

Thr
60
Thr
Asp
\:
val
Ser
Gln
140
Cys
Tyr
Ser
Gly
Ala

220

Gly

Asn
Ser
Ala

Trp

Thr

GIn

His
Asn
205

Asp

Thr

Tyr

Thr

Ala

Ala

Gly

Gln

Arg

190

Thr

TYyr

Gly

Ala

Ser

val

95

Gln

Gly

Ser

Thr

Gln

Thr

80

Tyr A

Gly

Gly

val

Ser

- 160

His

175

Pro

Ala

Tyr

Thr

Pro

Ser

Ser

Cys

Gln

240



5

atg gag cag gt _
¥et Glu GIn va §1n Leu val GIn Ser

3ty

gcc
Ala

tag
Trp

aag
Lys
65

3ty

tat
TYyr

acc
Thr

tct
ser

tct
ser
145

agt
ser

oty

&y

ctg
Leu

aac
Asn
225

ctc
Leu

ES 2362 120T3

cag ctg gt

gcc tca gt- aag
Ala ser gg Lys

tcc
ser

atg
Met
50

ttt
phe

tat
Tyr

tgt
cys

ctg
Leu

&
130

47

gac
Asp

aaa
Lys

gtt
val

acc
Thr
210

tca
ser

acc
Thr

<210>7
<211> 247

tat
Tyr
35

oty

cag
Gln

atg
Met

gtc
val
115

&

tct
ser

gtt
val

gcc
Ala

tct
Ser
195

atc
Ile

ttt
Phe

gtt
val

atg
Met

tog
Trp

oty

gag
Glu

aga
Arg
100

acc
Thr

aly

cct
Pro

&ty

ccc
Pro
180

agt
Ser

tct
Ser
aca
Thy

tta

Leu

cac
H1s

ttc
Phe

agg
Arg

ctg
Leu
85

gat
Asp

gtc
val

o5

gga
Gly

ggt
ety
165
aaa
Lys

cgc
Arg

cly

agc
ser

oty
245

cag

gtc tcc tgc

val

tgg
Trp

dac
Ash

gtc
val
70

agc
Ser

cgg
Arg

tcc
Ser

tcg
Ser

cag
Gln
150
tat
Tyr

ctc
Leu

ttc

Phe

ctc’

teu

agc
Ser
230
acg
Ala

Ser

Vaf

cct
Pro
33

acc
Thr

agg
Arg

gc~z
Ala

tca
Ser

cag
Gln

Cys

cga
Arg
40

aat
Asn

atg
Met

ctg
Leu

tct
ser

oy
120

tct
Ser

135 .

tcg
ser

aac
Asn

atg
Met

tct
Ser

cag
Gln
215

aac
Asn

gcc

atc
Ile

tat
Tyr

att
Ile

&ty

200

act
Thr

act
Thr

gc

Ala

Tct

.aag
Lys
25

cag
Gln

agt
ser

accC
Thr

aca
Thr

gct
Ala
105

&y

gcc
Ala

acc
Thr

gtc
val

tat

Tyr
185

tcc
ser

gag
Glu

tat
Tyr

gga
oty
10

acc
Ala

cc
g]a

&y

ety

tct
Ser
90

atg
Met

ety

ctg
Leu

atc
Ile

tcc
Ser
170

gat
Asp

aag
Lys

gac
Asp

gtc
val

55

gct
‘Ala

tct
Ser

cct
Pro

&ty

gac
Asp
75-

gac
Asp

oty

o

e
&ty

ety

aca
Thr
60

acg
Thr

gac
Asp

gtc
val

tca
Ser

"

act
Thr

tcc
Ser
155

tgg
Trp

gtc
val

tct
Ser

gag
Glu

ttc
Phe.
235¢%

cag
Gln
140

tgc
Cys

tac
TYr

act
Thr

&ty

gct
Ala
220

&ty

gt
va

tac
Tyr

caa
GIn
45 .

daac
Asn

tcc
Ser

tgg
Trp

%

125

cct
Pro

act
Thr

caa
Gln

aat
A_Sﬂ

aac
Asn
205

gat
Asp

act
Thr

aag
Lys

acc
Thr
30

oty

tat
TYr

acc
Thr

gcc
Ala

&ty
110

3ty

gcc
A1a

oty

cag
Gln

cgg
190

acg
Thr

tat

Tyr

&ty

aag
Lys
15

ttc
Phe

ctt
Leu

gca
Ala

agc
Ser

gt
va
95

caa
Gln

&ty

tcc
Ser

acc
Thr

cac
His
175

cct

g Pro

gcc
Ala

tac
TYr

‘acc.

Thr

ccc
Pro

acc
Thr

gaga
Glu

cag
GlIn

aca
Thr
80

tat
Tyr

sty
aly

gt
va

agc
ser
160

CcCa
Pro

tca
Ser

tcc
Ser

tgc
Cys

cag
Gln
240

48

96

144

192

240

288

336
384
432
480
528
576
624
672
720

743



<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 7
Met Glu Gln val

1

Gly
Ala
Trp
Lys
65

© Gly
TYyr
Thr
Ser
Ser
145
ser
Gly
Gly
Leu
Asn

225

Leu

Ala
ser
Met
50

Phé

Tyr

Cys

Leu

Asp

Lys:

val
Thr
210

Ser

Thr

ser
Tyr
35

Gly
Gln
Met

Ala

val
115

‘Gly

Ser
val
Ala
Ser
195
Ile

Phe

Va]

val
20

Met

Trp

Gly

Glu

Gly
Pro
Gly
Pro
180
ser
Ser

Thr

Leu

Gln

Lys

His

Phe

Arg

Leu

85

Asp

val

Gly

Gly

Lys
Arg
é1y
Ser

Gly

Leu
val
Trp
.Asn
val

70

Ser

Arg

Ser
ser

Gln
150

Tyr

Leu
Phe

Leu

val

ser

val

Pro

55

Thr

Arg

Ala

ser

Gln

135

Ser

Asn

Met

Ser

Gln

ES 2362 120T3

G'I_n
Cys
Arg
40

Asn

Met

Leu

ser

ser
Ile
Tyr

Ile

215

Ser
230

Ala

Asn

Ala

Thr

Ser

Lys

25

GIn

Ser

Thr

Thr

Ala
105

Gly

Ala
Thr
val
Tyr
185
ser
Glu

TYyr

Gly
10

Ala
Ala
Gly
Gly
ser
90

Met
Gly
Leu
Ile
Ser
170
Asp
Lys

Asp

val

56

Ala

Ser

Pro

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr
60

Asp T‘Thr‘

75

Asp
Gly
Gly
Thr
ser
155
Trp
ya1
ser

Glu

Phe
235

Asp
val
Ser
Gln
140
s
Tyr
Thr
Gly
Ala

220

Gly

val
Tyr
Gln
45

Asn
Ser

Ala

Trp

Thr
G1n
Asn
Asn
205
Asp

Thr

LYyS
Thr
30

Gly

Tyr

Thr

Ala

Gly

Ala

Gly

Gln

Lys
Phe
Leu
Ala
ser
%
Gln
Gly
ser

Thr

His

175

Tyr

Gly

Pro

Ala

TYyr

Thr

Pro
Thr
Glu
GIn
Thr
80

Tyr
Gly
Gly
val
ser
160
Pro
ser
ser

Cys

GlIn
240



10

<210>8
<211> 750
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (750)

<400> 8

gag
- Glu
1

&y

aac
Asn

" gtc
val

aag
Lys
65

ctt
Leu

gcg
Ala

&ty

gga
Gly

cce
Pro
145

&ty

. ggc
Gly

&ty

ctg
Leu

" cag
Gln
225

acc

gag
Glu

tcc
Ser

tac
Tyr

tca
Ser
50

ety

caa
Gln

aga
Arg

caa
Gln

&
130

tcg
ser

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

acc
Thr
210

gt
va

cag

gt
va

ctg
Leu

atg
Met
35

gtt
val
cga
Arg

atg
met

ggc
Giy

g 9
llg

9g¢

Gly

gt
va

aat

Asn

gcc
Ala

cct
Pro
195
atc
Ile

tgg
Trp

ctc

cag
Gln

aga
Arg
20

agc
ser

atg
Met

ttc
Phe

aac
Asn
gga
Gly
100

aca

“Thr

Tct
Ser

tca
ser

ata
Ile

cct
Pro
180

gag
Glu

agc
Ser

gat
Asp

acc

ctog
Leu

ctc
Leu

tag
Trp

tat
TYyr

acc
Thr

agc
ser

85 .

ttg
Leu

atg
Met

ggc
Gly

gt
va

gga
ey
165
gta
val

cga
Arg

agg
Arg

cct
Pro

gtt

gt
va

tct
Ser

gtc
val

gac
Asp

atc
Ile
70

ctg
Leu

&ty

gtc
val

agt
&y
gcc
150
agt

Ser

ctg
Leu

ttc
Phe

gtc
val

agt
Sser
230

tta

cag
Gln

tgt
cys

cgc
Arg

agc
ety
55

tcc
Ser

aga
Arg

ttg
Leu

acc
Thr

ggc

135

cca
Pro

aac
Asn

gtc
val

tct
Ser

gag
Glu
215

agt
Ser

ggt

rct
Ser

gta
val

cag
GlIn
40

&y

aga
Arg

gcc
Ala

cct
Pro

gtc
120

&ty

&ty

agt
ser

gtc
val

ggc
Ty

gcc
Ala

gat
Asp

gcg

ES 2362 120T3

&ty

gcc
Ala
25

gct
Ala

agt
Ser

gac
Asp

gag
Glu

aCa
Thr
105
tct
ser

tcg
ser

aag
Lys

gta
val

tat
Tyr
185

tcc
ser

&y

cac
H1s

gcc

3
10

tct
Ser

cca
Pro

aca
Thr

aat
Asn

gac
Asp
90 .

atc
Ile

tca
ser
tec
ser
acg
Thr

tac
Tyr

tac
Tyr

tct
Ser
75

acg
Thr

acg
Ala

&

tat
Tyr
gcc
155

tgg
Trp

170

gat
Asp

aaa
Lys

gat
Asp

ctc
Leu

gca -

gat
Asp

tce
Ser

g9ag

tat
Tyr
235

57

ttg
Leu

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr
60

aag
Lys

gcc
Ala

tct
ser

&ty

gt
Va
140

acg
Thr

tac
Tyr

aga
Arg

&ty

dcc
Ala
220

gtc
val

atc
Ile

aac
Asn

999
P

gca
Ala

aac
Asn

gtc
val

tgg
Trp

ggc
Ay
125
ctg

Leu

att
Ile

cag
Gln

gac
Asp

aac
Asn
205

gac
Asp

ttc
Phe

ca
ain

gtc
val
30

ctg
Leu

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr

gag
110

M

act
Thr

acc
Thr

cag
Gln

<gg
Arg
190

acg
Thr

tat
Tyr

&ty

ccg
Pro

‘15

aga
Arg

gag
G] u

tcc

ser.

gt
Va

tac
TYyr
95

atc
Ile

tct
ser

cag
Gin

tgt
cys

aaa
LyS
175

CcCC
Pro

gcc
Ala

tct
ser

act
Thr

&ty

agc
ser

tg9
Trp

gt
va

tat
Tyr
80

tgt
cys

tag
Trp

ey

cca
Pro

gcg

160

CcCa
Pro

tca
ser

acc
Thr

tgt
cys

a1y
240

48
96
144
192
240
288
336
384
432
480.
528
576
624
672
720

750



ES 2362 120T3

Thr GIn Leu Thr gz; Leu Gly Ala

<210>9

<211> 250

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 9
g]u Glu val GIn Leu val Gln Ser Gly

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys val Ala
20 25

Asn Tyr Met Ser Trp val Arg GIn Ala
35 : 40

val ser val Met Tyr Asp Gly Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu

Ala Arg Gly Gly Leu Gly Leu Pro Thr
100 105

Gly Gln Gly Thr Met val Thr val ser
: © 115 120

Gly Gly Gly Ser Gly Gly g]y Gly ser

Pro Ser val Ser val Ala Pro Gly Lys
145 150

" Gly Asn Asn Ile Gly Ser Asn Ser Vval

Gly Leu Ala Pro val Leu val val Tyr
180 185

Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gjy ser
195 i 200

Leu Thr Ile Ser Arg val Glu Ala Gly
210 215

Gln val Trp Asp Pro Ser Ser Asp His

Ala Ala

Gly
10

.ser

Pro

Thr

Asn

Asp

90

Ile

Ser.

Ser
Thr
B
Asp
Lys
Asp

Leu

58

250

Gly Leu
Glu Phe

Gly .‘Lys

Tyr Tyr

60
ser Lys
75
Thr Ala
Ala Ser

Gly Gly

Tyr val

Ile
Asn
Gly
45

Ala
Asn

val

Trp

140

Ala Thr

Trp Tyr

Asp Arg

ser Gly

Glu Ala

220

Tyr val

Ile

Gln
Asp
Asn
205
Asp

pPhe

GIn
val
30

Leu
Asp
Thr
TYr
Glu
110
G1y
Thr
Thr

GlIn

Tyr

Gly

Pro

15

Arg

Glu

Ser

val

Tyr

95

Ile

ser

Gin

Cys

Lys

175

Pro

Ala

ser

Thr

Gly

Ser

Trp

val

Tyr

80

cys

Trp

Gly

Pro

‘Ala

160

Pro
Ser
Thr
Cys

Gly



10

225

Thr GIn Leu Thr \2/215 Leu Gly Ala Ala A’Ié

<210> 10
<211> 752
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(750)

<400> 10

atg
Met
1

oty

agc
ser

tgg
Trp

: ot
Va
65

tat
Tyr

tgt
Cys

 tgg
Trp

ggc
Gly

cca
Pro
145

gcg
Ala
cca
Pro

tca
Ser

gag
Glu

59

aac
Asn

gtc
val
50

aag

Lys’

ctt
Leu

gcg
Ala

ggc

Gly

ety
130

cccC
Pro

&ty

3ty

ety

ga
&

tcc
Ser

tac
Tyr
35

tca
Ser

aly

caa
Glin

aga.

Arg

caa
Gln
115

ggt
Gly

tco
Ser

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

gt
va

ctg
Leu
20

atg
Met

gtt
val

cga
Arg

atg
Met

&y
100

&y

gt
Va

aat
Asn

gcc
Ala
180

cat
Hi1s

cag
G1in
5

aga
Arg

agc
ser

atg
Met

ttc
Phe

aac
Asn
85

&ty

aca
Thr

tct

Ser

tca
ser

ata-

Ile
165

cct
Pro

ES 2362 120T3

230 -

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

tat
Tyr

acc
Thr
70

agc
Ser

ttg
Leu

atg
Met

ggc
Gly

%al
150

aga
&ty
gta
val

cga
Arg

gt
va

tct
Ser

gtc
val

gac
Asp
55

atc

Ile

ctg
Leu

2ty

gtc
val

Q?t‘
1%

gce
Ala

agt
Ser

ctg
Leu

ttc
Phe

cag
GIn

tgt
Cys

cgc
Arg
40

3ty

tce
Ser

aga
Arg

ttg
Leu

acc

Thr,

120
ggc
ety
cca
Pro

aac
Asn

gtc
val

tct
ser

250

tct
ser

gta
val
25

cagd
GIn

&y

aga
Arg

gcc
Ala

cct
Pro
105

gtc
val

ety

3ty

agt
ser

gtc
val
185

&ty

59

gga
b

gcc
Ala

gct
Ala

agt
ser

gac
Asp

gag
Glu
90

aca
Thr

tct
Ser

tcg
Ser

aag
Lys

gta

val
170

tat
Tyr

tce
ser

235

&ty

tct
Ser

cca
Pro

aca
Thr

aat
Asn
75

gac
Asp

atc
Ile

tca
Ser

tcc
Ser

acg
Thr
155

tac
Tyr
gat
Asp

daad
Lys

2ty

gag
Glu

a5

tac
Tyr
60

tct
Ser

acg
Thr

gcg
Ala

ggt
Gly

tat
Tyr
140

cc
/?\'I a

tgg
Trp

gat
Asp

tcc
ser

ttg
Leu

ttc
Phe

aag
LysS
45

tac
Tyr

aag
Lys

gcc

_A'I a

cct

“Pro

&ty
125

gt
va

acg
Thr

tac
Tyr

aga
Arg

&ty

atc
Ile

aac
Asn
30

ety

gca
Ala

aac
Asn

gtc
val

tgg
Trp

110

ggc
Gly

ctg
Leu

att
Ile

caa
GIn

gac
Asp
190

adc
Asn

240 -

cag
Gin
15

gtc
val

ctg

Leu

acg
Thr

tat
Tyr
95

gag

G1u‘

aot
&ty
act
Thr

acc
Thr

caa
GIn
175

cgg

Arg-

acg
Thr

ccg-

Pro

aga
Arg

gag
Glu

tcc

»SEI"

gt
Va
80

tac
Tyr

atc
Ile

tca
Ser

cag

Gin -

tgt

Cys
160 .

aaa
Lys

CcCccC
Pro

acc
Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



ES 2362 120T3

195 200 205
acc ctg acc atc agc agg gtc gag gcc g?g gat gag gcc gac tat tct 672
Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Ser
210 - 215 220 ,
tagt cag gtg tgg gat cct agt agt gat cac ctc tat gtc ttc g?a act 720
Cys GIn val Trp Asp Pro Ser Ser Asp His Leu Tyr val phe Gly Thr
225 . 230 ) 235 _ 240
g?g acc cag ctc acc gtt tta g?t gcg gcc gc 752
Gly Thr GIn Leu Thr val Leu Gly Ala Ala
245 250
<210> 11
<211> 250
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 11

60



Met
Gly
Ser
Trp
val
65

| Tyr
Cys
Trp
Gly
Pro
145

Ala

Pro

Glu
Gly
ASn
val
50

Lys
Leu
Ala

Gly

Gly

Gly

Glu
ser
Tyr
35

ser
cly
Gln
Arg
GIn

115

Gly

Ser

Asn

Leu

val
Leu
20

Met
val

Arg

Met

Gly

Gly

val

Asn

Ala
180

GIn
Arg
ser
Met
Phe
Asn
85

Gly
Thr
Ser
ser
Ile

165

Pro

Leu
Leu
Trp
Tyr
Thr
70

Ser
Leu
Met
Gly
val
150

Gly

val

ES 2362 120T3

val
ser
val
i
Ile
Leu
Gly
val
Gly
Ala

Ser

Leu

Gln
Cys
Arg
40

Gly
Ser
Arg
Leu
Thr
120
Gly
Pro

Asn

val

61

Ser

val
25

Gln

Gly

Arg

Ala

Pro

105

val

Gly

Gly

Ser

val
185

Gly
10

Ala
Ala
Ser
Asp
Glu
90

Thr

Ser
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Ser Glu
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%

Ser Tyr
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Tyr Trp
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Tyr
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‘Trp
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Tyr
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Cys
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ser Gly Ile His Glu Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala
: 195 200 205

Thr Leu Thr Ile Ser Arg va

1 Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Ser
210 215 220 :

Cys Gln val.Trp Asp Pro Ser Ser Asp His LeulTyr val Phe Gly Thr
225 . 230 235 240

Gly Thr G1n Leu Thr val Leu Gly Ala Ala
S 245 250
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<220>
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© Met

ety
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ser

tgg
Trp

gt
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tat
Tyr

tgt
Cys

tgg
Trp
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cca
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gag
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&ty

aac
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gtc
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aag
Lys

ctt
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gcg
Ala
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ccc
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dac
Asn

gag
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Ser

tac
Tyr
35

tca
Ser

&ty

caa
GIn

aga

Arg

caa
GIn
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&

tcg
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aat
Asn

Val

ctg
Leu
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atg
Met

gtt
val

cga
Arg

atg
Met
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&ty
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ata gga
Ile G?y

cag ctg
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aga ctc
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agc tgg
ser Trp

atg tat
Met Tyr
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aac agc
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Thr Met

tct ggc
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tca gt
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165

cCa
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tca
Ser
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tgt
Cys
225
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<ty
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ctg
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cag
GIn

acc
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ctg
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ctc
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acc
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ccc
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tgg
Trp
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gta
val
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agt
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cag
Gln

&y

aga
Arg

gce
Ala

€ct

Pro
105
gtc
val

gga
Gly

gga
Gly

3ty aty
10

gcc tct
Ala ser

&ty

gag
Glu
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gag gac
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aca atc
Thr Ile

tct tca
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tcg tcc
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gta tac
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tct
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gag
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&

gtc
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gat
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gat
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tac
Tyr
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tct
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acg
Thr
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&
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Tyr
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gat
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gag
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tct
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atc
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cag
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cag
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cag
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65

TYr

Cys

Trp
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Trp
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Tyr

95

Glu

Gly

Thr
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cys Gln val
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<221> CDS
<222> (1)..(741)
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<
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Cys
160

Lys

©
“3
O

Ala

Ser

Thr
240



5

gag
Glu
1

&ty

tat
CTyr

gtc
val

gt
va
65
tat
Tyr

tgt
Cys
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Cys
Arg
Ser
55

Ile

Leu

ser Gly
Ala Ala

25

GIn Ala
40
Gly His

ser Arg
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Leu
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&
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Ala
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ser

ser

Phe

Lys
val
80

Tyr

ASp

Gly

11 e‘
160

His

175 -

Lgu
Ser
Gln
Leu

Ala
255

Ile
Gly

Ala

ser .

240

Ala
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(735)

<400> 18

73



Glu

Gly

Tyr

val

val
65

TVIr

Gln

Ser

Ala

Ser

50

Lys

I el

val

Leu

Met

35

Ala

Gly

Gln

Gln

Arg

20

Ser

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

Trp

ser

Phe

Asn

val

Ser

val

Gly

Thr

70

Ser

ES 2362 120T3

Glin

Cys

Arg

L eu

ser
Ala
Gln
40

Gly

Ser

Ara

Gly

Ala

25

Ala

Gly

Arg

Ala

74

Gly
10

ser

Pro

Ser

Glu

Glu

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

75

Asp

Leu

Phe

Lys

TYyr

60

Ser

Thr

val-

Thr

‘Gly
45

Tyr

Lys

Ala

Gln Pro
15

Phe Ser
30

Leu Glu
Ala Asp

Asn Thr

val Tvr

Gly

ser

Trp

Ser

Leu

80

TVr



<210> 19

<211> 245

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 19

ES 2362 120T3

75



Glu
Gly
Tyr
val
val
65

Tyr
Cys
Thr
ser
Leu
145

GlIn

Ala

Pro

Ile

ser
225

Lys

Gln

Ser

Ala

Ser

50

Lys

Leu

A'Ia.

Met

_ser
Pro
Ser
sSer
210

TYr

Arg

val

Leu

Met

35

Ala

Gl y'

Gln
Arg
val
115

Gly

"Ala

Thr

Lys

Ser

Ala

Gln

Arg

20

Ser

Ile

Arg

Met

Gln

100

Thr

Gly

ser

Ser

Leu

180

Phe

Leu

Thr

Ala

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

85

Thr

val

Gly

val

ser

165

Leu

ser

Gin

Pro

val

Ser

val

Gly

Thr

70

Ser

Arg

‘ser

Ser

Asp
:ﬁ e
Gly
Pro

Tyr

Ala -

245
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Gln

Cys

Arg

Leu

val

Ser

Leu-

Ser

Ser

Glu

215

Thr

Ser
Ala
Gln
40

Gly
ser

Arg

Arg

Arg
Asn

val

Gly
Ala
25

Ala
Gly
Arg

Ala

Ala

Gly
10

ser

Pro

Ser

Glu

Glu

90

Phe

105

Gly

Gln

val

Trp

Ala

. 185

Asp

Phe

ser

Phe

Gly

76

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser

G'ly'

VA‘la

Gln

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

75

Asp

Asp

Gly

Thr

Ile

. 155

Gln

Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
60

ser
Thr
Ile
ser
Gln
140
Thr

Gln

Leu

Thr Asp

Thr

Gly
235

Tyr
220

Thr

val-

Thr

‘Gly

45

Tyr

Lys

Ala

Trp |

Cys
Arg
GIn
Phe
205

ﬁhe

Lys

Gln
Phe
30

Leu
Ala

Asn

val

Pro
Arg
Pro
Ser
190
Ser

Cys

val

Pro
15

ser
Glu
AsSp
Thr
Tyr
95

Gln
Gly
Ser

Ala

Asp
Leu
Gin

Asp

Gly
ser
Trp
Ser
Leu
80

Tyr
Gly
Gly
Ala
ser
160
Lys
val
Thr
Gin

Ile
240
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<210> 20
<211> 765
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(765)

<400> 20

gag
Glu
1

agg
Arg

tat
Tyr

gt
va

gt
va
65

tat
Tyr

tgt
Cys

- tgg
Trp

oy

tct
ser
145

tgc
Cys

tta
" Leu

tac
TYr

agc
Ser

gag
Glu

tcc
ser

gtt’

val

gca
Ala
50

aag
Lys

ctg
Leu

gcg
Ala

oty

gga
Gly
130

cca
Pro

gag
Glu

gct
Ala

tgg
Trp

&ty
210

gt

va

ctg
Leu

atg
Met
35

gtt
val

&

caa
Gln

aga
Arg

caa
Gln
115

&

gac
Asp

tcc
Ser

tag
Trp

gca
Ala
195
tct
ser

cag
GIn

aga
Arg
20

cac
His

ata
Ile

cga
Arg

atg
Met

agt
ser
100

oty

ggc
Gly

tcc
ser

agc
ser

tac
TYyr
180

tct
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

tca
Ser

ttc
Phe

aaa
Lys
85

agt
ser

aca
Thr

tct
ser

ctg
Leu

cag
GIn
165

cag
Gln

acc
Thr

aca
Thr

ttg
Leu

tcc
ser

gtc
val
tat
Tyr
acc

Thr
70

oty

&y

atg
Met

&ty

gct
Ala
150

agt
ser
cag
GlIn

cgg
Arg

gat
Asp

cag
Gln

tgt
Cys

cgc
Arg

gat
Asp
55

atc
Ile

ctg
Leu

tag
Trp

gtc

‘va1

ey
135

gt
va

gtt

val

aaa
Lys

gaa
Glu

ttc
Phe
215
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tct
ser

gca
Ala

cag
GIn
40

%

tcc
Ser

aga
Arg

tac
Tyr

acc
Thr
120

ggc
Gly

tcg
Ser

tta
Leu

CcCa
Pro

tcc

ser
200

act
Thr

o

gcc
Ala
25

gct
Ala

agc
ser

‘aga

Arg

cct
Pro

ctt
Leu

‘105

gtc
val

cly

ctg
Leu

ttc
Phe

gqa
183

&ty

ctc
Leu

gga
10

tct
ser

cca
Pro

aat
Asn

gac
Asp

gag
Glu

2 -

ctc
Leu

tct
Ser

tcg
ser

oty

agc
Ser
170

cag
Gln

gtc
val

acc
Thr

77

ggc gt
Gly va

-'\;
gga ttc
G?y Phe

g?c aag
Gly Lys

aaa tac
Lys Tyr
60

aat tcc
Asn ser
75

gac acg
Asp Thr

ttt gat
Phe Asp

tca g?t
ser Gly
. -\‘ ‘
gat gtt
Asp val

140

gag agg
Glu Arg
155

tcc aac
ser Asn

cct cct
Pro Pro

cct gac
Pro Asp

atc agc
Ile ser
220

gtc
val

agc
ser

&
45

tac
TYyr

aag
Lys

gct
Ala

gct
Ala

3ty
125

gt
va

gcc
Ala

aat
AsSnh

aag
Lys

cga
Arg
205

agc
ser

cag
Gln

ttc
Phe
30

ctg
Leu

gca
Ala

aac
Asn

gt
va

ttt
Phe
110

ggc
Gly

atg
Met

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
190

ttc
Phe

ctg
Leu

cct
Pro
15

agt
ser

gag
Glu

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr
95

gat
Asp

agt
Gly

aca
Thr

atc
Ile

aac
Asn
175

ctc
Leu

agt
ser

cag
GIn

oty

daac
Asn

tgg
Trp

tcc
Ser

cta
Leu
80

i:ac
Tyr

atc
Ile

tca
ser

cag
Gln

aac
Asn
160

tac
Tyr

att
Ile

&ty

gct

Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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gaa gat gtg gca gtt tat tac tgt cag caa tat tat agg att ccg tgg 720
Glu Asp val Ala val Tyr Tyr cys G1n Gln Tyr Tyr-Arg Ile Pro Trp

225 230 23! 240

acg ttc ggc caa g?g acc aaa gt? gat atc aaa cgt gcg gcc gca 765
Thr Phe Gly Gln 5;4%/ Thr Lys val Asp %;8 Lys Arg Ala Ala /3;?.

<210> 21

<211> 255

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 21

78



Glu
Arg
Tyr
val
val
65

TYyr
Cys
Trp
Gly
ser
145
Cys

Leu

Tyr

Glu

Ser

val

Ala

50 .

‘Lys

Leu

Ala.

Gly

Pro

Glu
Ala

Trp

val

Leu

Met

35

val

Gly

Gln

Arg

Gln

115

Gly

Asp

Ser

Trp

Ala
195

GlIn
Arg
20

His
Ile
Arg
Met
ser
100
Gly
Gly
Ser
Ser
Tyt
180

ser

Leu
Leu
Trp
Ser
Phe
Lys
ser
Thr
ser
Leu
Gln
165

GIn

Thr
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Leu Gln
Ser Cys
val Arg

’

Tyr Asp
55

Thr Ile
70

Gly Leu
Gly Trp
Met val
Gly Gly
Ala val
150

Ser val

Gin Lys

Arg Glu

Ser

Ala

Gin

40

Gly

ser

Arg

Tyr

Thr

120

Gly

Ser

Leu

Pro

ser
200

Gly

Ala

25

Ala

Ser

Arg

Pro

Leu

105

val

Gly

Leu

Phe

79

Gly

10

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

90

Leu

-Ser

Ser
Gly
Ser
170

Glin

val

Gly
Gly
Gly
s

Asn

75

Asp
Phe
Ser
Asp
Glu
155
Ser
Pro

Pro

val

Phe

Lys

Tyr

60

ser

Thr

Asp

G1y_

val

140

Arg

Asn

Pro

Asp

val

Ser

.GTy

45

Tyr

Lys

Ala

Ala

Ala

‘Asn

Lys

Gln
Phe
30

Leu
Ala
Asn
val
Phe
110

Gly

Met

Thr

LyS

Leu
190

Phe

Pro
15

ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
95

ASp
Gly
Thr

Ile

Asn
175

Leu

Ser

Gly _
ASh
Trp
Ser
Leu
80
Tyr
Ile
Ser
GlIn
Asn
160
Tyr

Ile

Gly
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ser 31% Ser Glu Thr Asp ;Qg Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala

225

Thr Phe Gly GlIn 6135/ Thr Lys val Asp %}8 Lys Ar‘g Ala Ala A'Ia

<210> 22
<211>79

1

<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(786)

<400> 22
cag

gt

Gln va

1
tca
Ser

tat
Tyr

ety

cag
GIn
65

atg
Met

gcg9
Ala

agt
ser

gtc
val

&y
145

tct:
Ser

gt

va

atg
Met

tag
Trp
50

99c

gag
Glu

aga
Arg

cat’

His

acc
Thr
130

&ty

cct
Pro

cag
GIn

aag
Lys

cac
His
35

atc
Ile

agg @

Arg

ctg
Leu

gat
Asp

gtc
val
115

gtc
val

&y

&ty

ctg
Leu

gtc
val
20

tgg
Trp

aac
Asn.

tc
val

agc
ser

tcg
ser
100

cac
His

tct
ser

tcg
Ser

cag
Gln

cag
Gln

tcc
ser

gt
va

cCct
Pro

acc
Thr

agg
Arg
85

cca
Pro

tac
Tyr

tca
Ser

cag
Gln

tca
Ser
165

Glu

tgc

cys

cga
Arg

aac
Asn

atg
Met
70

ctg
Leu

caa
GlIn

tac
Tyr

&y

tct
ser
150

gtc
val

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

agt
Ser
55

acc
Thr

aga.

Arg

aat
Asn

&ty

a1y
135

gcc
Ala

acc
Thr

cly

gct
Ala

gcc
Ala
- 40

&

agg
Arg

tct
ser

tgt
Cys

atg
Met
120

ety

ctg
Leu

atc
Ile

g gct
Ala

tct
ser
25°

cct
Pro

ety

gac
Asp

gac
Asp

act
Thr
105

gac
Asp

&y

act
Thr

tcc
Ser

gag
Glu
10

&ty
&ty

aca
Thr

ac
The

gac
Asp
90

aat
Asn

gtc
val

tca
ser

cag
GIn

tgc
Ccys
170

80

gt
va

tac
Tyr

caa
GlIn

aac
Asn

tcc
ser
75

‘acg

Th r
g?t

tgg
Trp

ggc

.Gly

cct
Pro
155

act
Thr

aag
LysS

acc
Thr

&y

tat
Tyr
60

atc
Ile

gcc
Ala

gta
val

3ty

aly

140

gcc
Ala

&ty

220

‘aag

Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

45

gca
Ala

agc
ser

gt

Ya

tgc
Cys

caa
Gln
125

&y

tcc
Ser

a acc

Thr

cct
Pro

acc
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

cac
His
110

&y
ey

C
33

agc
Ser

999

-15

ety

tag

Trp.

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr
95

cgg

Arg G

acc
Thr

tct
Ser

gcc
Ala

agt
ser
175

Glu Asp val Ala Va'l '5)3/5 Tyr Cys Gln Gln gg Tyr Arg Ile Pro Trp

255

gcce
Ala

tac
Tyr

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr
80
tgt
Cys
999
1y

ctg
Leu

ggc
Gly

oy

160

gat
Asp

240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



gtt
val

gcc
Ala

cct
Pro

gtc
val
225

tat
Tyr

gtt
val

¥

cce
Pro
gat
As

210
tct

Ser

gca
Ala

Ttta
Leu

<210> 23

<211> 262
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 23

&y

aaa
Lys
195

cgc

p Arg

sty

ggc
Gly

tat
Tyr
180
ctc
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu

acc
Thr

gcg
Ala
260

daac
Asn

atg
Met

tct
Ser

cag
Gln

tac

Tyr
245

gcc
Ala

tat
TY"P

att
Ile

gcc
Ala

gct
Ala
230

agt
ser

gca
Ala
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gtc
val

tat
Tyr

tcc
ser
215

gac
Asp

tat
Tyr

tcc
Ser

gac
Asp
200

aag
Lys

gat
Asp

gtc
val

ggaga

tg9
185

gtc
val

tct
Ser

gag
Glu

ttc
Phe

tac

p Tyr

aat
Asn

ey

gct
Ala

oty
250

81

caa
Gln

aag
Lys
aat
Asn
gat
As

235
act
Thr

cag

Gln.

cgg
Arg

acg
Thr
220

tac

p Tyr

ety

cac

His

ccc
Pro
205

gcc
Ala

-tac

Tyr

acc
Thr

cca
Pro
190

tca
ser

tcc
Ser

tgc
Cys

cag
Gln

sty

ctg
Leu

gct
Ala

ctc
Leu
235

daad
Lys

gtc
val

acc
Thr

tca
ser
240

acc
Thr

576

624

672

720

768

791



Gln
sSer
Tyr
Gly
Gln
65

Met
Ala

ser

val

val
val
Met
Trp
50

Gly
Glu
Arg
His

Thr
130

Gln

Lys.

His

35

Ile
Arg
Leu
AsSp
val
115

val

Leu
val
20

Trp
Asn
val
ser
Ser
100

His

Ser

Gln

ser

val

Pro

Thr

Arg

85

Pro

Tyr

Ser

Glu

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Gln

Tyr

Gly
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Ser
Lys
Gln
ser
55

Thr
Arg
AsSn

Gly

Gly
Ala
Ala
40

aly
Arg
Ser
Cys
Met

120

Gly

Ala

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Thr

105

Asp

Gly

82

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
ASp
90

Asn

val

Ser

val Lys

it

Tyr Thr
Gln Gly

Asn Tyr
60

Ser Ile
75

Thr Ala
Gly val

Trp Gly
L

Gly Gly
140

Lys
Phe
Leu
45

A
Ser
val
Cys
GIn

125

Gly

Pro

Thr
30

Glu

G]n'

Thr
Tyr
His
110

Gly

Gly

Gly
15

Gly
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Arg

Thr

ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Leu-

Gly



10

val
Ala
Pro
val
225
Tyr

val

Gly

Pro

Gly

Pro

Ala

Leu

<210> 24
<211> 786
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(786)

<400> 24

Gly

Gly

Gly

Arg

. Gly

Gly

Gly:

Ser
Gln
T4
Leu
Phe
Leu

Thr

Ala
260

Gln
Ser
165
AsSn
Met
ser
Gln
Tyr
245

Ala

ser

150

val

Tyr

Ile

Ala

Ala
230

Ser

Ala
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Ala

Thr

val

Tyr

ser

215

Asp

TYyr.

Leu

Ile

Ser

Lys

Asp

val

Thr

Ser

ser
Glu

Phe

83

Gln

cys

170

Tyr

Asn

Gly

Ala

Pro
155
Th:r
Gln

Lys

Asn

Ala
Gly
Gln
Arg
Thr

220

Tyr

Ser
Thr
His

Pro

205

Ala

Tyr

._Thr'

Ala

Ser

Pro

190

ser

ser

Cys

Gln

Ala
sSer
175
Gly
Gly
Leu

Ala

Leu
255

Asp
Lys
val
Thr
ser

240

Thr



gag
Glu

tca
ser

tat
Tyr

ety

cag
GIn
65

atg
Met

gcg

gt
va

gt
va

atg
Met

tag
Trp

50
&y

gag
Glu

aga

cag
Gln

aag
Lys

cac
His

‘35

atc
Ile

agg
Arg

ctg
Leu

gat

ctg
Leu

gtc
val
20

tgg
Trp

dac
Asn

gtc
val

agc
ser

tcg

ttg
Leu

tcc
ser

gt
vVa

cct
Pro

acc
Thr

agg
Arg
85

cca

cag
GlIn

tgc
Cys

cga
Arg

aac
Asn

atg:

Met
70

ctg
Leu

Ccaa
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tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

agt
ser
55

acc
Thr

aga
Arg

aat

aty

:gct

Ala

gcc
Ala
40

&

agg
Arg

tct
ser

tgt

gcc
Ala

tct
Ser
25

cct
Pro

oty

gac
Asp

gac
Asp

act

84

gag
Glu

gtg aag

Tu val Lys

10

ety
oty

aca
Thr

acg
Thr
gac
ASp
90

aat

tac acc
Tyr Thr

caa ggg
GTniG?y

aac tat
Asn Tyr
60

tcec atc
Ser Ile
75

acg gcc
Thr Ala

ggt gta

aag
Lys

tte
Phe

ctt
Leu
45

gca
Ala

agc
ser

gt
va

tgc

cCct
Pro

acc
Thr
30

gag
Glu

cag

Gin

aca
Thr

tat
Tyr

cac

999
Gly
15

ety

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr
95

cgg

gcc
Ala

tac
Tyr

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

9ag

48

96

144

192

240

288

336



Ala

agt
ser

gtc
val

ggt
oy

tgt
Cys

gtt
val

gcc
Ala

cct
Pro

gtc
val
225

tat
Tyr

!

Arg

cat

His

acc
Thr
130
agc
Gly

ctt
Leu

ggt
Gly

‘ccc
Pro

gat
Asp
210

tct

Ser

gca

Ala

gtt tta
val Leu

<210> 25

<211> 262
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 25

Asp

gtc
val
115

gtc
val

Ty
aly

g

aaa

LyS
195

cgc

Arg

ety
sty

&ty

ser
100

cac
His

tcc
Ser

tcg
ser

cag
Gln

tat
Tyr
180

ctc
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu

acc
Thr

gcg
Ala
260

Pro

tac
Tyr

tca
Ser

cag
GIn

tca
ser
165

daa
LysS

atg
Met

ttt
Phe

cag
Gin

tac
Tyr
245

gcc
Ala

GIn

tac
Tyr

&ty

tct
ser
150

gtc
val

tat
Tyr

att
Ile

gcc
Ala

gct
Ala
230

agt
ser

gca
Ala

Asn
&y

3y
135

gcc
Ata

acc
Thr

gtc
val

tat
Tyr

tce
ser
215

gac
Asp

tat
Tyr
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Cys

atg
Met
120

3ty

ctg
Leu

atc
Ile

tcc
ser

gac
ASp
200

aag
Lys

gat
Asp

gtc
val

Thr
105

gac
Asp

&

act
Thr

tcc
ser

tgg
Trp
185

gtc
val

tct
Ser

gag
Glu

ttc g

Phe

Asn

agtc
val

tca
Ser

cag
Gln

tgc
Cys
170

tac
TYyr

aat
Asn

85

Gly

tgg
Trp

ggc
Gly

cct
Pro
155

act
Thr

caa
Glin

aag
Lys

aac
Asn

gat
ASp
235

act
Thr

val
&y

gga
oy

gcc
Ala

%

cag
GIn

cgg
Arg

acg
Thr

Cys

cag
Gln

125

&y

tcc
ser

acc

Thr

cac
His

CcCcC.

Pro
205

gcc

‘Ala

220

tac
Tyr

oty

tac
Tyr

acc
Thr

His
110

gga
Gly

ggc
Gly

9cg

Ala

agc
sSer

cca
Pro
190

tca
ser

tcc
ser

tgc
Cys

cag
GIn

Arg

acc

Thr

tct

Ser

gcc
Ala

agt
ser
175

&ty
ety

ctg
Leu

gct
Ala

ctc
Leu
255

Gly

ctg
Leu

3Ty

ety
160

gat
ASp

aaa
Lys

gtc
val

acc
Thr

tca
ser
240

acc
Thr

384
432
480
528
576
624
672

720

- 768

786
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Glu val GIn Leu Leu GIn
1 5
Ser val Lys val Ser Cys
’ 20
Tyr Met His Trp val Arg
35
Gly ggp Ile Asn Pro Asn

GIn Gly Arg val Thr Met

ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
‘ 10 15
Lys Ala ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
- 25 _ 30
GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
- 40 45

?gr Gly Gly Thr Asn E%r Ala GIn Lys Phe

Thr Arg Asp Thr Ser Ile ser Thr Ala Tyr

86



65
Met
Ala

Ser

val

cys
val
Ala
Pro
val
225
Tyr

val

<210> 26
<211> 789
<212> DNA

Glu

Arg

His,

Thr
130

Gly

Leu

Gly

Pro

Ala

Leu

Leu

Asp

val

115

val

Gly

Gly

Gly

Arg

Gly

Gly

Gly

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS

Ser
Ser
100
His
Sser
Ser
GIn
Tyr
180
Leu
Phe
Leu

Thr

Ala
260

Arg

85

Pro
Tyr
ser
GIn
ser
165
Lys
Met

Phe

GIn

Tyr
245

Ala

ES 2362 120T3

70

Leu
GlIn
TYr
Gly
Ser
150
val
Tyr
Ile
Ala
Ala
230

ser

Ala

Arg
Asn

Gly

Thr
val
Tyr
ser
215

Asp

Tyr

ser
Cys
Met
120
Gly
Leu
Ile
ser
AsSp
Lys

Asp

val

87

ASp
it
Asp
G:Iy
Thr
ser
Trp
val
ser

Glu

Phe

ASp
a0

ASnh
val

ser

Glin

Tyr
Asn
Gly

Ala

75

Thr
Gly
Trp
Gly
Pro
155
Thr
Gln
Lys

ASh

Asp

Thr

Ala

val

Gly

Gly

Gln

Arg

Thr

220

Tyr

Gly

val

cys.

Gly

Ser
Thr
His
Pro
205
Ala
Tyr

Thr

Tyr
His
110
Gly
Gly
Ala
ser
Pro

190

ser

Ser

Cys

GIn

Tyr

925

Arg

Thr

Ser

Ala

ser

175

Gly

Gly

Leu

Ala

Leu
255

80

Cys
Gly
Leu

Gly

Lys
val
Thr
ser

240

Thr



ES 2362 120T3

<222> (1)..(789)

<400> 26
gag gtg cag ctg gtg gag tct g?g gct gag gtg aag aag cct ggg gcc
g'lu val GIn Leu \Sla Glu ser Gly Ala ggu val Lys Lys Pro gsy Ala

tca 'gt?-aag gtc tcc tgc aag gct tct g?a tac acc ttc acc ggl;c tac
ser val Lys val ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr

88



tat
TYyr

ety

cag
GIn
65

atg
Met

gt
va

agt
ser

gtc
val

got
Gly
145

tct
ser

gtt
val

gcc
Ala

tgt
. Cys

atc
ITe
225

tat
Tyr

. acc
Thr

atg
met

tgg
Trp
50

3ty

gag
Glu

aga

Arg

cat

His

acc
Thr
130

y

cct
Pro

&y

cccC
Pro

aat
Asn
210

tct
Ser

aca
Thr

gtt
val

<210> 27

<211> 263
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<400> 27

cac
His
35

atc
Ile

agg
Arg

ctg
Leu

&

gte
val
115

gtc
val

aty

aty

agt
ser

aaa

-LYS

195

cgc
Arg

Y

agc
ser

tta
Leu

20

tgg
Trp

daac
ASn

gtc
val

agc
Ser

tcg
ser
100

cac
His

tcc
Ser

tcg

‘Ser

cag
Gln
tat
Tyr
180
ctc
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu

agc
Ser

&y
260

gt
Va

cct
Pro

acc
Thr

agg
Arg
85

cca
Pro

tac
TYFP

tca
Ser

cag
GIn

tcg
ser
165

adcC
Asn

atg
Met

tct
Ser

cag
Gln

agc
ser
245

gcg
Ala

cga
Arg

aac
Asn

atg
met

70 -

ctg
Leu

caa
Gln

tac
Tyr

&

tct
ser
150

atc
Ile

ctt
Leu

att
Ile

ety

gct
Ala
230

act
Thr

gcc
Ala

cag
G1n

agt
ser
55

acc
Thr

aga.

Arg

aat
Asn

&y

ety

135

gcc
Ala

acc
Thr

gtc
val

tat
TYyr

tcc
ser
215

gag
Glu

ctc
Leu

ES 2362 120T3

gcc
Ala
40

ggt
aly

agg
Arg

tct
Ser

tgt
Cys

atg
Met
120

&ty

ctg
Leu

atc
Ile

tcc
Ser

gag
Glu
200

aag
LYS

gac
Asp

gca -

Ala

25

cct:

Pro

ggc
Gly

gac
ASp

gac
Asp

act
Thr
105

gac
Asp

&

act
Thr

tcc
Ser

tgg
185

gtc
val

tct
ser

gag
Glu

gt
va

&ty

dacCd
Thr

acg
Thr

gac
Asp
20

aat
Asn

gtc
val

tca
Ser

cag
Gln

tgc
Cys

170

tac

p Tyr

agt
ser

fy

gct
Ala

ttc
Phe
250

89

caa
Gln

aac
Asn

tcc
ser
75

acg
Thr

&
L

tgg
Trp

&y

cct
Pro
155

act
Thr

caa
Gln

aat
AsSn

dac

&ty

tat
Tyr
60

atc
Ile

gcc

Ala

gta

val

&y

3
140

gcce
Ala

&ty

ca
éln

cgg
Arg

acg

Asny\Thr

gat
Asp
235

aty

220

tat
TYr

aly

ctt
Leu
45

gca
Ala

agc
ser

gt
va

tgc
Cys

caa
Gln
125

&

tcc
Ser

acc
Thr

cac
His

cce
Pro
205

gcc
Ala

tac
Tyr

&ty

30

gag
Glu

cag
GIn

aca

Thr

tat
TYr

cac
His
110

&ty
ety

gt
Va

age
ser

cca
Pro

190

tca
Ser

tcc
ser

tgc
cys

acc
Thr

tg9

Trp’

aag
Lys

gcc
Ala

tac

Tyr
95

cgg
Arg

acc
Thr

tct
Ser

tct
Ser

agt
Ser
175

&y

sy

ctg
Leu

agc
ser

cag
GIn
255

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

ety

acg
Thr

&ty

oy
160

gat
Asp

aaa
Lys

gtt
val

acc
Thr

tca
ser
240

ctc
Leu

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

789



Glu
Ser
TYyr
Gly
Gin
65

Met
val

Ser

val

val
Ala
Cys
Ile

225

Thr

val

val
Met
Trp
50

Gly

Glu

Arg

His

Thr

130

Gly

Pro

Gly

Pro

Asn

210

Ser

Thr

val _

Gln

Lys

Leu

val

20

His

Ile

Arg

Leu

Gly

val

115

val

Gly

Gly

Ser
Lys
195
Arg
Gly

Ser

Leu

Trp

Asn

val

ser

ser
100

His

Ser
ser
Gln
Tyr
180
Leu
Phe
Leu

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Arg

85

Pro

TYyr

ser

GIn

Ser

165

Asn

Met

ser

Gln

ser
245

vA1a

Glu
Cys
Arg
Asn
Met
70

Leu
GlIn
Tyr
Gly
ser
150
Ile
Leu
Ile
Gly
Ala
230

Thr

Ala

ES 2362 120T3

ser

Lys

Gln

Ser

Thr

Arg

Asn

Gly

Gly
Ala
Thr

val

Ty l"4

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
ser
Cys

Met

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Asp
Thr
105

Asp

120

Gly

Leu

Ile

ser

Glu

- 200

Ser

215 -

Glu

Leu

Ala

Lys

Asp_

q'lu

Gly

Thr

Ser

ser

Glu

val

90

Glu

10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

AsSn
val
Ser
Gln
cys
170
Tyr
ser
Gly

Ala

Phe
250

val

Tyr

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Trp

Gly

Pra

155

Thr

GIn

Asn

Asn

Lys

Thr

Gly

TYyr
60

Ile

Ala

val

Gly

Lys

‘Phe

Leu
45

Ala
ser
val
Cys

Gln

125

G"Iy
GIn
Arg
350

TYyr

Gly

Gly

ser

Thr

His

Pro

205

Ala

TYr

Gly

Pro

Thr

30

Glu

GIn

Thr

Tyr

His

110

Gly

Gly

val

ser

Pro

190

ser

Ser

Cys

Thr

Gly
15

Gly
Trp
LyS
Ala
Tyr
as

Arg
Thr
Ser
ser
Ser
175
Gly
Gly
Leu

ser

Gln
255

Ala

TYr

Met -

Phe
Tyr
80

Cys
Gly
Thr
Gly
Gly
160
Asp

Lys

val

Thr

ser
240

Leu
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<210> 28

<211> 747

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(747)

<400> 28
cag gag gtg cag ctg gtg gag tct g?g ggt g?c ttg gtc cag cct g?g 48
g]n Glu va G1n_§eu val Glu Ser Gly 3 Gly Leu val Gln ;go Gly

g?g tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcc tct g?a ttc'acc ctc agt agc 96
Gly Ser Leu %69 Leu Ser Cys Ala S}a ser Gly phe Thr ggu Ser Ser

ctg gag tgg 144

tat gct atg cac tgg gtc cgc cag gct cca g?g aag g?g
Gly Lys gsy Leu Glu Trp

Tyr Ala ggt His Trp val Arg ng Ala Pro
e y

gtc tca act att agt g?t g?t g?t ggt agc aca tac tac gca gac tce 192
~ val ggr Thr Ile Ser G y-gsy Gly Gly Ser Thq g%r‘Tyr Ala Asp ser -

gtg aag g?c cgg ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac aég ctg 240
gg Lys Gly Arg pPhe ;gr Ile ser Arg Asp 9§n ser Lys Asn Thr ggu

tat ctg caa atg aac agc ctg aga gCcC gag gac acg gcc gta tat tac 288
" Tyr Leu GlIn Met ggn ser Leu Arg Ala SAU Asp Thr Ala val ggr Tyr

. tgt gcg aga cgg g?g cgg gct ttt gat atc tgg g?c caa g?g acc acg 336
Cys Ala Arg Qgg Gly Arg Ala Phe égg Ile Trp Gly GIn ilz Thr Thr ‘

gtc'acc gtc tcc tta ggt g?a ggc g?t tca ggc g?a g?t g?c tct ggc‘ 384
val Thr Xig ser Leu Gly Gly % Gly ser Gly Gly g2¥'6 y Ser Gly

g?t g?C'g?a tcg cag tct gtg ttg acg cag ccg ccc tca gtg tct g?g 432
Gly ﬁg% Gly ser Gln Ser ng Leu Thr Gln Pro ;28 ser val ser Gly

gcc cca g?g cag agg gtc acc-atc tcc tgc act g%g agc agc tcc aac 480
Ala pro Gly GIn Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn
145 . 150 - 155 160

atc g?g gcg g?g tat gat gta cac tgg tac cag cag ctt cca g?a aca 528
Ile Gly Ala G yPég Asp val His Trp BB GIn'Gln Leu Pro %%' Thr

gcc ccc aaa ctc ctc att tat g?t aac agc aat cgg ccc tca g?g gtc 576
Ala Pro Lys &gg Leu Ile Tyr Gly Qgg Ser Asn Arg Pro igg Gly val

cct gac cga ttc tct g?c tcc aag tct ggc acc tca gcc tcc ctg gcc 624
Pro Asp érg Phe ser Gly ser 5%8 ser Gly Thr ser Ala Ser Leu Ala
' 95 205

atc act g?g ctc'cag gct'gag'gat gag gct gat tat tat tgc tcc agt 672
Gly

Ile Thr Leu GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Sser
210 215 220

91
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Ccct atg atc agc agc ctg agt ggt cat gtg gta ttc g?cvg 4 ggg acc 720
Pro Met Ile Ser Ser Leu Ser Gly His val val phe Gly Gly Gly Thr
225 230 235 240
aag gtg acc gtc cta g?t gcg gec gea ' N 747
Lys val Thr val Leu Gly Ala Ala Ala
245 .
<210> 29
<211> 249
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 29

92



Gln
Gly
Tyr
val
val
65

Tyr
. Cys
“val
Gly
Ala
145
Ile
' Ala

Pro

Glu

Ser

Ala

ser
50

Lys

Leu
Ala

Thr

Gly
Pro

Asp

val
Leu
Met
Thr
Gly
Gln

Arg

‘Val

GIn

Arg

20

His

Ile

Arg

Met

115

Gly

Gly

Ala

Lys

Ser

GIn

Gly

Leu

180

Phe

Leu

Leu

Trp

ser

Phe

Asn

85

Gly

Leu

Gln

Arg

Tyr

165

Leu

Ser

ES 2362 120T3

val G1Q

ser Cys

val Arg

Gly

Gly
.55

Thr Ile

70

Ser Leu

Arg Ala
Gly Gly

val
135

sSer

val Thr

150
Asp val

Ile Tyr

Gly ser

Ser
Ala
Glin
40

Gly
Ser
Arg

Phe

Ile
His
Gly

Lys
200

Gly

Ala

25

Ala

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr

Ser

Trp

Asn

185

Ser

93

Gly
10

Ser
Pro

Ser

Asp

¢1y Leu
GTy Phe
Gly Lys
Thr Tyr

60

Asn Ser

.75

Glu
90

Ile
Ser
Gln
Cys
Tyr
170

Ser

Gly

Asp Thr

Trp Gly

L

Gly Gly

Pro Pro
140

Thr Gly

155

Gln GIn
Ash Arg

Thr Ser

‘val

Thr

Gly
45

Tyr

Lys

Ala

GIn
Gly
1

ser
Ser
Leu

Pro

‘Ala

205

Gln
Leu
30

Leu
Ala

Asn

val

G]y
val
Ser
Pro
Ser

190

Ser

Pro
15

ser
Glu
Asp
Thr
TYyr
95

Thr
Ser

Ser

Ser

Leu

Gly
ser
Trp
Ser
Leu
80

Tyr
Thr
Gly
Gly
Ash
;60
Thr

val

Ala
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Ile Thr Gly Leu GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser
210 215 220

225

Lys val Thr val 521; Gly Ala Ala Ala

<210> 30
<211> 747
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(747)

<400> 30

cag
GIn
1

tca
ser

tat
Tyr

gga
Gly

cag
Gln
65

atg
Met

gcg
Ala

o1y
3ty

gcg
Ala
145

agc
Ser

gt
va

gt
Va

atg
Met

tag

Trp
50

&y

gag
Glu

aga
Arg

aca
Thr

tct
Ser
130

tcc
Ser

agt
Ser

cag
GIn

aag
Lys

ctg
Leu

gtc
val

. 20

cac
His
35

atc
Ile

agg
Arg

ttg
Leu

aac
Asn

atg
Met
115

ggc
Gly

&Ny

gac
Asp

tag

Trp

aac
Asn

gtc
val

agc
ser

aat
Asn
100

gtc
val

3ty

tct
Ser

gtt
val

gt
val
5

tcc
ser

gt
va

cct
Pro

acc
Thr

agc
ser
85

gtt
val

acc
Thr

aly

cct
Pro

&y
165

cag
GIn

tgc
Cys

cga
Arg

aac
AsSn

atg
Met
70

ctg
Leu

gct
Ala

gtc

val

3ty
&
150

&y

tct
ser

aag
Lys

cag
Gln

agt
ser
55

acc
Thr

aca
Thr

atg
Met

tct
Ser

tcg
Ser
135

cag
Gln

tat
Tyr

oy

gct
A'Ia

gcc
Ala
40

&y

agg
Arg

tct
Ser

G

tca
ser
120

cag
GIn

tca
ser

aac
Asn

gct
Ala

Tct
ser
25

cct
Pro

o

gac

Asp

gac
Asp

tat
Tyr
105

&

tct
Ser

gtc
val

tat
Tyr

gag
Glu
10

&y

2ty

aca
Thr

acg
Thr

gac
Asp
90

act
Thr

ety

gcc
Ala

acc
Thr

gtc

val.

170

94

[t
Pro Met Ile Ser Ser Leu Ser Gly His val val phe
' 230

235

gt
va

tac

Tyr
!

caa

Gln

dac
Asn

tcc
Ser
75

acg
Thr

atg
Met

&ty

ctg
Leu

atc
Ile
155

tcc
Ser

aag
Lys

acc
Thr

Ty

tat
Tyr

60 .

att
Ile

gce
Ala

gac

Asp.

&

act
Thr
140

tcc

Ser

tgg
Trp

aag
LyS

ttc

Phe

ctt
Leu
45

gca
Ala

&y

atg
Met

gtc
val

tca
ser
125

cag
Gln

tgc
Cys

tac

Tyr

cct
Pro

acc
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca

Thr.

tat
TYr

tag
Tr
110

2ty

cct
Pro

act
Thr

caa
GIn

oy
15

3y

tag

Trp

aag

Lys

gtc
val

tat
TYr
95

gac

P Gly

aty

gcc
Ala

ety

cag
GIn
175

Gly Gly Gly Th
.Gy Gly y24

gcc
Ala

tac
Tyr

atg
Met

ttc
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

caa
Gln

&ty

tcc
ser

acc
Thr
160

cac
His

r
0

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



pro o1y
tca g?)g,

cc ctg
er Leu

210

tgc atc
Cys Ile

cag ctc
Gln Leu

<210> 31
<211> 249
<212> PRT

daaa
Lys

gtt
val
195

acc
—l

mnr

tca
ser
acc
Thr

gtt
val

<213> Escherichia coli

<400> 31

cccC
Pro

tta
Leu
245

dda
Lys

cgc
Arg
g . =z
Gly

agc
ser
230

&y

ES 2362 120T3

ctc
Leu

ttc
Phe

ctc
iLeu

215

agc
ser

gcyg
Ala

ttg
Leu

tct
ser
200

cag

Gin

aac
Asn

gcc
Ala

gca

Ala

95

tat
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

gac
Sp

p-J

gt
va
235

gtc
val

cct
Pro

gag
Glu

220
ttc
Phe

agt
Ser

'Q?C
Gly
205
gct

Ald A

ety

agt
ser
190

aac
Asn

cgg
Arg

ccc

Pro

576

624

672

720

747



GIn
SAe_r
Tyr
Gly

GIn

65 -

N?et
Ala
Gly
Gly

Ala
145

val

val

Met

Trp
50

Gly

Glu

Arg

Thr

ser
130

ser

GIn

Lys

His
35

Ile

Arg

Leu

Asn

Met

115

Gly

Gly

Leu
val
20

Trp

Asn

val

Ser
Asn’
100
val

Gly

ser

val

Ser

val

l5r'o

Thr

ser

85

val

Thr

Gly

Pro

GlIn

Cys

JArg

Asn

Met

70

Leu

Ala

val

Gly

ES 2362 120T3

Ser
Lys
GlIn
Ser

55

Thr'

Thr

Met

Ser

Ser

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
ser
Gly
Ser

120

Gln

135 .

Gln

Ser

96

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Asp
Tyr
105
Gly

Ser

val

Glu
10

Gly

G'l'y

Thr

Thr

ASp

90

Thr

Gly

Ala

Thr

val

Tyr

GIn

Asn

Ser

75 -

Thr

Met

Gly

Leu

Ile

- 155

Lys

Thr

Gly

Ala

ASp

Gly

Thr

140

sSer

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Gly

‘Met

val
ser
125

Gin

Cys

Pro
Thr
30

Glu
GIn

Thr

Tyr

Trp

110

Gly

Pro

Thr

Gly
15

Gly
Trp
Lys
val
Tyr
95

Gly
Gly
Ala

Gly

Ala

TYPr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

‘Gln

Gly

ser

Thr
160
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ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

- 210

‘Cys
225

GIn

<210> 32

Ile

Leu

<211> 733
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(732)

<400> 32

ASp

Lys

val

195

Thr

ser

Thr

Va]
Thr
180
ser
Ile

Tyr

val

Asn

ser

Thr

Leu

245

Gly

Lys

Arg

Gly

ser

230

Gly

ES 2362 120T3

Tyr

Leu

Phe

Leu
215

Ser

Ala

AsSn

Leu

ser

200

Glin

Asnh

Tyr

Ile

185

Gly

Ala

Thr

Ala

97

val

170

Tyr

Ser

Glu

Trp

ser Trp Tyr GIn Gln
175

Glu val Ser Ser Arg
190

Lys Pro Gly Asn Thr
205

Asp Glu Ala Asp Tyr
220

val Phe Gly Gly Gly
235 .

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
240



gag
Glu

tca
Ser

tat
Tyr

gga
Gly

cag
Gln
65

atg
Met

gcg
Ala

acc
Thr

gga

Gly

gua
145

&

aaa
Lys

cgc
Arg

&y

agc
ser
225

&ty

gtg
va

gt
va

atg
Met

cag
Gin

aag
Lys

cac
His

.35

tgg

acg
Thr

tcg

Ser
130

cag
Gln

tat
Tyr

ctc
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu
210

aga
Arg

gcg
Ala

atc
Ile

aga
Arg

ctg

.Leu

cag
GIn

gtc
val
115

.cag

ctg
Leu

gtc
val
20

tgg
Trp

aac
Asn

gtc
val

agc
ser

gag
Glu

‘100

acc
Thr

tct

ttg
Leu

tcc
Ser

gt
va

cct
Pro

acc
Thr

agc
ser
85

gca
Ala

gtc
val

gcc

cag
Glin

tgc

ES 2362 120T3

tct
Ser

aag

Cys Lys

cga
Arg

aac
Asn

atg
Met
70

ctg
Leu

cat
His

tcc
ser

ctg

Gln Ser Ala Leu

tcg
Ser

‘aac
Asn

atg
Met

tct
Ser
195

ca
gln

aac
Asn

gcc
Ala

atc
Ile

tat
Tyr

att

Ile

180
&ty

gct
Ala

act
Thr

gcg
Ala

acc
Thr

gtc
val
165
tat
TYyr

tcc
ser

gag
Glu

tat
TYyr

a

atc
Ile
150

tcc
Ser

gaa
GIu

aag
Lys

gac
Asp

gtc
val
230

cag
Gln

agt
ser
55

acc
Thr

aga
Arg

2y

tcg
ser

act

Thr
135

tcc
ser

tgg
Trp

gtc
val

tct
Ser

gag
Glu
215

ttc g

Phe

3ty

gct
Ala

gcc
Ala
40

ggt
Gly

agg
Arg

tct
Ser

gac

Asp

gtg

va
120

cag

Gln

tgc
Cys
tac
TYr

agt
ser

&
200

gct
Ala

a
Gly

tct
Ser
25

cct
Pro

cct

Pro

act
Thr

caa
GIn

aat
Asn
185

agc
Ser

gat

Asp-

tcc
Ser

98

gag
Glu
10

ey

&ty

aca
Thr

acc
Thr

gac
Asp
90

atg
Met

cga
Arg

gcc

gtg aag

val Lys

v

tac acc
Tyr Thr

caa ggg
GIn G?y

aac tat
Asn Tyr
60

tcc ata
Ser Ile
75

acg gcc
Thr Ala

gac gtc
Asp val

&y, &y

aag
Lys

ttc
Phe

ctt
Leu
45

gca
Ala
agc
ser

gt
va

tgg
Trp

tct
ser

. 125

tcc gcg

tcc

cct
Pro

acc
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

&ty
110
&y

999

&
15

ay

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
TYr
95

caa
Gln

&y

tct

Ala ser Ala Ser Gly ser
140

3ty

cag
Gln
170

cgg
Arg

acg
Thr

tat
Tyr

aly

acc agc
Thr ser
155

cac cca

His Pro

ccc tca
Pro Sser

gce tcc
Ala Sser

tac tgc
Tyr cys
- 220

acc cag
Thr Gln
235

S
aty

aty

ctg
Leu
205

gtc
val

ctc
Leu

gac
Asp

aaa
Lys

gtt
val
190

acc
Thr

tca
Ser

acc
Thr

gtt
val

gcc
Ala
175

1ct
ser

atc
Ile

tat
Tyr

gtt
val

gcc
Ala

tac
Tyr

atg
Met

ttt
Phe

tac

Tyr
80

tgt
Cys

aly

aly

cct
Pro

&y
160

ccc
Pro

aat
Asn

tct
ser

aca
Thr

tta

Leu

240

48

96

144

1192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

733



ES 2362 120T3

<210> 33

<211> 244

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 33

Glu val GIn Leu Leu GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

ser val Lys XST'Ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr Phe ggr Gly Tyr

Tyr Met ggs Trp val Arg Gin gga Pro Gly Gln Gly hgu Glu Trp Met

G]y.ggp Ile Asn Pro Asn ggr Gly Gly Thr Asn g5r Ala Gin Lys Phe,
. ’ -\'

G1n Gly Arg val Thr Met Thr Arg Asn Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 . 70 75 . 80

Met Glu Leﬁ Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 - 95 |

Ala Gly GIn Glu Ala His Gly Asp Gly Met Asp val Trp Gly GIn Gly
100 | 105 110

Thr Thr-val Thr val Ser Ser val Glu Arg Gly Gly Ser Gly Gly Gly

99



10

LyS
Arg
Gly
ser

225

Gly

ser
130

GlIn

Tyr

‘Leu

Phe

115

GlIn

Ser

Asn

Met

ser

- 195

Leu
210

Arg

Ala

<210> 34
<211> 372
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(372)

<400> 34

GlIn

Asn

Ala

Ser

Ile

Tyr

Ile
180

‘Gly

Ala

Thr

Ala

Ala
Thr
val
165
Tyr
ser
Glu

Tyr

Leu

Ile
150

Ser

Glu

Lys

Asp

val
230

ES 2362 120T3

Thr

135

ser

Trp

val

ser

Glu

215

Phe

120

Gln

Cys

TYr

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Thr

GIn

Asn

185

Ser

Asp

Ser

100

Ala Ser

Gly Thr
155

Gln His
170

Arg Pro
Thr Ala

Tyr Tyr

Gly Thr
235

Ala-

140

Ser

Pro

ser

ser

Cys

125

sSer

Gly

Gly

Gly

Leu
205

val

220

Gln

Leu

Gly

Asp

Lys

val

190

Thr

Ser

Thr

Ser

val

Ala

175

Ser

Ile

Tyr

val

Pro

Asn

ser

Thr

Leu
240



10

gag gt
Glu va

tca gt
Ser va

tat att

Tyr Ile

9?3 cgg
Gly Arg
50

cag ggc
Gln g?y
65

atg gag
Met Glu

cag
Gln

aag
Lys

cac
His
35

atg
Met

cgg

_Arg

ctg
Leu

cg acg gag
212 Thg Glu

ctg
Leu

gtc
val
20

tag
Trp

aac
Asn

gtc
val

agc
Ser

&ty
100

caa ggg acc cag
GIn Gly Thr Gln

<210> 35
<211>124
<212> PRT

115

<213> Escherichia coli

<400> 35

ttg
Leu

tcc
Ser

ot
va

cct
Pro

acc
Thr

agg
Arg
85

gt
va

ctc
Leu

cag
Gln

tgc
Cys

cga
Arg

aac
Asn

atg
Met
70

ctg
Leu

gct
Ala

acc
Thr

tct
ser

aag
Lys

cag
GIn

agt
ser
55

acc
Thr

aga
Arg

tta
Leu

gtt
val

ES 2362 120T3

oty

gct
Ala

gcc
Ala
40

&

agg
Arg

tct
ser

cgt
Arg

tta
Leu
120

gct
Ala

tct
Ser
25

cct
Pro

gac
Asp

gac
Asp

gac
Asp

ccc
Pro
105

&ty

gag
Glu
10

ety
&ty

aca
Thr

ac
Thr

gac
Asp
920

&

gcg
Ala

101

gt
va

tac
Tyr

caa
GIn

aac’

Asn

tcc
Ser
75

acg
Thr

gct
Ala

gcc
Ala

aag
Lys

acc
Thr

ety

tat
TYyr
60

atc
Ile

cc
21a

aag
Lys

ttc
Phe

ctt
Leu
45

‘gca
Ala

agc
ser

gt
va

gca

Ala

cct
Pro

acc
Thr
30

gag
Glu

cag
Gin

aca
Thr

tac
TYyr

31
15

aly

tag
Trp

aag
Lys

cc
21a

tac
Tyr

95

ttt gat ttc tg
Phe Asp phe Tr
110

gcc
Ala

tcc
Ser

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

p ety

48

96

144

192

240

288

336

372
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ES 2362 120T3

g1u val Gln Leu geu Gln

val
20

Ser val.Lys ser Cys

Tyr Ile His Trp Val Arg

(73 3u o}
-

Gly Arg Met Asn Pro Asn

50

g;n Gly Arg vai Thr Met

_70

Met Glu Leu Ser Arg Leu

85

Ala Thr G]u. val Ala

GIn Thr Leu Thr

115

Gly

<210> 36

<211> 756

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(756)

<400> 36

gag gag gt
$1u Glu Vv

cag ctg gt

gag
Gln geu va

Glu

Q?g tcc ctg aga ctc tcc tgt
Gly Ser Leu ggg Leu Ser Cys

Glu
10

Ser Gly Ala val Lys Lys

Lys A1a-§§r Gly Tyr Thr Phe

Ala
40

Gln. Pro Gly GIn Gly Leu

[t
Asn Tyr
60

ser é1y Thr Ala

55

ASp

Ser Ile
75

Thr Arg Asp Thr ser

Arg Ser Asp Asp Thr Ala val

90

Leu Pro Ala Phe

105

Arg Gly Asp

val Leu Ala Ala Ala

120

Gly

cct
Pro
15

agt
ser

tct ggg g?a g?c ttg gtc cag
ser Gly goy Gly Leu Val Gln

gca gcc tcCt gga ttc acc gte
Ala Ala ser Gly phe Thr ¥31
25.

102

Pro.

Thr
30

Glu

GIn

Thr
Tyr

Phe
110

B

agc
Ser

Gly
15
Gly

Trp

Lys

Ala

TYyr
95

Trp

A]a
ser
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gly

48

96
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aac tac atg agc tgg gfc cgc cag gét cca g?g aag,g?g Ctg gag tgg 144
Asn Tyr ggt ser Trp val Arg Sén Ala Pro Gly Lys gsy Leu Glu Trp

val ggr val val Tyr Ser Ser Thr Tyr z5r Ala Asp Ser va

aag g?c cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aacC acg ctg tat 240
ggs Gly Arg Phe Thr gge ser Arg Asp Asn ?gr Lys Asn Thr Leu Tgr
8

ctt caa atg aac agc ctg aga gct gag gac acg gct gtg tat tac tgt 288
Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu ggp Thr Ala val Tyr g¥r Cys

gcg aga gac cta g?g ggg act aca gtt tgg cgé tac tac g?t atg gac 336
Ala Arg Asp ng Gly Gly Thr Thr XS} Trp Arg Tyr Tyr gl3 Met Asp
1

gtc tca gtt gtt tat agc g?t g?t agc aca tac tac gca gac tcc gt 192
Gly Gly
55

gtc tgg‘g?c caa g?g acc acg gtc acc gtc tcc tca ggt g?a g?c ggt 384
val Trp glg Gln Gly Thr Thr Xga Thr val ser ser gzg Gly Gly Gly

tca g?c gga g?t ggc tct g?c-g t'g?c g?a tcg tcc tat gtg ctg act 432
ser 23% cly Gly Gly ser ?3% Gly Gly Gly ser igg Tyr val Leu Thr

cag cca ccc tcg ot tca gtg gcc cca gga aag acg goc acg att acc 480
Gln Pro Pro Ser val ser val Ala Pro Gly Lys Thr Ala Thr Ile Thr
145 , 150 155 160

tgt gcg g?a aac aat ata g?a agt aac agt gta tac tgg tac cag cag 528
Cys Ala Gly Asn ézg Ile Gly ser Asn i;g val Tyr Trp Tyr g;g Gln -

aaa cca ggc ctg gcc cct gta ctg gtc gtc tat gat gat aga gac cgg 576
Lys Pro Gly igg Ala Pro val Leu Xg} val Tyr Asp Asp qgg Asp Arg

CCC tca g?g atc cct g?g cga ttc tct ggc tcc aaa tcc g?g aac acg 624
Pro Ser_ggy Ile Pro Gly Arg 588 Ser Gly Ser Lys ggg Gly Asn Thr
5 .

gcc acc ctg acc atc agc agg gtc gag gcc g?g gat gag gcc gac tat 672
Ala ;25 Leu Thr Ile Ser é{g val Glu Ala Gly ggg Glu Ala Asp Tyr

tct tgt cag gtg tgg gat cct agt agt gat cac ctc tat gtc ttc g?a 720
Ser Cys Gin val Trp Asp Pro ser Ser Asp His Leu Tyr val Phe Gly
225 230 235 240

act g?g.acc cag ctc acc gtt tta ggt gcg gcc gca 756
Thr Gly Thr GIn Leu Thr val Leu Gly g}g Ala Ala
245

<210> 37

<211> 252

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 37

103



5

Glu Glu val Gln lS.e

1

ES 2362 120T3

u val Glu ser Gly %y Gly Leu val Gin ils"o Gly

Gly ser Leu gag Leu Ser Cys Ala 315a Ser,é'ly Phe Thr val ser Ser

Asn

val

Ala

val

. Ser

GIn

Tyr

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Trp

145

Cys
Lys
Pro
Ala
ser

225

Thr

<210> 38

Ala

Pro

Ser

Thr

210

cys

Gly

<211>735
<212> DNA

Met
35

val
Arg

Met

Asp

Pro
Gly

Gly

Gln

'_I'hr'

ser
val
Phe
Asn
Leu
100
Gln
Gly
Ser
ASn
Leu
180
Ile
Thr

val

Gln

Trp

Tyr

Thr

Ser
85

‘Gly

Gly

Gly

val

ASn

165

Ala

Pro

Ile

Trp

Leu
245

val
ser
Ile
70

Leu
Gly

Thr

sSer.

‘ser

150

Ile

Pro

Gly

Ser

Asp

230

Thr

Arg
ser
Arg
Thr
Thr
Gly
val
Gly
Ya1
Arg
Arg

Pro

val

G1n
40

Gly
Arg
Ala
Thr

val

120

Gly
Ala
Ser
Leu
Phe
200
val

ser

Leu

Ala
ser
Asp
Glu
val
105
Thr
Gly
Pro
Asn
val
185
ser
Glu

Ser

Gly

104

Pro

Thr

Asn

Asp

90

Trp

val

Gly

Gly

Ser

170

val

Gly

Ala

Asp

Ala’

250

Gly

Tyr
ser
75

Thr
Arg

Ser

Ser

Tyr

ser

Gly

His

Ala

Lys

-‘1'er

60

Lys
Ala
Tyr
Ser

Ser
140

Thr

:

Tyr

Asp

Lys

Gly
45

Ala
Asn

Va'l

TYr

Tyr
(ﬂ a
Trp
Asp

ser

- 205

Glu

Tyr

Ala '

30

Leu

Asp

Thr

Tyr

Gly

val

Thr

Tyr

Arg

Gly

Ala

val

Glu

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Gly

Leu

Ile

Gin

175

Asp

Asn

Asp

Phe

Trp
val
B
Cys
ASp
Gly
Thr
%
Gln
Arg
fhr‘
Tyr

Gly
240
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<213> Escherichia coli
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(735)

<400> 38

105



5

gag
Glu

aag

ctt
Leu

. gt
va

gtc
val

ggt
Gly

' gcc
‘Ala
145

agt
Ser

ctg
Leu

ttc
Phe

gtc
val

agt
- Ser
225

tta
Leu

<210> 39
<211> 24

gag
Glu

tcc
ser

tac
Tyr

+ra
Lia

Ser
50

&y

caa
Gln

aga

Arg

acc
Thr

ety
130

cca
Pro

aac
Asn

gtc
val

tct
Ser

gag
Glu
210

agt
Ser

&y

5

<212> PRT

gt
Va

ctg
Leu

atg
Met

gat
Asp

gtc
val
115

gga

Gly
ety

agt
Ser

gtc
val

9gc
To%

gcc
Ala

gat
Asp

gcg
Ala

cag

Gln

aga
Arg
20

agc
Ser

daac
Asn

agg
Ar

100
tct
Ser

tcg
Ser

aag
Lys

gta
val

tat
TYyr
180

tcc
ser

ety

cac
His

gce
Ala

ctg
Leu

ctc
Leu

agc
ser
85

g &y

tca
Ser

tcc
Ser

acg
Thr

tac.

Tyr
165

gat
Asp

aaa
Lys

gat
Asp

ctc
Leu

gca
Ala
245

Val

tcC
Ser

gtc
val

~

(7Y

“atc

Ile
70

ctg
Leu

gat

Asp

&

tat
Tyr

gcc
Ala
150

tgg
Trp

gat
Asp

tcc
Ser

tat
Tyr
230

ag
g'l u

tgt
Cys

cgc
Arg

ggt
Gly
55

tcc
Ser

aga
Arg

gct
Ala

ety

gcg
Ala

135

acg
Thr

tac
Tyr

agc
ser

&ty

gcc
Ala
215

gtc
val

ES 2362 120T3

tct
Ser

gca
Ala

ca
cin

aga

gcc

Ala

Tttt
Phe

&y
120

ctg
Leu

att
Ile

cag
GIn

gac
Asp

aac
Asn
200

gac
Asp

ttc
Phe

2ty

gcc
Ala
25

gac

gag
Glu
gat
AS

105
gtt
val

act
Thr

acc
Thr

cag
Gln

cgg
Ar

185
acg
Thr

tat
Tyr

ety

gac
Asp
920

atc

p Ile

cCa

»PI"O

cag
Gln

tgt
Cys

ddad
Lys
170

ccc

g Pro

gcce
Ala

tct
Ser

act
Thr

106

gac

Asp

acg
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly

CCa
Pro

gcyg
Ala
155

cca
Pro

tca
ser

acc
Thr

tgt
Cys

&y
235

ttg
Leu

Tttt
Phe

ccc
Pro
140

gga
Gly

ety

999
ety
v

ctg
Leu
cag
220

acc
Thr

atc
ITe

acc
Thr

caa
GIn

Q?t
123

tcg
ser

aac
Asn

ctg
Leu

atg
MeT

acc
Thr
205
gt
va

cag
Gln

cag
Gln

gtc

gt
va

aat
Asn

gcc
Ala

tct
ser
190

atc
Ile

tag
Trp

ctc
Leu

tac
Tyr
95

aca
Thr

tct
Ser

tca
Ser

ata
Ile

cct
Pro
175

gag
Glu

agc
ser

gat
Asp

acc
Thr

gt
va

31y
160

gta
val

cga
Arg

agg
Arg

cct
Pro

gtt
val
240

48

96

144

[
o
N

240

288

336

384

432

480
528
576
624
672
72‘0

735



<213> Escherichia coli

<400> 39

Glu Glu val Gln

1

Gly
Asn
val
Lys
" Leu
val
val
Gly
Ala
| 145
ser
Leu
Phe

- val

ser
225

Leu Gly Ala Ala

ser
Tyr
ser
50

Gly
Gin
Arg

Thr

Asn

val

Ser G

Glu
210

Ser

Leu
Met
35

val
Arg
Met

Asp

val
115

G1y‘

 Gly

Ser

val

Asp

Arg

20

ser

Ile

Phe

Asn-

Ar
100
ser
ser
Lys
val
Tyr
180
ser

Gly

His

Leu

Leu

Trp

Tyr.

Thr

Ser
85

g Gly

Ser

Ser

Thr

Tyr

ASp

Lys

Asp

Leu

Ala
245

val
ser
val
Ser
Ile
70

Leu
Asp
Gly
Tyr
Ala
150
Trp
Asp
ser

Glu

Tyr
230

ES 2362 120T3

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln

40

Gly Gly
55

Ser Arg

N

Arg Aia
Ala phe
Gly Gly
Ala Leu
135

Thr Ile
Tyr §1n
Ser Asp
Gly Asn

200

Ala Asp
215

val PHe

Gly
Ala
25

Ala
ser

Asp

Glu

Thr
Thr

GIn

TYr

Gly

107

Gly

10

ser

Pro

Thr

Asn

Asp

90

Ile

Pro

Gln

Cys

Lys

170

Pro

Ala

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

Tyr

ser-
75

Thr

Trp

Pro

Ala

155

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly

G1y.

Leu

¥he

Lys
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

cly

Pro
140
Gly
Gly
Gly
Leu
Gin
220

Thr

Ile
Thr
Gly
45

Ala
Asn

val

Gln

Asn
Leu
Met
Thr
205

Va1

Gln

Gln
val
30

Leu
Asp
Thr
Tyr
Gly
110
Gly
val
Asn
Ala
Ser
190
Ile

Trp

Leu

Pro
15

Gly

Glu

Ser \

Leu

Tyr
95

Thr

ser

ser

Ile

Pro

175

Glu

Ser

Asp

Thr

Gly

ser

Trp

Tyr
80

Cys
Met

Gly

val

Arg

Arg

Pro

val
240
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<210> 40

<211> 761

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(759)

<400> 40
atg gag gag
: ?et Glu Glu

&Y &Y ser

cag cat gac
GIn His Asp
35

- tgg gtc gca
Trp gg] Ala

tcc gtg aag
Ser val Lys
65 '

ctg tat ctg
Leu Tyr Leu

tac tgt gcg
Tyr Cys Ala

tag g?c cag
Trp Gly GIn
' 115

ggc gga ggt
G?ygj,ée?y

tct cca ctc
ser Pro Leu
145

tgc aag tct
Cys Lys Ser

tat tgg tac
. Tyr Trp Tyr

gaa gtt‘tcc
Glu val ser

195
ggg tca ggg

gt
Va
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ctg
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atc
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Trp

val

Glu
ser
Asp
35

Ala
Lys

Leu

Ala

Gln,

1i5

Gly
Leu
ser
Tyr

Ser

val

Leu

20

Met
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195 200 ) 205
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225 230 ‘ 235 240
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<222> (1)..(765)

<400> 42

111



5

gag
'Glu

ag9
Arg

tat
Tyr

gt
va

gt
va
65

tat
TYr
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cct
Pro

Val

ttc
fhe

aag
Lys

tac
Tyr
60

tcc
Ser

acg
Thr
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cag
Gln
245

ttg
Leu

tcc
Ser

gtc
val

&

gcC
Ala
70

agce
Ser

tac
Tyr

gat
Asp

&

cca
Pro
150

tct
Ser

cca
Pro

tca
Ser

act
Thr

tgt
Cys
730
ctc
Leu

ES 2362 120T3

cag
GlIn

tgt
cys

cgc
Arg

agt
ser
55

atc
Ile

ctg
Leu

tat
Tyr

atc
Ile

oty
135

cccC
Pro

aty

ety

gac
ASp

ctg
Leu
215

cag
GIn

acc
Thr

tct
Ser

gca
Ala

cag
GIn

AN

‘I"I‘U
&y

tcc

Ser’

aga
Arg

gat
Asp

tag
Tr

120
ggt
cly

tca
ser

gat
Asp

ca
aln

atc
Ile
200

acc
Thr
gcc
Ala

gtt
val

&ty

gcc
Ala
25

gct
Ala

&y

aga
Arg

gcc
Ala

agt
ser
105

p cly

&ty

gt
va

aaa
Lys

tcg
Ser
185

cct
Pro

atc
Ile

tgg
Trp

tta
Leu

31y
10

tct
Ser

cca
Pro

agc
Ser

gac
Asp

gag
Glu
90

agt
Ser

caa
Gln

tct
ser

tcc
ser

ttg
Leu
170

cct
Pro

gag
Glu

‘acc

Thr

gce
Ala

aty
250

115

&y
ety
&y

aca
Thr

aat
Asn
75

gac
Asp

&

Val

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr
60

tcc
Ser

acg
Thr

tat
Tyr
.L- .

gca

2?3 Ala

aly

gt
va
155

gg9g9
iy
gtc
val
cga

Arg

gag

Glu

&y
235

gcg
Ala

oy
140

tcc
Ser

gat
Asp

ttg
Leu

ttc
Phe

gcc
Ala
320

aga
Arg

gcc
Ala

gta
val

acc
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

atg
Met
125

aly

cca
Pro

aaa
Lys

gtc
val

tct
ser
205

cag
G1In

tct
ser

gca
Ala

cg9
Arg

ttt
Phe
30

ctg
Leu

gca
Ala

aac
Asn

gta

val

tac
Tyr
110

gtc
val

3ty

oty

tat
TYyr

atc
Ile
190

oty

gct
Ala

gt
vVa

cct
Pro
15

gat
Asp

gag
Glu

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr
95

acc
Thr

acc
Thr

tcg
ser

cag
GIn

gct
Ala
175

tat
Tyr

tcc
ser

ttg
Leu

gtc
val

&ty

gat
Asp

tag
Trp

tcc
ser

ctg
Leu

80

tac
TYr

gt
va

tcC
8a1

tct
ser

aca
Thr
160

tcc

Ser

cag
Gln

aac.

Asn

gat
ASD

ttc
Phe
240

48
96
144 -
192
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672
720

759



<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 45

Glu Glu
1

Gly ser
TYr Gly

val ser
‘ 50

val Lys
65

fyr Leu

Cys Ala

val
Leu
Met
35

Ala
Gly
GIn

Lys

Gln

Arg

20

Thr

Ile

Arg

Met

ser
100

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe.

Asn
85

Arg

ES 2362 120T3

Leu
ser
val
Gly
Ala
70

ser

Tyr

GIn

cys

Arg

Ser

55

Ile

Leu

Tyr

ser
Ala
GIn
40

Gly
ser

Arg

Asp

116

Ala

Gly

Arg

Ala

Ser

- 105

Gly
10

Ser

Pro

ser

Asp

Glu
90

Ser

Gly:
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Ala Ile Ile Thr Cys ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys Tyr Ala Ser
: . 165 170 . 175
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ctc

Leu

tcc
Ser

gcc
Ala

tac
Tyr
230

ety

ES 2362 120T3

cag
Gln

tgc
Cys

cga
Arg

aat
Asn
35

atg
Met

ctg
Leu

tat
TYyr

cag
GIn

ggt
135

tca
Ser

agc
Ser

CCa
Pro

tca
Ser

tcc
Ser

215

tgt
Cys

acc
Thr

tct
Ser

cag
Gln

cag
Glin
40

agt
ser

acc
Thr

aga

dac
Asn

gga
Gly

&y
200

ctg
Leu

gca
Ala

cag

GIn

&ty

gca
Ala
25

gcc
Ala

&y

agg
Arg

tct
Ser

aat
Asn
105

acc
Fhr

cct
Pro

tct
Ser

tcc
Ser

acg
Thr
185

gtc
val

gce
Ala

tca
ser

ctc
Leu

118

gcg
Ala
10

tct
Ser

cct

Pro

aga
Arg

gac

Asp

gag
Glu
90

&My

acg
Thr

&y

&ty

aac

Asn

170

gcc
Ala

cct
Pro

atc
Ile

tgg
Trp

acc
Thr
250

gag
Glu

&ty

&ty

gta
val

ac
Thr
75

gac
Asp

&ty

gtc
val

ggt
Gly

gcc
Ala
155

atc
Ile

ccc
Pro

gac
Asp

agt
ser

gat
Asp
235

gtt
val

gt
va

tac
Tyr

caa
GlIn

agt
ser
60

ttcC
Phe

acg
iThr

agg
Arg

acc
Thr

ggc
140
cece

Pro

gga
Gly

daa
Lys

.cga
rg

gag
iy

gac
Asp

tta
Leu

aag
Lys

aca
Thr

e
45

tac
Tyr

acg
Thr

gcc
Ala

tgc
Cys

gtc
val
125

aly
ey

cgt
Arg

ctc
Leu

ttc
Phe
205

ctc
Leu

agt
ser

&y

aag
LyS

ttc
Phe
30

ctt
Leu

tca
Ser

dagcC

Ser.

gtt
val

ttt
Phe

cct
Pro
15

agc
ser

gag
Glu

cag
GlIn

aca
Thr

tat
TYyr
95

atg
Met

110

tcc
Ser

tcg
ser

ca
Gln

aat
Asn

ctc
Leu
190

tct
Ser

€ag
Arg

ctg
Leu

gcg
Ala

tca

Ser

tcc
Ser

9 agg

Arg

tag
Tr

17

atg
Met

&y

tct
Ser

cat
His

gcc
Ala
255

3y

agg
Arg

tgg
Trp

aag
Lys

gta
val
80 -

tat
Tyr

gat
Asp

ggt
Gly

tat
Tyr

gtc
val
160

gta
val

ttt
Phe

tcc
Ser

gag
Glu

gct
Ala
240

ca
g‘l a

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



ES 2362 120T3

<210> 47

<211> 256

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 47

Glu Glu val GIn Leu Leu Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly
1 5 10 15
Ala ser val Arg val Ser Cys GIn Ala Ser Gly {Tyr Thr Phe Ser Arg
20 25 .30
Tyr His Met His Trp val Arg Gin Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly val Ile Asp Pro ?gn Ser Gly Arg val ggr Tyr Ser Gln Lys
50

119



10

Phe
65
Tyr
Cys
Ala
Gly
val
145
~Thr
Tyr

Arg

Lys

Trp

<210> 48
<211> 765
<212> DNA

Glin

Met

Ala

Phe

Leu
Ile
Trp
AAsn
Thr
210

Glu

val

Asp

Glu

Arg

Gly
Thr
ser
TYPr
Asn
195
Gly

Gly

Phe

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(765)

<400> 48

Arg

Leu

Tyr
ser
GTn
Cys
GIn
180
Glu
Thr

Asp

Gly

val

Asn

85

Arg

Trp

Gly

Pro

Ser

165

Gln

Arg

Ser

Tyr

Thr
70

ser
Gly
Gly
Gly
Pro
150
Gly
Leu
ser
Ala

TYr

Gly

ES 2362 120T3

Met
Leu
Tyrr'

GlIn

ser
Pro
ser
ser
215

Cys

Thr

Thr

Arg

cys

Gly

Gly

Ala

Asn

Gly

Gly

Leu

Ala

GIn

Arg

Ser

Asn

105

Thr

Pro

Ser

Ser

Thr

185

val

Ala

Ser

Leu

120

ASp

Glu
20

Gly.

Thr

Gly

Gly

Asn

170

Ala

Pro

:-[Te”

Trp

Thr
250

Thr
75
Asp

Gly

val

Gly -

Ala
155
Ile
Pro
Asp
ser
ASsp

val

Phe

Thr

Arg

Thr

Pro

Gly

Lys

Arg

Asp

Leu

Thr
Ala
cys
val
1% 5
Gly
Gly
Arg
Leu

Phe
205

Leu

Ser

Gly

ser
Va]
Phe
110
ser
Ser
GIn
Asn
Leu
190
ser
Arg

Leu

Ala

Thr

Tyr

95

Met

Ser

ser

Arg

Met

Gly

Ser

His

Ala
255

val
80
Tyr
Asp
Gly
Tyr
val
160
val
Phe
ser
Glu
A;Ia
240

Ala



gag gag gt
Glu Glu va

1

ot

tat gcc atg agc tgg gtc cgc cag gct

Tyr

gtc
val

gt
va
65

tat
Tyr

tgt
Cys

gac
Asp

&y

act
Thr
145

tcc
ser

tgg
Trp

aly

tct
Ser

Ala

tca
ser
50

aag
LyS

ctt
Leu

acg
Ala

tac
Tyr

tca
ser
130

cag
GIn

tgc
cys

tac
Tyr

agt
ser

ey

. 210

gag
Glu
225

gtc
val

<210> 49

gct
Ala

ttc
Phe

Met
35

gct
Ala

&y

caa
Gln

aga
Arg

tgg
Trp
115

&ty

cct
Pro

act
Thr

caa
GIn

aag
Lys
195

adc
Asn

gat
Asp

cly

cag ctg gt

GIn Leu Va

Ser

att
Ile

cag
Arg

atg
Met

gac
Asp
100

ggc.

Gly
&y

gce
Ala

aty

caa
Gln
180

cgg
Arg

acg
Thr

tat
Tyr

act
Thr

5

Trp

agt

Ser

ttc
Phe

.dac

Asn

85

agc

‘ser

cag
Gin

oy

tcc
Ser

acc
Thr
165

cac
His

CCccC
Pro

gcc
Ala

tac
Tyr

ety
245

val

gct
Ala

acc
Thr
70

agc
ser

cgt
Arg

&y
&ty

gt
va
150
agc
ser

cca
Pro

tca
ser
tcc
ser
tgc
cys
230

acc
Thr

ES 2362 120T3

gag tct g
Glu Ser G

Arg

agt
ser
55

atc
Ile

ctg
Leu

gca
Ala
acc

Thr

tct
ser
135

tct
ser

aat
Asn

ety
&ty

ctg
Leu
215

atg
Met

cag
G1n

Gln
40

&

tcc
ser

aga

Arg

tac
Tyr

ctg
leu
120

ggc
Gly

3ty

gat
Asp

ddad
Lys

att
Ile
200

acc
Thr

tca
Ser

ctc
Leu

Ala
&y

aga
Arg

act
Thr

agc
Ser
105

gtc
val

ggt
Gly

tct
Ser

gtt
val

gcc
Ala
185

tct
Ser

atc
Ile

tat
Tyr

acc

“Thr

121

g9
fy o

g tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcc
y Sser Leu 959 Leu Ser Ccys Ala g}a

Pro

acc
Thr

gac
Asp

gag
Glu
0

tat
Tyr

acc
Thr

ggc
Gly

cct
Pro

oty
170

cCccC
Pro

aat
Asn

tct
Ser

acg
Thr

gtt
val
250

a aac ttg gtt cag cct ggg

y Asn Leu Vval

Gly

aca
Thr

aat
Asn
75

gac
Asp

&y

gtc
val

gga
Gly

gga
Giy
155

agt
sSer

aad
Lys

cgc
Arg

&ty

agc
ser
235

tta
Leu

Lys

tac
aIyr
60

tcc
ser

acg
Thr

tac
Tyr

tcc

.Ser

tcg
ser
140

cag
Gln

tat
Tyr

ctc
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu
220

agt
Ser

&

Gly
45

tac
Tyr

aag
Lys

gct
Ala

ctc
Leu

tca
Ser
125

cag
GIn

tcg
ser

aac
Asn

ctg
Leu

tct
ser
205

cag

G1n

&ty

acg
Ala

Glin

30

cca ggg aag ggg ctg

Leu

gca
Ala

aaC
Asn

gt
Va

tac
Tyr
110

ggt
Gly

tct
Ser

atc
Ile

ctt
Leu

att
Ile
190

aly

gct
Ala

act
Thr

gcc
Ala

pro Gly
15

tct gga ttc acc ttt agc agt
Ser Gly Phe Thr Phe

ser ser
gaa tgg
Glu Trp

gat tcc
Asp Ser

acg ctg
Thr Leu
80

tat tac
Tyr Tyr
95

gtc ttt
val pPhe

&y &y

gcc ctg
Ala Leu

acc atc

Thr Ile
160

gtc tcc
val ser
175

tat gag
Tyr Glu

tcc aag
ser Lys

gag gac
Glu Asp

Ccct tat
Pro Tyr
240

gca
Ala
255

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

765



<211> 255
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 49

1
Gly
Tyr
val
val
65

Cys
Asp
Gly
Thr
145
ser
Trp
G]y
ser
Glu
225

val

<210> 50

Glu Glu val GlIn Eeu val

Ser Leu Arg Leu Ser

Ala
ser
50
Lys
Leu
Ala
Tyr
ser
130

Gln

cys

Tyr

ser
'G1y
210

Ala

Phe

Met
35

Ala
Gly
Gln

Arg

Pro
Thr
Gln
Lys
195

Asn

Asp

Gly

20

ser
Ile
Arg

Met

Gly
Gly
Ala
Gly
Gin
180
Arg
Thr

Tynr

Thr

Trp val
Ser Ala

Phe Thr
70

Asn Ser
85

ser Arg
Gln Gly
Gly Gly

ser val
150

Thr Ser
165

His Pro
Pro .Ser‘A
Ala Ser
Tyr Cys

230

Gly Thr
245

Glu

Cys

Arg
ser
55

I1g

Leu

Ala

Thr

ser
135
Ser
Asn
Gly
Gly
Leu
215

Met

GIn

ES 2362 120T3

ser

Ala

GIn
40

Gly

Ser

Arg

Tyr

Leu

120

Gly

Gly

Asp

Lys

Itle

200

Thr

Ser

Leu

Gly

Ala
25

Ala

Gly
Arg
Thr
ser
105
val
Gly
ser
val
Ala
185
ser
11e

Tyr

Thr

Gly Asn Leu val
10

ser Gly phe Thr

Pro
Thr
Asp
Glu
90

Tyr
Thr
Gly

Pro

Asn
Ser
Thr

val
250

122

Gly Lys Gly
45

Thr Tyr Tyr

60

Asn Ser Lys
75 .

Asp Thr Ala
Gly Tyr Leu

val Ser Ser
125

Gly ser Gin
140

Gly GIn Ser
155

ser Tyr Asn
Lys Leu Leu

Arg Phe Ser
- 205

1Y

Gly Leu Gln
220

ser ser Gly
235

Leu Gly Ala

Gln Pro Gly
15

Phe
30

Leu
Ala
Asn
val
1o
Gly
ser
Ile
Leu
1%
Gly
Ala

Thr

Ala

ser Ser .

Glu
Asp
Thr
Tyr
95

val
Gly
Ala
Thr
val
175
Tyr
Ser
Glu
Pro

Ala
255

Trp
ser
Leu
80

TYyr
Phe
Gly
Leu
Ile
160
ser
Glu
Lys

Asp

Tyr
240



10

<211> 768
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(768)

<400> 50

‘gag
Glu
1

gcc
Ala

tac
Tyr

" atg
_Met

ttc
Phe
65

tac
Tyr

‘tgt
Cys

. gca
Ala

ety

gt
Va
145

acc
Thr

aac
- Asn

aat
Asn

aag '

Lys

‘ gat
Asp
225

tat
Tyr

gag gtg cag
Glu val GIn

tca
sSer

cat
His

&
50

cag
GlIn

atg
Met

gca
Ala

ttt
Phe

&
130

ttg
Leu

atc
Ile

tgg
Trp

aat
Asn

tct
Ser
210

gag
Glu

gtc
val

gt
va

ata
Ile
35

gt
va

gac
Asp

gag
Glu

aga
Arg

gac
Asp
115

&y

acg
Thr

gct
Ala

tac
Tyr

gat
Asp
195
gcc
Ala

gct
Ala

ttc
Phe

aga
Arg
20

cac

His

atc
Ile

aga
Arg

ctg
Leu

gat
Asp
100

tac
Tyr

tca

ser

cag
Gin

tgt
cys

cag
Gln
180

cag
Gln

acc
Thr

gat
Asp

gga
Gly

ctg
Leu

gtt
val

tgg
Trp

gac
Asp

gtc
val

aac
Asn
85

cga
Arg

tgg
Trp

oty

ccg
Pro

tct
Ser
165

cag
Gln

cgg
Arg

tca
ser

tat
Tyr

act
Thr
245

Val

tcc
Ser

gt
va

ccc
Pro

acc
Thr
70

agc
ser

&ty

&y
&y

ccce
Pro
150

gga
Gly

atc
Ile

ccc
Pro

gcc
Ala

tac
Tyr
230

&ty

gag
Glu

tgc
cys

cga
Arg

aat
Asn
55

atg
Met
ctg
Leu

tat
Tyr

cag
Gln

ggt
oy

tca
Ser

agc
ser

cca
Pro

tca
Ser

tcc
Ser
215

tgc
Cys

acc
Thr

tct
Ser

cag
GIn

cag
Gin
40

agt
ser

acc
Thr

aga
Arg

tgt
Cys

ey
120

&y

gcg
Ala

agc
ser

&y

38
200

ctg
Leu

cag
GlIn

cag
Gln

ES 2362 120T3

3ty

gca
Ala
25

gcc
Ala

&y

a4g9
Arg

tct
Ser

aat
Asn
105

acc
Thr

tct
Ser

tct
Ser

tcc
ser

acg
Thr
185

gtc
val

gcc
Ala

tcc
Ser

ctc
Leu

gct
10

tct
Ser

cct
Pro

aga
Arg
gac

Asp

gag
Glu
90

&

acg
Thr

&ty

&ty

aac
Ash
170

gcc
Ala

cct
Pro

atc
Ile

tat
Tyr

acc
Thr
250

ag
21 u
o] d
&y

&ty

ata
Ile

acg
Thr
75

pac
Asp

&y

gtc
val

&

acc
Thr
155

atc
Ile

CcCC
Pro

gac
Asp

act
Thr

gac
Asp
235

gtt
val

123

gt
va

tac
Tyr

caa
Glin

agt
ser
60

tcc
ser

i
aca

Thr

agg
Arg

acc
Thr

&N
140

ccc
Pro

&y

ada
Lys

cga
Arg

9?9
Gly
220
agc
Ser

tta
Leu

aag
Lys

aca
Thr

ey
45

tac
Tyr

acg
Thr

gce
Ala
tgc
cys
gtc

val
125

&ty

&ty

att
Ile

ctc
Leu

ttc
Phe
205

ctc
Leu

agc
ser

&y

aag
Lys

ttc
Phe
30

ctt
Leu

tca
ser

agc
ser

att
Ile

ttt
Phe
110

tcc
ser

tcg
Ser

cag
Gln

aat
Asnh

ctc
Leu
1920

tct

Ser

cag
Gln

ctg
Leu

acg
Ala

cct
Pro
15

acc
Thr

gag
Glu

cag
Glin

aca
Thr

tat
Tyr
95

atg
Met

tca
Ser

ca
éin

agg
Arg

act
Thr
175

atc
Ile

&y

otrt
val

&

gcc

Ala
255

ot

agg
Arg

tgg
Trp

aag
Lys

gtc
val
80

tac
Tyr

gat
ASp

&

tct
ser
gtc
160
gta
val

tat
Tyr

tcc
Ser

gac
Asp

ggt

240

gca
Ala

48

96
144
192
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672
720

768



ES 2362 120T3

<210> 51

<211> 256

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 51
Glu Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly
1 5 10 15

v
Ala ser val ggg val Ser Cys Gln gga ser Gly Tyr Thr gge Thr Arg

Tyr His Ile His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly val I1e‘Asp Pro Asn Ser Gly Arg Ile Ser Tyr Ser Gln Lys
50 - 55 60

pPhe Gin Asp Arg val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr ser Thr val
. 65 70 A 75 . 80

Tyr Met Glu Leu ggn ser Leu Arg Ser SAU Asp Thr Ala Ile ggr Tyr

Cys Ala Arg Asp Arg Gly Tyr Cys Asn Gly Gly Arg Cys Phe Met Asp
100 105 110

Ala pPhe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser ser Gly
115 120 125 :

Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser GIn Ser

val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln Arg val
145 150 155 160

. Thr I1e Ala Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly ITe Asn Thr val
165 170 175

Asn Trp Tyr Gln GIn Ile Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
180 185 : 190

Asn Asn Asp GIn Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
195 200 , 205

Lyé ser Ala Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu GIn val Asp
210 215 220

ASp.GTU Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Gly Gly
225 230 _ 235 - 240

Tyr val pPhe Gly Thr Gly Thr GIn Leu Thr val Leu Gly Ala Ala Ala
: . 245 250 - 255

<210> 52

124



<211> 744

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(744)

<400> 52
" atg
Met
1

a1y

act
Thr

tgg
Trp

tcc
ser
65

cta
Leu

tac
Tyr

oty

gga
Gly

cca
Pro
145

cdg
Arg

CcCa
Pro

agt
ser

act
Thr

gag cag
Glu G1n

g?g tcc

y Ser

< €

tat gcc
Tyr Ala
35

gtc tca
val ser
50

gtg aag
val Lys

tat ctg
Tyr Leu

tgt gcg
Cys Ala

cin &y

115
Q?t Q?C
Gly Gly
130

tcc tca
ser Sser

gcg‘agt
Ala Sser

g?g-aaa
Gly Lys

ggg gtc
Gly val

195

ctc acc
Leu Thr
210

gt
va

ctg
Leu
20

atg
Met

gtt
val

ety

caa
Gln

aga
Arg
100

acc
Thr

tct
Ser

ctg
Leu

cag
GIn

gce
Ala
180

cca
Pro
atc
Ile

cag
Gin
5

aga
Arg

agc
ser

att
Ile

cgc
Arg

atc
Ile
85

gat
Asp

acg

Thr

aty

tct
Ser

ggt
aly
165
cct

Pro

tca
ser

agc
ser

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

agt
ser

gtc
val
70

dacC
Asn

gt
va

gtc
val

&y

gca
Ala
150

att
Ile

aag
Lys

agg
Arg

agt
Ser

ES 2362 120T3

cag
GIn

tcc
Ser

gtc
val

&
55

acc
Thr

agc

ser .

tta
Leu

acc
Thr

ggc
oty
135
tct
Ser

agc
ser

ctc

Leu

ttc-

Phe

ctg
Leu
215

9ag

Glu

tgt
Cys

cgc
Arg

40

agt
Ser

ata
Ile

ctg
Leu

gtc
val

gtc
val

tct
Ser

gca
Ala
25

cag
Gln

&

tcc
Ser

aga
Arg

cta
Leu
105

tcc
ser

120

ety

gta
val

agg
Arg

ctg
Leu

agt
Ser
200

caa
Gln

tcg
ser

3ty

tgg
Trp

atc
Ile
185

ety

cct
Pro

ety
10

gce
Ala

gct
Ala

cat
His

aga
Arg

gcc
Ala
90

cag
Gln

tca
ser

gat
Asp

gac
Asp

tta
Leu
170

tac
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

125

oty &y

tct g?a
ser Gly

cca g?g
Pro Gly

dCa dca
The® Thr
60

gac aat

Asp Asn
75

gac gac
Asp Asp

‘aat gct

Asn Ala

&y &

gtt gt
val va
140

aga gtc
Arg val
155

gec tag

Ala Trp

gct gca
Ala Ala

g?a tct
Gly ser

gat ttt
Asp Phe
220

ttg
Leu

ttc
Phe

aag
Lys
45

aac
Asn

tcc
ser

ac
The

Tttt
Phe

&
125

atg
Met

acc
Thr

tat’

Tyr

tcc
ser

&ty
205

gca
Ala

gta

val

acc
Thr
30

&y

tac
Tyr

aag
Lys

gcc
Ala

gat
Asp
110

&

acc
Thr

atc
Ile

caa
Gln

agt

ser
190

aca.

Thr

act
Thr

cag
Gln
15

ttt
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala

dac
Asn

gt
va
95

atc
Ile

tca
Ser

cag
Gln

act
Thr

cag
Gln

175

ttg
Leu

gat
Asp

tac
TYr

cct
Pro

agt
Ser

gag -

Glu

gac
Asp

aca
Thr
80

tat
Tyr

tgg
Trp

ety

tct
ser

tot
cys
160

aaa
Lys

caa
Gln

ttc
Phe

atc

Ile

48

96
144
192'
240
288,
336
384
432

480

528

576

624

672
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tgt caa cag agt tac agt agg ccg ctc act ttc ggc gga acc aa
gg Gln GIn Ser Tyr ser A?S pPro Leu Thr ;gtsa G?y g?y g?)g/ Thr l_ygsj
240

gtg gaa atc aaa cgt gcg gcc gca
val Glu Ile Lys ézgsa Ala Ala Ala

<210> 53

<211> 248

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 53

126

720

744



Met
Gly
Thr
Trp
Ser
65

Leu
TYr
| Gly
Gly
Pro
145
Arg

Pro

Ser

Glu

Gly

Tyr

val
50

val

TYyr
Cys

Gln

Ala

G'ly‘

Gly

GIn

Ser

Ala

35

Ser

Lys

Leu

Ala

Ser

Ser

Lys

val

Leu

20

Met

val

Gly

Gln

Ser

Leu

GIn

Ala

~ 180

val

© 195

Pro

Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

Leu

Leu

Trp

SQI"

val

70

Ile
85

Asp
Thr

Gly

Ser

ser

Asn

val

val

Gly

Ala

150

Ile

Lys

Arg

ES 2362 120T3

Gln

Ser

val

Glu

Cys

Arg

40

Gly
55

Thr
ser
Leu
Thr
Gly
ser
ser
Leu

Phe

Ser
Ile
Leu
val
val
120
Gly
Va]
Arg

Leu

ser
200

Ser
Ala
25

Gln
Gly
Ser
Arg
Leu
105
Ser
ser
Gly
Trp
Ile

185

Gly

127

Gly

10

Ala

Ala

His

Arg

Ala

90

Gln

ser

Asp

Asp

Leu

170

Tyr

ser

Gly, Gly Leu

ser
Pro
Thr
Asp
75

Asp
Asn

G1y

val

Ala

Gly

Gly
Gl y
Thr
60

Asn
Asp
Ala
Gly
val
140

val

Trp

Ala

ser

Phe

Ser
Thr

Phe

-Met

Thr

TYr

Ser

val
Thr
30

Gly
Tyr
Lys

Ala

ASD

110

Gly
Thr
Ile
Gj n
Ser

190

Thr

GIn

15

Phe

Leu

Ala

Asn

val

95

Ile

Ser

GlIn

Thr

Gln

175

Leu

Asp

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

80

Tyr

Trp

Gly

Ser

Lys

Gln

Phe
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Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp ghg Ala Thr Tyr 1le

210 . 215

225

val Glu Ile Lys %2% Ala Ala Ala

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 54

Ser Asn Ser Ala Ala Trp Ser
1 5

<210> 55

<211>5

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 55

ser Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 56

<211>7

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 56
g]y Ser Ser Asn Eyr Trp Gly

<210> 57

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 57

Ihr Arg Tyr Tyr ?rg ser Lys Trp Tyr égn Asp Tyr Ala Leu igr val

Lys Ser

<210> 58

<211> 16

<212> PRT

<213> Escherichia coli

128
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<400> 58
Arg Ile Tyr Ala Ser Gly Arg Pro Lys Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 59

<211> 16

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 59

Ser Ile His Tyr Ile Gly Thr Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Phe Lys Ser
1 - 5 10 15

<210> 60

<211> 16

<212> PRT

<213> Escherichia coli .

<400> 60

Ser Thr His Tyr Ile Gly Thr Thr Tyr Tyr Asnh Pro Ser Phe Lys Ser
1 5 . 10 15

<210> 61

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 61

Irp Lys Ala Phe ghr Ala val Ala Gly ;ro Asn Tyr Tyr Tyr Gly Met
0 15

Asp val

<210> 62

<211> 17

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 62
Xa1 Tyr Ser Ser ger Leu Thr Asp Phe Qgp Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp.
: 15

val

<210> 63

<211> 17

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 63
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{a] Cys Ser Ser §er Leu Thr Asp Phe égp Tyr Tyr Tyr Gly Lgu Asp
1

val

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 64

/img Thr Arg Trp gys Trp Phe Asp pPro

<210> 65

<211>5

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 65

/i\sn Tyr Ser Leu Asn
5

<210> 66

<211>5

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 66
ésn Tyr Ser Phe Asn
5

<210> 67

<211>5

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 67

ier Tyr Trp Ile ?sp

<210> 68

<211>5

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 68

i\sn Tyr Trp Ile lsxsp

<210> 69
<211>5
<212> PRT

-~
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<213> Escherichia coli

<400> 69
Ser Tyr Ala Met Asn
1 5
<210> 70
<211> 17
<212> PRT

<213> Escherichia coli
<400> 70

Ala Ile Sser Sser ger Gly Thr Tyr Arg gge Tyr Ala Asp Ser igu Arg
1 .

Gly

<210> 71

<211> 17

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400>71
Ala Ile Sser Arg Ser Gly Thr Tyr Arg ige Tyr Ala Asp Ser kgu Arg
1l 5 S -

i

Gly

<210> 72

<211>17

<212> PRT

<213> Escherichia coli
<400> 72

Ile ITe Tyr Pro Asp Asp Ser Asp Thr /isg Tyr Ser Pro Ser ige Gln
1 5

Gly

<210>73

<211> 17

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 73 .
ser Ile Ser Gly Ser Gly Ile Gly Thr Tyr Tyr Ala Asn Ser val GIn
1 5 10 15

Gly
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<210> 74

<211> 13

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 74
Asp Leu Gly Asp !S.eu Glu Trp Leu His igr Pro Asp Pro
1 .

<210> 75

<211>13

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 75
Asp Leu Gly Asp ls_eu Asp Trp Leu His SSr Pro Asp Pro
1 1 :

<210> 76

<211> 10

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 76
Arg Gly Asp ser Gly Thr Leu Trp Gly Asp
1 5 10

<210> 77

<211>13

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 77 ’
QSP Glu Leu Asn g'ln Leu Pro Gly Tyr T%r Phe Asp Tyr
. . 1

<210>78
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 78
30 gaggaagctt ccattaaacg ggtaaaatac

<210> 79
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<22> cebador sintético 3

<400> 79
tgcaatggcg gccgctaata ttgttctgga tattaccage 40

<210> 80

<211>72
<212> DNA

132
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 80
agcttcctca tgtaggcggc cgcaggagac tacaaagacg acgacgacaa acaccaccat

caccaccatt aa
<210> 81
<211>72

<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 81
ggccttaatg gtggtgatgg tggtgtttgt cgtcgtcgtc tttgtagtct cctgeggecg

cctacatgag ga
<210> 82
<211> 106
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 82
agcttataaa ggaggaaatc ctcatgaaac agagcaccat cgcactggca ctgttaccgt

tactgttcac cccggttacce ‘aaagcacgta ccatggttic ccttgc
<210> 83
<211> 106
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 83

ggccgcaagg gaaaccatgg tacgtgcttt ggtaaccggg gtgaacagta acggtaacag
tgccagtgecg atggtgetct gtttcatgag gatttcctce tttata '

<210> 84
<211> 39
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 84
gtggtgatgg aattctttgt cgtcgtcgte tttgtagtc 39

<210> 85

133
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<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 85
caccattaag gatcctaata ttgttctgga tattaccagc 40

<210> 86
<211>40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebadores

<400> 86
tctattctga attcgctgaa actgttgaaa gttgtttagce 40

<210> 87
<211> 38
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebadores

<400> 87
gccaatcgga attcctgect caacctcectg tcaatgct 38

<210> 88
<211> 37
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 88
gaactgggat ccttaagact ccttattacg cagtatg 37

<210> 89
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 89
acccgtaagc ttataaagga ggaaatcctc atgaaataga gcaccatcge 50

<210> 90
<211> 21
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 90
tagcccecctt attagegttt g 21

<210> 91
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<211>24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 91
gtcatcgtcg gaatcgtcat ctgc

<210> 92
<211> 39
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 92
tgtgcgaaaa gtaatgagtt tctttttgac tactggggce

<210> 93
<211>24
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 93
ctattgccta cggcagcecgce tgga

<210> 94
<211> 58
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 94

ES 2362 120T3

24

39

24

tccgecgaat accacatagg gcaaccacgg ataagaggag ttacagtaat agtcagec

<210> 95
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 95
tttcgcacag taatatacgg

<210> 96
<211>18
<212>DNA.
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 96
tatgtggtat tcggcgga

<210> 97

20

18

135
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<211>60
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 97 acttcagctc cggacacccg tccggeteeg ggttccaccg ctccgeegge tcacggtgte

<210> 98
<211> 60
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador
<400> 98 cggagccgga cgggtgtccg gagcetgaagt gacaccgtga gccggeggag cggtggaacce

<210> 99
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
ctagttcgtc gggttcgtcg gga 99

<210> 100
<211>19
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 100 tcccgacgaa cccgacgaa 19

<210> 101
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 101
ggacacggct gctgtattac tg 22

<210> 102
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 102
gctgaggaga cggtgacc 18

136
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REIVINDICACIONES

1. Un vector adecuado para eficiente seleccion y/o maduracién de un anticuerpo recombinante perteneciente al
grupo de: ScFv, fragmentos activos de Abs, secuencias humanizadas de Ab, dicho vector se caracteriza porque

i) contiene al menos un elemento capaz de reducir el nivel de expresién del anticuerpo recombinante
perteneciente al grupo de: a) un codén de detencién suprimido dentro del péptido lider o la secuencia
codificadora del anticuerpo; b) un promotor de eficiencia baja que dirige la transcripciéon de dicha secuencia
codificadora del anticuerpo; y

ii) tiene una mejor eficacia de despliegue de dicho anticuerpo recombinante por medio de: a) fusién de la
secuencia codificadora del anticuerpo recombinante a la secuencia que codifica la parte carboxi-terminal de la
proteina plll; y b) por el uso como péptido lider del péptido lider del anticuerpo recombinante de la fosfatasa
alcalina de E. coli; y c) eliminar cualquier codén ambar entre la secuencia codificadora del anticuerpo
recombinante y la secuencia codificadora de plll, en el que el nivel de expresién del anticuerpo recombinante
se puede reducir con un inhibidor del promotor que dirige la transcripcién de dicha secuencia codificadora del
anticuerpo.

2. El vector de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que el vector es un plasmido, un fagémido o un fago.

3. Un vector de fagémido de acuerdo con la reivindicacion 2 que tiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:
1.

4. Una biblioteca de anticuerpo de despliegue en fago que consiste en el vector de acuerdo con la reivindicacién 1 a
3 y ADNCc, o secuencias de anticuerpo sintéticas o semisintéticas, incluso mutadas por maduracion de afinidad de
anticuerpos clonados en dicho vector.

5. La biblioteca de acuerdo con la reivindicacion 4 en la que los ADNc derivan de las células productoras de
anticuerpo.

6. La biblioteca de acuerdo con la reivindicacién 5 en la que las células productoras de anticuerpo son Linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) o Linfocitos de sangre periférica (PBL).

7. La biblioteca de acuerdo con la reivindicacion 6 en la que las células productoras de anticuerpo se aislan de un
sujeto afectado por tumor.

8. La biblioteca de acuerdo con la reivindicacion 7 en la que el sujeto afectado por tumor es un sujeto afectado de
cancer de mama.

9. Una célula huésped transformada con el vector de acuerdo con la reivindicacion 1 a 3.

10. Un método para mejorar la seleccién y/o maduracion de un anticuerpo recombinante que comprende la etapa de
clonar y expresar ADNc, o secuencias de anticuerpo sintéticas o semisintéticas, incluso mutadas por maduracion de
afinidad de los anticuerpos en el vector de acuerdo con la reivindicacion 1 a 3.
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Figura 1

HindIll Neol Moil
1S }- Lider PhoA M FLAG cola-His

PRM16 (3 191 bp)

ColEl ori AmpR

Hindlll . Meol . Mofl  EcoRl BamHl

' |
RBS Lider PhoA yl FLAG |gpIX (1-4060n)

PEKM17 (2397 bp)

ColEl on AmpR

HindlIl Neol Nofl EaaRI EamHI

Ll[ll?l PhoA M FLAG 1@1:[(21“—“5“}
ambar ‘(inpHELI19)

pKM18/19 (3770 bp)

v

AmpR fl o

ColEl on
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1 GCCCAATACG CAAACCGCCT CTCCCCGCGC GTTGGCCGAT TCATTAATG

sPlacs
C

51 AGCTGGCACG ACAGGTTTCC CGACTGGAAA GCOGGGCAGTG AGCGCAACGC

101 AATTAATGTG AGTTAGCTCA CTCATTAGGC ACCCCAGECT TTACACTTTA

151 TGCTTCCGGC TCGTATITTGC TCETGGA
: cPlace

ATTG TGAGCEGATA ACARATTTCAC

201 ACAAGATCTA GCTATTCTAG AGATTA

251

HindIll

B L

TTAATGE

RBS

L F. T

CCG TTA CTG TTC ACC

A A

G o ¥

GCC GCA GGA GAC TAC

Notl

426
476
526
576
626
676
Ti6
776
826
B76
926

576

GCTGECGEOE
CTCTGAGGGT
GTGEOGECTC
AMRTRAGRGCEG
CGCTAAAGGC
ATGETTTCAT
GGTGATITIG
TAATTCACCT
AGTCGGTTGA
TTTTCTATTG
TCTTTTATAT

TACTGCGTARN

M K
RAGCTT ATARAGGAGGARATCCTC ATG AAR TAG AGC ACC ATC GCA CTG GCA CTG TTA

P v T

D D
G

K
ARMR GAC

GCTCTGGTGE
GGCGGTTCTG
CGETTCCGGET
CTATGACCGA
ARACTTGATT
TGGTGACGTT
CTGGCTCTAR
TTAATGAATA
ATGTCGCCCT
ATTGTGACAR

GITGCCACCT

D D
AC GAC GA

=i peéptido alfa >
CGOC ARGCCCC

q =3

amb

=1} +1
K At R

K

>gpIIl

c
TEETTCTGGET
AGGGTEGECEA

b
GATTTTGATT

.m’I‘GCCGﬁT

CTGTCGCTAC

TCCGGCCTTG

TTCCCARATG

ATTTCCGTCR

‘TATGTCTTTG

AATARACTTA

TTATGTATGT

oIl ends

TARGGAGTCT

TAAGGATCC
BamH]

Fig. 2
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=fl.8eg>

GTA TTTTACCCGT

T I A

T M

Neol

C AAA GAA TTC

EcoRl

TGCCTCRACT
GECEECTCTG
CICTGAGGGT
ATGAAAARAAT
GARAACGCGC
TEATTACGET
CTAATGGTAR
GCTCARGTCG
ATATTTACCT
GOGCTGGTAA
TTCCETEETC

ATTTTCGACGE

L & L

v g L
CCG GTT ACC ARAR GCA OGT ACC ATG GTT TCC CIT GCOG

(parte C-terminal)

TCCTGTCAAT
RECGTGECCEE
GGECAAACGCT
TACAGTCTGA
GCTGCTATCG
TGETECTACT
GTGACGGTGA
TCTTTGCCTC
ACCATATGEAM
TCTTTGOGTIT

TTTGCTAACA

L
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1030
1080
1130
1180
1230
1280
1330
1380
1430
1480
1530
1580
1630
1680
1730

1780

1830
1680
1930
1980

2030

2080
2130
2180
2230
2280

2330
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\
TAATA

AAGGCCGATA GTTTGRAGTTC TTCTACTCAG

TCARAGAAGT ATTGCGACRAA CGGTTAATIT

TACTCGGTGG CCTCACTGAT TATAARARCAE

CCGTTCCTGT CTRARATCCC TTTAATCGGEC

TGATTCTAAC GAGGRAAGCE CGETTATACGT
detencion de gpI¥ final =fl-ori

TACGCGCCCT
CAGCGTGACC
TCTTCCCTTC
AATCGGGEGC
CCCCAARAAR
GATAGACGGT
GEACTCTTGT

TTTITGATTTA

AGCTGATTTA

ACRATTTRAR

ATTATCAACC

TCATCGCAGE
TTATTTTTCT
CTGATARATG
ATTTCCGTGT

TTTGCT

GTAGCGGCGC

GCTACACTTG

CITTCTCGCC 2

TCCCTTTAGG
CTTGATTAGG
TTTTCGCCCT
TCCAAACTGG
TAAGGGATTT
ACAAAARTTT
TATTTGCTTA

<f£1-0RI«
GGGEGTACAT

ATTARGCGCG
CCAGCGCCCT
SETTCECCOG
GTTCCGATTT
GTGATGGETTC
TTGRCGTTGG
ARCAACEFTC
fGCCGHTTTC
AACGCGAATT

TACAATCTTC

inicio gpIT

A
TGECACTTTT
AAATACATTC
CTTCAATAAT

CGCCCTTATT

TGATTGACAT
CGGGGARATG
ARATATGTAT
ATTGARARAG

CCCTTTTTTG

sheta-lactamasa:>
CACC CAGRAACGCT GGTGAAAGTA

GGGT&CACGA
TTGAGAGTTT
GTTCTGCTAT
ACTCGGETCGC
éAGTCHCRGH

AGTGCTGCCA

GTGGCTTACA
TCECCCCGAR
GTGGCGCEGT
CGCATACACT
AAAGCATCTT

TAACCATGAG

TCGARCTGGA
GAACGTTTITC
ATTATCCCGET
ATTCTCAGAR
ACGGATGGCA

TGATRACACT

140

TTGTTCTGGA
GCAAGTGATG
GCGTGATGGA
CTTCTCAGGA
CTCCTGTTTA
GCTCGTCARA
GCGEGETGTGE
AGCGCCCGCT
GCTTTCCCCG
AGTGCTTTAC
ACGTAGTGGG
AGTCCACGTT
AACCCTATCT
GGCCTATTGG
TTAACARAAT

CTGTTITIGG

GCTAGTTTITA
TECGCGGARC

CCGCTCATGA

GAAGAGTATG

CGGCATTTTG

AAAGATGCTG
TCTCAACAGC
CAATGATGAG
ATTEACECCO
TGRACTTGGETT

TGACAGTAAG

GCGGCCAACT

TATTACCAGC
TTATTACTAR
CAGACTCTTT
TTCTGEECETA
GCTCCCGCTC
GCRAACCATAG
TGGTTACGCS
CCTTTCGCTT
TCAAGCTCTA

GGCACCTCGA

CCATCGCCCT

CTTTAATAGT
CGGTCTATTC
TTAAMARMAATG
ATTARCGTTT

GGCTTITCTG

CGATTACCGT
CCCTATTTGT
GACRATAACC
AGTATTCAAC

CCTTCCTGTT

AAGATCRGTT
GGTRAGATCC
CACTTTTAAR
GGCAAGRGCA
GAGTACTCAC
AGARTTATGEC

TACTTCTGAC
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2380 AACGATCGEA GGACCGAAGGE AGCTAACCGC TTTTTTGCAC AACATGGGGG

2430
2480
2530
2580
2630
2680
2730

2780

2830

2880

2930
25980
3030
3080
3130
3180
3230
3280
3330
3380
3430
3480
3530

3580

3630
3680

3730

ATCATGTAAC
CCRAACGACG
GCGCAARCTA
TRATRGACTG
GCCCTTCCGG
TEGEATCICGEC
GTATCGTAGT

AATRGACAGHE

GTCAGACCRA

TTTARTTTA

TCGCCTTGAT
AGCGTGACAC
TTARCTGGCG
GBTGéAEGCG
CTGGCTGETT
GGETATCATTG
TATCTACACGE

TCGCTGAGAT

GTTTACTCAT

<colEl-orie

A
AARATCCCTT
AAMMGATCARR
GCTTGCARAC
CRAGAGCTAC
GATACCAAAT
AGHACTCTGT
GTGECTECTG
ACGATAGTTA
GCACRCRAGCC
CAGCCTGAGC
CRGGETATCCG
TTCCAGGGEGGE
CTICTGACTTG

ATG

ARGGATCTAG
RACGTGAGTT
GEATCTTCTT
RARAARRCCR
CARCTCTTTT
ACTGTCCTTC
AGCACCG&CT
CCAGTGGOGA
CCOGGATAAGG
CROCTTGEAG
TATGAGARAAG
GTARGCGGCR
AARCGCCTGA

AGCGTCGATT

<ColEl-orie<

GAARARC

GGCCTTTTGC

AACCGTATTA

GACCGAGCGC

GOCAGCALCG
TCACATGTTC
COGCCTTTGA

RGCGAGTCRG

CGTTGGGAAC
CACGATGCCT
AACTACTTAC
GATARAGTTG
TATTGCTGAT
CAGCACTGGG
ACGGGGAGTC

AGGTGCCTCR

CGGAGCTOAR
GTAGCAATGG
TCTAGCTTCC
CAGGRCCACT
AARTCTGGAG
GCCRGATGGT
RGGCARCTAT

CTGATTARGC

sheta-lactamasats

ATATACTTTA

GTGAAGATCC
TTCGTTCCAC
GAGATCCTTT
CCGCTACCAG
TCCGAAGGTA
TAGTGTAGCC
ACATACCTCG
Tms'rdim‘r
CGCAGCGGTC
CGAACGACCT
CGCCACGCTT
GGGTCGGAAC
TATCTTTATA

TTTGTGATGEC

CGGCCTTTTT
TTTCCTGOGT
GTGAGCTGAT

TGAGCGAGGA
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ACGAGGGAGC
GTTTCECCAC

GGEOGGRGCCT
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GCAGCCGRAC
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Figura 3

142



ES 2362 120T3

Figura 4

Desarrollo con anticuerpo anti-M13
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Figura 5

Desarrollo con anticuerpo anti-M13
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Competicion con scFv anti-CEA soluble

W w/o scFv

OS5 ng4-CEA

N |2 10 ng «-CEA
N\ |E25 ng «-CEA
M 100 ng o-CEA|
B 400 ng +-CEA|
SN400 ng a-SP2

Competicion con filtrados del sobrenadante del fago

120
. M filoado a/a

E10 "]-:ﬁ._ll'l'ﬂ{ll}
MA3Y
E50 pl filtrade
MA30
B10 pla-CEAS
filrado PEM19
50 ula-CEAS
filtrado pPEKM19
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Figura 8
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Reactividad de anticuerpos maduros
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Especificidad de clones mutados
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cadena pesaia Bo2
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Seleccion en células MCF-7 OHFF
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Figura 18
promedio HFF MCF10-2A| MCF7 MDA-MB468
mix 7 0.119 0.192 0.490 0.383
mix 8 0.462 0.548 2.241 1.149
mix 11 0.254 D.350 0.424 0.507
mix 12 0.282 0.291 0.673 0.414
mix 17 _ 0.118 0.179 0.606 0.435
mix 23 0.157 0.223 0.585 0.383
mix 25 0.236 D.318 0.622 0.382
mix 39 0.168 0.237 1.527 0.497
Bog/4ak 0.222 1.711 0.487 0.376
BO96/11L 0.142 0.206 1.148 0.501 -
aSP2 0.110 0.192 0.149 0.183
Fig. 19
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Figura 21
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