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DESCRIPCION

Nuevos métod os para ¢ onstruir bi bliotecas que com prenden miem bros presentados y/o e xpresados de un a famil ia
diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y las nuevas bibliotecas

Esta solicitud es una continuacién en parte de la solicitud provisional de los Estados Unidos 60/198,069, presentada el
17 de abril, 2000, una continuacion en parte de la solicitud de patente de los Estados Unidos 09/837,306, presentada el
17 de abril, 2001, una continuacion en parte de la solicitud PCT PCT/US01/12454, presentada el 17 de abril, 2001, una
continuacion en p arte de | a solicitud de los Estados Unidos 10/00 0,516, presentada el 24 de octu bre, 2001y una
continuacion en parte de la solicitud de los Estados Unidos 10/045,674, presentada el 25 de octubre, 2001.

La presente invencion se refiere a las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

Asi, se refiere a un méto do para producir una poblacion o biblioteca de genes de inmunoglobulina que comprende las
etapas de:

(i) introducir diversidad sintética en al menos uno de VH CDR1 o VH CDR2 de estos genes; y
(ii) combinar la diversidad de la etapa (i) con diversidad en VH CDRS3 capturada de células B.

La presente invenciéon también se refiere a una biblioteca que comprende una colecciéon de paquetes ge néticos que
presentan un miembro de una familia diversa de pé ptidos, polipéptidos o proteinas y que presentan colectivamente al
menos una parte de la famili a, estando co dificados los pé ptidos, polipéptidos o prot einas presentados por secuencias
de ADN que comprenden secuencias que codifican

(@) una VH C DR1 que tiene una s ecuencia de aminoacidos segun la f ormula -X1-Y-X2-M-X3-, en la que X1,
X2, y X3 se seleccionan independientemente del grupo que consisteen A, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R,
S, T,V,W,eY;

(b) una VH CDR2 que tiene una secuencia de aminoacidos segun la formula X4-1-X5-X6-S-G-G-X7-T-X8-Y-A-
D-S-V-K-G-, en la que X4 y X5 se seleccionan independientemente del grupo que consisteen Y, R, W, V, G,y
S, X6 se selecciona del grupo que consiste en P y S, y X7 y X8 se seleccionan independientemente del grupo
que consisteen A,D,E,F,G, H,, K,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,eY;y

(c) una sec uencia que codifica una VH CD R3, en | a que dicha VH CD R3 es una VH CDRS3 capturada de la
region VH CDR3 de un gen de inmunoglobulina de una célula B.

En una realizacion preferida, los paquetes genéticos son fagos filamentosos o fagémidos.

La pres ente descripcion se r efiere ademas a vectores pa ra presentar y/o e xpresar un a famili a div ersa de p éptidos,
polipéptidos o proteinas.

La presente descripcion se r efiere ademas a métodos d e cribado de | as bibliotecas de la inv encion y a | os péptidos,
polipéptidos y proteinas identificados por dicho cribado.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Actualmente es una practica comun en la técnica preparar bibliotecas de paquetes genéticos que presentan, expresan o
comprenden un miembr o de una famil ia diversa de péptidos, polipéptidos o protein as y que pres entan, expresan o
comprenden colectivamente al menos una parte de la diversidad de la familia. En m uchas bibliotecas comunes, los
péptidos, po lipéptidos o prot einas estan re lacionados co n anticu erpos. F recuentemente, son F abs o anticuer pos de
cadena Unica.

En general, los ADN que codifican los miembros de las familias que se van a presentar y/o expresar deben amplificarse
antes de q ue sean clonados y usad os par a prese ntar y/o expresar el miembro d eseado. Dic ha a mplificacion us a
tipicamente cebadores directos e inversos.

Dichos cebadores pueden ser complementarios a secuencias nativas del ADN que se va a amplificar o complementarios
a oligonucledtidos unidos a | os extremos 5' 6 3' de ese ADN. Los ce badores que son complementarios a sec uencias
nativas del ADN que se va a amplificar presentan desventajas porque sesgan los miembros de las familias que se van a
presentar. S6 lo se amp lificaran aq uellos miembr os que ¢ ontienen un a sec uencia en el AD N n ativo que es
sustancialmente complementaria al cebador. Aquellos que no la tengan estaran ausentes de la familia. Para aquellos
miembros que se amplifican, se suprimira cualquier diversidad en la region del cebador.

Por ejemplo, en la patente Europea 368,684 B1, el cebador que se usa esta en el extremo 5' de la region Vy de un gen
de anticuerpo. Hibrida con una re gién d e secuencia en el AD N n ativo que se d ice que esta "s uficientemente bien
conservada" e n una unica e specie. Dich o ceba dor ses gara los mi embros ampl ificados favorecie ndo a aqu ellos que
tienen esta region "conservada". Se suprime cualquier diversidad en esta region.
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Se admite generalmente que los genes d e los a nticuerpos humanos surgen me diante un proc eso qu e im plica una
seleccion combinatoriade V yJ o V, D, y J seguido de mutaciones somaticas. Aunque la mayor parte de la diversidad
se produce en las Regiones Determinantes de la Com plementariedad (CDR), la div ersidad también se produce en las
regiones mas conservadas, Regiones Marco (FR) y al menos parte de esta diversidad confiere o incrementa la unién
especifica a antigenos (Ag). Consecuentemente, las bibliotecas deberian contener tanta diversidad en CDR y FR como
fuera posible.

Para clonar los ADN amplificados de |os péptidos, polipéptidos o proteinas que co difican para pre sentacién en un
paquete genético y/o para expresion, los ADN deben escindirse para producir extremos apropiados para ligacion en un
vector. Dicha escision se efectia ge neralmente usa ndo sitios de rec onocimiento d e end onucleasas de restricci 6n
portados por los cebadores. Cuando los cebadores estan en el e xtremo 5' del ADN producido por transcripcion inversa
de ARN, dicha restriccidon deja regiones no traducidas 5' perjudiciales en el ADN amplificado. Estas regiones interfieren
con la expresion de los gen es clonados y asi la presentacion de los péptidos, polipéptidos y proteinas codificados por
éstos.

RESUMEN DE LA INVENCION

Es un objeto de estainvencion proporcionar u n m étodo p ara producir un a p oblacién o b ibliotecad egenesd e
inmunoglobulina que comprende las etapas de:

(i) introducir diversidad sintética en al menos uno de VH CDR1 o VH CDR2 de estos genes; y
(ii) combinar la diversidad de la etapa (i) con diversidad en VH CDR3 capturada de células B.

Estos métodos no estan sesgados a favor de los ADN que contienen secuencias nativas que son complementarias a los
cebadores usados para la amplificaciéon. También permiten eliminar cualquier secuencia del ADN amplificado que puede
ser perjudicial para la expresion antes de la clonacion y presentacién y/o expresion.

Los ob jetos a dicionales de lainvenc i6n estan reflej ados en| as reivin dicaciones 3 a 14. Cada un adee stas
reivindicaciones esta incorporada especificamente por referencia en esta especificacion.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es un es quema de los diferentes métodos que pueden emplearse para amplificar genes VH sin el uso de
cebadores especificos para secuencias VH.

La FIG. 2 es unesquema de los diferentes métodos que pueden emplearse para amplificar genes VL sin el uso de
cebadores especificos para secuencias VL.

La FIG. 3 es un esquema de amplificacion RACE de las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo.

La FIG. 4 muestra el andlisis por gel de los productos de amplificacion obtenidos despué s de la reaccion de PCR
primaria de 4 muestras de pacientes diferentes.

La FIG. 5 muestra el analisis por gel del ADN kappa escindido del Ejemplo 2.

La FIG. 6 muestra el analisis por gel del extensor-ADN kappa escindido del Ejemplo 2.

La FIG. 7 muestra el analisis por gel del producto de PCR de la amplificacién extensor-kappa del Ejemplo 2.
La FIG. 8 muestra el analisis por gel del producto de PCR purificado de la amplificacién extensor-kappa del Ejemplo 2.
La FIG. 9 muestra el analisis por gel de las cadenas ligeras kappa escindidas y ligadas del Ejemplo 2.

La FIG. 10 es un esquema del disefio para la diversidad sintética de CDR1 y CDR2.

La FIG. 11 es un esquema del programa de clonacion para la construccién del repertorio de cadena pesada.
La FIG. 12 es un esquema de la escisién y ligacion de la cadena ligera de anticuerpo.

La FIG. 13 muestra el analisis por gel de las cadenas ligeras lambda escindidas y ligadas del Ejemplo 4.

La FIG. 14 es un esquema de la escision y ligacion de la cadena pesada de anticuerpo.

La FIG. 15 muestra el analisis por gel de las cadenas ligeras lambda escindidas y ligadas del Ejemplo 5.

La FIG. 16 es un esquema de un vector de presentacion en fago.

La FIG. 17 es un esquema de un casete Fab.

La FIG. 18 es un esquema de un proceso para incorporar residuos FR1 fijos en una secuencia lambda de anticuerpo.
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La FIG. 19 es un esquema de un proceso para incorporar residuos FR1 fijos en una secuencia kappa de anticuerpo.

La FIG. 20 es un esquema de un proceso para incorporar residuos FR1 fijos en una secuencia de cadena pesada de

anticuerpo.

TERMINOS

En esta solicitud, se usan los términos y abreviaturas siguientes:

Cadena con sentido

Cadena antisentido

Cebador directo

Cebador inverso

Bases

Sv Estreptavid
Ap Ampicilina
ap”

RERS

RE Endo

URE Endo

Funcionalmente complementario

AA Aminoacido
PCR

GLG

Ab

Fab

ScFv

HC Cad
LC Cad
VK
VH
VL

La cadena superior de los ADN ds como se escribe habitualmente. En la cadena con
sentido, 5'-ATG-3' codifica Met.

La cadena inferior de los ADN ds como se escribe habitualmente. Enla cadena
antisentido, 3'-TAC-5' corresponderia a un codén Met en la cadena con sentido.

Un ceb ador "directo" es com plementario a una p arte de la cade na con sentido y
ceba la sintesis de una nueva molécula de cadena antisentido. "Cebador directo” y
"cebador de la cadena inferior" son equivalentes.

Un ceb ador "i nverso" es co mplementario a una p arte d e la cad ena a ntisentido y
ceba la sintesis de una nueva molécula de cadena con sentido. "Cebador inverso" y
"cebador de la cadena superior" son equivalentes.

Las bases se especifican bien por su posicidn en un vector o gen como su posicion
en un gen por codén y bas e. Por ejemplo, "89.1" es la pri mera base del codén 89,
89.2 es la segunda base del codon 89.

ina

Un gen que confiere resistencia a ampicilina.

Sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion
nucleasa de restriccion - escinde preferentemente en RERS
nucleasa de restriccién universal

Dos sec uencias son sufic ientemente complementarias co mo para hibridar bajo las
condiciones elegidas.

Reaccion de polimerizacion en cadena
Genes de la linea germinal

Anticuerpo: una inmunoglobulina. El término también engloba cualquier proteina que
tiene un domi nio de wunién que es homdlogoa un dominio de uni 6n deun a
inmunoglobulina. Algunos ejemplos de anticuerpos incluidos en esta defin icion son,
entre otros, isotipos de inmunoglobulina y los fragmentos Fab, F(ab1)2, scfv, Fv, dAb
y Fd.

Molécula de dos cadenas que comprende una cadena ligera de Ab y parte de una
cadena pesada.

Un Ab de una unica cadena bien VH::conector::VL o VL::conector::VH
ipo salvaje
ena pesada
ena ligera
Un dominio variable de una cadena ligera Kappa.
Un dominio variable de una cadena pesada.

Un dominio variable de una cadena ligera lambda.
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En esta s olicitud cu ando s e dice qu e | os acid os n ucleicos se esciden sol amente e n el sitio de escisidnd e una
endonucleasa de restriccion, debe entenderse que puede ocurrir una escisién menor en sitios aleatorios, por ejemplo,
no esp ecificos distintos del sitio de escis i6n esp ecifico que es caract eristico d e la endonucleasa de r estriccion. El
experto en la técnica reconocera que dicha escision no especifica, aleatoria es algo que ocurre de forma habitual. De
acuerdo con esto, "solamente en el sitio de escision" de una endonucleasa de restriccion significa que la escision ocurre
preferentemente en el sitio caracteristico de esa endonucleasa.

Tal y como se usa en esta solicitud y reivindicaciones, el término "sitio de escision formado por la complementacion del
acido nuc leico ylaregiéon monocatenaria del oligonucleétido” i ncluye los sitios de escision forma dos p or la parte
monocatenaria del oligonucledtido parcialmente bicatenario que forma un duplex con el ADN monocatenario, sitios de
escision e n la parte bic atenaria d el oligonucleétido parcialmente bic atenario, vy siti os de escis i6n introducidos por el
cebador de amplificacion us ado para am plificar | a com binacion de A DN mon ocatenario-oligonucleétido parcialmente
bicatenario.

Enlos dos m étodos d e esta i nvencién p ara preparar s ecuencias d e acido n ucleico mon ocatenarias, se prefiere el
primero de estos sitios de escision. En los métodos de esta invencién para capturar diversidad y clonar una familia de
diversas secuencias de acido nucleico, se prefieren los ultimos dos sitios de escision.

En esta solicitud, todas las referencias a las que se hace referencia se incorporan especificamente por referencia.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Las secuencias de acido nucleico que son utiles en los métodos de esta invencion, es decir, aquellas que codifican al
menos en parte los péptidos, polipéptidos y proteinas individuales presentados, o expresados en o que comprenden las
bibliotecas de esta invencién, pueden ser nativas, sintéticas o un a combinacion de éstas. Pueden ser ARNm, AD N o
ADNCc. En la realizacion preferida, los acidos nucleicos codifican anticuerpos. Lo mas preferiblemente, codifican Fabs.

Los acid os nucleicos utiles en esta inve ncidon pueden ser n aturalmente diversos, la diversidad sintétic a p uede
introducirse en aq uellos m iembros naturalmente diversos o la div ersidad puede se r compl etamente sintétic a. Por
ejemplo, la diversidad sintética puede introducirse en una o mas CDR de los genes de anticuerpo. Preferiblemente, se
introduce en CDR1 y CDR2 de i nmunoglobulinas. Preferibl emente, la diversi dad natural se ca ptura en | as regiones
CDR3 de los genes de inm unoglobulina de esta invencion a par tir de células B. Lo mas preferiblemente, |os acidos
nucleicos d e esta inve ncién compren den una p oblacién de gen es de inmun oglobulina qu e compr enden div ersidad
sintética en al menos una, y mas preferiblemente las dos de CDR1 y CDR2 y diversidad en CDR3 capturada de células
B.

La diversidad sintética puede crearse, por ejemplo, mediante el uso de tecnologia TRIM (U.S. 5.869.644). La tecnologia
TRIM permite el co ntrol sobre exactamente qué ti pos de aminoacidos se permiten en posiciones variegadas y en qué
proporciones. Enlatecn ologia T RIM, los codo nes q ue se vanad iversificar se s intetizan usa ndo mezcl asd e
trinucledtidos. Esto permite incluir cualquier conjunto de tipos de aminoacidos en cualquier proporcion.

Otra alternativa que puede usarse para generar ADN diversificado es s intesis de mez clas de oligonucledtidos. Con la
tecnologia TRIM, se podria permitir Ala y Trp. Con la sintesis de mezclas de oligonucleétidos, una mezcla que incluyera
Ala y Trp también incluiria necesariamente Ser y Gly. Los tipos de aminoacidos permitidos en las posiciones variegadas
se eligen con referencia a la estructura d e los anticuerpos, u otros pé ptidos, polipéptidos o proteinas de la fam ilia, 1a
diversidad o bservadae nl osge nes delalin ea germinal, | as mu taciones som aticas o bservadas, o bservadas
frecuentemente y las areas y tipos deseados de variegacion.

En una realizacion preferida de esta invencion, las secuencias de acido nucleico para al menos una CDR u otra regién
de los péptidos, polipéptidos o proteinas de la familia son ADNc producidos por transcripcion inversa a partir de ARNm.
Mas preferiblemente, los ARNm se obtienen a partir de células de sangre periférica, células de la médula 6sea, células
del bazo o células de los ganglios linfaticos (tales como linfocitos B o células plasmaticas) que expresan miembros de
conjuntos naturalmente diversos de genes relacionados. Mas preferiblemente, los ARNm codifican una familia diversa
de anticuerpos. Lo m as preferiblemente, |os ARNm se obtienen de p acientes q ue padecen al me nos un trastor no
autoinmune o cancer. Preferibl emente, se usan| os A RNm qu e con tienen un a alt a divers idad de enf ermedades
autoinmunes, tales como | upus eritematoso s istémico, escler osis s istémica, artritis reum atoide, sindrom ed e
antifosfolipido y vasculitis.

En una realizacién preferida de esta invencion, los ADNc se producen a partir de ARNm usando transcripcién inversa.
En esta realizacion preferida, los ARNm se separan de la célulay se degradan usando métodos estandar, de manera
que solo permanezcan los ARNm de | ongitud completa (es decir, co n caperuza). La c aperuza se elimina yse usala
transcripcion inversa para producir los ADNc.

La transcri pcion invers a de | a primer a (ant isentido) cadena pu ede hac erse de cu alquier ma nera c on un ¢ ebador
adecuado. Vé ase, por ejemplo, HJ de Haard et al., Journal of Biological C hemistry, 279(26):18218-30 (1999). Enla
realizacién preferida de esta invencion en la que los ARNm codifican anticuerpos, pueden usarse los cebadores que son
complementarios a las regiones constantes de los genes de anticuerpo. Estos cebadores son utiles porque no generan
sesgo hacia subclases de anticuerpos. En otra realizacion, pueden usarse cebadores poli-dT (y pueden preferirse para
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los genes de cadena pesada). Alternativamente, las secuencias complementarias al cebador pueden unirse al extremo
de la cadena antisentido.

En u nar ealizacién pr eferida d e est ai nvencioén, e | ¢ ebador d e lat ranscriptasa inversa pu ede estar biotinilado,
permitiendo asi que el pro ducto ADNc pueda inmovilizarse en lechos de estreptavidina (Sv). La inmovi lizacién también
puede efectuarse usa ndo un cebador marcado en el extremo 5' conunodea) grupo amino libre, b) tiol, c) acido
carboxilico, o d) otro grupo no encontrado en el ADN que puede reaccionar para formar un enlace fuerte con una pareja
conocida en un medio insoluble. Si, p or ejemplo, se proporciona un amino libre (preferiblemente amino primario) en el
extremo 5' de un cebador de ADN, este amino puede reaccionar con grupos acido carboxilico en un lecho de polimero
usando quimica esta ndar d e formacié n de amid a. Si dicha i nmovilizacion preferida s e us a d urante la tra nscripcion
inversa, el ARN de la cadena superior se degrada usando e nzimas muy conocidas, tales c omo una combinacion de
ARNasaH y ARNasaA, bien antes o después de la inmovilizacion.

Las secuencias de acido nucleico utiles en los métodos de esta invencion se am plifican g eneralmente antes de ser
usadas para presentar y/o expresar los péptidos, polipéptidos o protein as que codifican. Antes de la a mplificacion, los
ADN monocatenarios pueden escindirse usando cualquiera de los métodos descritos anteriormente. Alternativamente,
los ADN monocatenarios pueden amplificarse y escindirse usando uno de estos métodos.

Cualquiera de los métod os muy c onocidos para am plificar secu encias de aci do nucleico puede usarse para dicha
amplificacion. Se prefieren los métodos que maximizan, y no sesgan, la diversidad. En una realizacion preferida de esta
invencion en la que las secuencias de acido nucleico se obtienen de genes de anticuerpo, la presente invencion utiliza
preferiblemente cebadores en las regiones constantes de los genes de la cadena pesada y ligera y cebadores para una
secuencia sintética que estan unidos al extremo 5' de la cadena con sentido. El cebado en dicha secuencias sintética
evita el uso de secuencias en las regiones variables de los genes de anticuerpo. Aquellos sitios de cebado de la region
variable generan sesgo frente a los genes V que son bien de subclases raras o que han sido mutados en los sitios de
cebado. Este sesgo se debe p arcialmente al a su presiond e ladiversidad enlare gién d el c ebador y s e d eben
parcialmente a la ausencia d e ce bado cu ando estan pre sentes m uchas mutaciones en | a re gion complementaria al
cebador. Los métodos descritos en esta invencion tienen la ventaja de no sesgar la poblacion de genes de anticuerpo
amplificada para tipos de genes V particulares.

Las secuencias sintéticas pueden unirse al extremo 5' de |a cadena de ADN por varios métodos muy conocidos para
ligar secuencias de ADN entre si. La RT CapExtention es un método preferido.

En RT CapE xtention (o btenido de Smart P CR™), una superposicion corta (5'-...GG G-3'en el cebador de la cadena
superior (USP-GGG) se complem enta con 3'-CCC....5' en la cadena in ferior) y las transcriptasas inversas se us an de
manera que el complemento inverso del cebador de la cadena superior se une a la cadena inferior.

Las FIGs. 1y 2 muestran esquemas para amplificar los genes VH y VL usando RT CapExtention. La FIG. 1 muestra un
esquema de la amplificacion de genes VH. La FIG. 1, Panel A muestra un cebador especifico de la region poli-dT de la
sintesis cebada de 3' UTR de la primera cadena (inferior). Los cebadores que se unen en la regi 6n constante también
son ad ecuados. El Panel B muestrala caden ainf erior extendidaensue xtremo3' portres Csquen o0 son
complementarias al ARNm. El Pa nel C m uestra el resultado de la hibridacion de un cebador de la cadena s uperior
sintético que t ermina en tres GGG que hibridan con las CCC del extremo 3'y extendiendo la tran scripcion inver sa
extendiendo la cadena inferior por el comp lemento inverso de la secuencia de cebador sintético. El Panel D muestra el
resultado de la amplificacion por PCR usando un cebador de cadena superior sintético biotinilado en 5' que re plica el
extremo 5' del ceba dor sintético del panel C y un ceb ador de ¢ adena inferior comp lementario a parte del dominio
constante. EI Panel E muestra ADNc (ds) bicate nario in movilizado obt enido usa ndo un ceb ador de caden a sup erior
biotinilado en 5'.

La FIG. 2 muestra un esquema similar pa rala amplificacion de genes VL. La FIG. 2, Panel A muestr a un cebador
especifico de la region constante en o cerca del e xtremo 3' de la sintesis cebada de | a primera cadena (inferior). Los
cebadores que se unen en la regién poli-dT también son adecuados. El Panel B muestra la cadena inferior extendida en
su extremo 3' por tres Cs que no son complementarias al ARNm. El Panel C muestra el resultado de la hibridacion de
un cebador de la cadena s uperior si ntético que termina en tres GGG que hibrid an con las CCC del ex tremo 3'y
extendiendo la transcripcion inversa e xtendiendo | a c adena inferior por el complemento inverso de |a secuenciade
cebador sintético. El Panel D muestra el resultado de la amplificacién por PCR usando un cebador de cadena superior
sintético biotinilado en 5' que replica el extremo 5' del cebador sintético del panel C y un c ebador de cadena inferior
complementario a parte  del domin io c onstante. El ceb adord e lac adena i nferior también ¢ ontiene unsiti o de
endonucleasa de restriccion util, tal como Ascl. El Panel E muestra ADNc inmovilizado obtenido usando un cebador de
cadena superior biotinilado en 5'.

Enlas FIGs. 1 y 2, cada gen V consiste en una region no traducida 5' (UTR) y una sefial de secrecion, seguido de la
region variable, seguida de un regién constante, seguida de una regién no traducida 3' (que termina tipicamente en poli-
A). Un cebador inicial para transcripcion inversa puede ser complementario a |a region constante o al segmento poli A
de 3'-UTR. Para los ge nes de cadena pesada humanos, se prefier e un c ebador de 15 T. Las transcriptasas inv ersas
unen varios residuos C al extremo 3' del ADN recién sintetizado. La RT CapExtention aprovecha esta caracteristica. La
reaccion de transcri pcion i nversa s e corr e e n primer | ugar sél o c on un ce bador de ¢ adena i nferior. D espués de
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aproximadamente 1 hora, se afade un cebador que termi na en GGG ( USP-GGG) y mas RT asa. E sto causa que el
ADNCc de cadena inferior se extienda por el complemento inverso de USP-GGG hasta el GGG final. Usando un cebador
idéntico a part e de la sec uencia sintética unida y un se gundo ce bador compleme ntario a un a regi 6n de sec uencia
conocidaenelextremo 3' dela cadena con s entido, to dos | os genes V se amplifican i ndependientemente de su
subclase de gen V.

En otra rea lizacion preferida, las se cuencias sintéticas p ueden afiadirse por la Amplificacion Ra pida de e xtremos de
ADNc (RACE) (véase Frohman, M.A., Dush, M.K., & Martin, G.R. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA (85): 8998-9002).

La FIG. 1 muestra un esquema de amplificacion RACE de las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo. En primer lugar,
se selecciona el ARNm tratando ARN total o poli(A+) con fosfatasa intestinal de ternera (CIP) para eliminar el 5'-fosfato
de todas las moléculas que los ti enen tales como ARN ribos omal, ARNm fragm entado, ARNt y ADN g enémico. El
ARNm de longitud completa (que contiene una estructura de caperuza protectora 7-metilo) no resulta afectado. EI ARN
se trata co n pirofosfatasa acida d e tabaco (TAP) para eli minar la estructura de caperuza de los ARNm de longitud
completa dejando un grupo 5'-monofosfato. A contin uacion, se liga un adaptador de ARN sintético a la p oblaciéon de
ARN, sélo las moléculas que tienen un 5-fosfato (ARNm sin caperuza, de longitud completa) aceptaran el adaptador. Se
usan reacciones de transcriptasa inversa que usan un cebador oligodT y PCR anidada (que usa un cebador adaptador
(localizado en el adaptador sintético 5') y un cebador para el gen) para amplificar el transcrito deseado

En una re alizacion preferida de esta invencion, el ce bador de ¢ adena s uperior o de cadena inferior también p uede
biotinilarse o marcarse en el extremo 5' con uno de a) grupo amino libre, b) tiol, ¢) acido ca rboxilico y d) otro gru po no
encontrado en el ADN que p uede reaccionar para formar un enlac e fue rte con una p areja conocida como un med io
insoluble. Estos pueden usarse para inmovilizar la cadena marcada después de la amplificacién. El ADN inmovilizado
puede ser mono o bicatenario.

Después de la amplificaciéon (usando, por ejemplo, RT CapExtension o RACE), los AD N de esta invencion se vu elven
monocatenarios. Por ejemp lo, las cade nas pueden sep ararse usando un cebad or biotinilado, ca pturando el producto
biotinilado en lechos de estre ptavidina, d esnaturalizando el ADN y eliminando por lavado |a cad ena complem entaria.
Dependiendo de qué extremo se quiera del ADN capturado, se elegira inmovilizar bien la cadena superior (con sentido)
o la cadena inferior (antisentido).

Para preparar los ADN monocatenarios amplificados para clonaciéon en paquetes genéticos con el fin de c onseguir la
presentacion de, o la e xpresion de, | os pé ptidos, polipéptidos o prot einas codificados, al menos en p arte, por estos
ADN, deben mani pularse p ara prop orcionar extremos adecuados para clonacion y prese ntacion y/o expresion. En
particular, cualesquiera regiones no traducidas 5' y secuencias sefial de mamiferos de ben eliminarse y reemplazarse,
en marco, por una secuencia sefial que funcione en el huésped de presentaciéon o expresion. Ademas, las partes de los
dominios variables (en genes de anticuerpo) pueden eliminarse y reemplazarse por segmentos sintéticos que contienen
diversidad sintética. La diversidad en otras familias de genes puede expandirse asimismo con diversidad sintética.

Segun los mét odos de esta i nvencion, existen dos ma neras de man ipular los ADN mo nocatenarios para presentacion
y/o expresion. El primer método comprende las etapas de:

(i) pon er en contacto el ac ido n ucleico ¢ on un o ligonucleétido mon ocatenario, sie ndo el o ligonucleétido
funcionalmente complementario al acido nucleico en la regién en la que se desea la escisidn e incluyendo una
secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento de endonucleasa de
restriccion que después de la restriccion resulta en la escision del acido nucleico en la localizacién deseada; y

(ii) escindir el acido nucleico solamente en el sitio de reconocimiento formado por la complementacion del acido
nucleico y el oligonucleétido;

realizandose las etapas de poner en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido nucleico
en una forma sustanc ialmente mo nocatenaria, sie ndo el oligonucleétido funci onalmente ¢ omplementario a | acido
nucleico sobre una re gion lo suficientemente larga para permitir que las dos cadenas se asocien de manera que la
escision pueda ocurrir a la temperatura elegida y en lal ocalizacion de seada y realizdndose la esci sién usando una
endonucleasas de restriccion que es activa a la temperatura elegida.

En este prim er método, se hi bridan oligonucledtidos cortos con el ADN monocatenario de man era q ue los siti os de
reconocimiento de la e ndonucleasa de re striccion f ormados en las re giones del AD N a hora bic atenarias pueden
escindirse. En particular, un sitio de reconocimiento que ocurre en la misma posicién en una fraccidon sustancial de los
ADN monocatenarios es idéntico.

Para los genes de anticuerpo, esto puede hacerse usando un catalogo de secuencias de linea germinal. V éase, por
ejemplo, "http:// www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.htm 1." Las actua lizaciones p ueden obt enerse p artir de
este sitio ba jo el e ncabezamiento "Amino acid and n ucleotide s equence al ignments." Para otras f amilias, e xisten
comparaciones similares y pueden usarse para seleccionar las regiones apropiadas para escision y para mantener la
diversidad.
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Por ejemplo, la Tabla 1 muestra las s ecuencias de ADN de las regiones FR3 de los 51 genes conocidos de la linea
germinal VH h umana. En esta regi 6n, los g enes co ntienen sitios de rec onocimiento d e end onucleasa de restricci 6n
mostrados en la Tabla 2. Se prefieren las endonucleasas de restriccidon que escinden una amplia fraccién de genes de
la linea germinal en el mismo sitio sobre las endonucleasas que cortan en una variedad de sitios. Ad emas, se prefiere
que so6lo haya un sitio para las endonucleasas de r estriccion en la region al que se une el o ligonucleétido corto en el
ADN monoc atenario, por ej emplo, apr oximadamente 1 O basesac adal ado d el sitio de reconoc imientod el a
endonucleasa de restriccion.

También es m as preferible una enzima que escinde en 3' respecto de FR3 porque captura menos mutaciones en el
marco. Esto puede ser ventajoso en algunos casos. Sin embargo, es muy conocido que las mutaciones marco existen y
confieren e in crementan uni 6n de anticuerpo. L a presente i nvencion, med iante | a eleccion d el s itio d e r estriccion
apropiado, permite capturar toda o parte de la diversidad en FR3. Por lo tanto, el método también permite capturar una
diversidad extensa.

Finalmente, e nlos méto dos de esta invencion, se u san endonucleasas de rest ricciébn q ue s on activas entre
aproximadamente 3 7°C y a proximadamente 7 5°C. Preferiblemente, pueden us arse las endonucleasas d e restriccion
que son activas entre aproximadamente 45°C y aproximadamente 75°C. Mas preferiblemente, se usan las enzimas que
son activas p orencimade 50°C y|o més preferib lemente activas a apro ximadamente 55° C. Dic has temp eraturas
mantienen la secuencia de acido nucleico que se va a escindir sustancialmente en forma monocatenaria.

Las enzimas mostradas en la Tabla 2 que cortan muchos de los genes de la linea germinal de cadena pesada FR3 en
una U nica p osicién i ncluyen: Maelll(24@4), Tsp451(21@4), Hphl(44@5), BsaJl(23@65), Alul(23@47), Blpl(21@48),
Ddel(29@58), Balll(10@61), Msll(44@72), BsiEI(23@74), Eael(23@74), Eagl(23@74), Haelll(25@75), Bst4Cl(51@86),
HpyCH4l1lI(51@86), Hinfl(38@2), Mlyl(18@2), Plel(18@2), Mnll(31@67), HpyCH4V(21@44), BsmAl(16@11),
BpmI(19@12), XmnI(12@30), y Sacl(11@51). (La notaci 6n usada significa, por ejemp lo, que BsmAl corta 16 de lo s
genes de la linea germinal FR3 con un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion que empieza en la base
11 de FR3.)

Para la escision de las cad enas pesadas humanas en FR3, las endonucleasas de restriccion preferidas son: Bst4Cl (o
Taal o HpyCH4lIl), Blpl, HpyCH4V, y Msll. Como AC NGT (el sitio de reconocimiento de e ndonucleasa de r estriccion
para Bst4Cl, Taal, y HpyCH4lll) se encuentra en un sitio consistente en todos los genes de la linea germinal humana
FR3, una d e estas enzim as es la mas pr eferida para capturar | a div ersidad en C DR3 de ¢ adena pesad a. Blply
HpyCH4V son complementarios. Blpl corta a la mayor parte de los miembros de las familias VH1 y VH4 mientras que
HpyCH4YV corta a la mayor parte de los miembros de las familias VH3, VH5, VH6 y VH7. Ninguna enzima corta VH2s,
pero ésta es una familia muy pequefia, que contiene sélo tres miembros. Asi, estas enzimas también pueden usarse en
realizaciones preferidas de los métodos de esta invencion.

Las endonucleasas de restriccion HpyCH4lll, Bst4Cl, y Taal reconocen todas 5'-ACnGT-3'y cortan el ADN de ca dena
superior des puésden y el ADN de cad enainferior antes delab ase compl ementaria a n. Este es el sitio de
reconocimiento de endonucleasa de restriccién mas preferido para este método e n cadenas pesadas humanas porque
se encuentra en todos los genes de lalinea germinal. Ademas, la regién de reconocimiento de la endonucleasa de
restriccion (AC nGT) coinciden con la segunda y tercera base de un codén de tirosina (tay) y el codén siguiente de
cisteina (tgy) como se muestra en la Tabla 3. Estos codones estan altamente conservados, especialmente la cisteina en
los genes de anticuerpo maduros.

La Tabla 4 E muestra los diferentes oligonucleétidos con una longitud de 22 (excepto el ultimo que tiene una longitud de
20) bases. La Tabla 5 C muestra el analisis de 1.617 genes precisos de cadena pesada de anticuerpo. De éstos, 1.511
tienen el sitio y se emparejan con uno de los oligonucledtidos candidatos con un error de 4 emparejamientos erréneos.
Ocho oligonucleétidos son los responsables de la mayor parte de los em parejamientos y se proporcionan en la Tabla 4
F.1. Los 8 oligonucleétidos son muy similares de manera que es probable que se consiga una escisidn satisfactoria sélo
con un oligonucleodtido (tal como H43.77.97.1-02#1) ajustando la t emperatura, pH, salinidad y semejantes. Uno o dos
oligonucledtidos pue den ser asimismo suficientes siempre que las secuencias de los genes de lalinea germinal se
diferencien m uy poco y especialmente si se difere ncian muy poco cercade lar egion d e reco nocimiento de la
endonucleasa de restriccion que se va a e scindir. La T abla 5 D muestra un anal isis de repeticion de 1.617 genes de
cadena p esada de antic uerpo precis os usando sélo los 8 oligonucledtidos ele gidos. Esto muestraq ue 1.463 de | as
secuencias s e emparejan al menos con uno de los oligonucleétidos con un error de 4 empar ejamientos erron eos y
tienen el sitio como se esperaba. Sélo 7 secuencias tienen una segunda regiéon de reconocimiento de endonucleasa de
restriccion HpyCHA4lll en esta region.

Otra ilustracion de eleccién de un sitio de reconocimiento de endonucleasas de restriccion apropiado implica la escision
en FR1 de las cadenas pesadas humanas. La escision en FR1 permite la captura de la diversidad completa de CDR de
la cadena pesada.

Los genes de la linea germinal para FR1 de la cadena pesada humana se muestran en la Tabla 6. La Tabla 7 muestra
los sitios d e reconocimiento de endonucleasa de restricci 6n encontrados en los g enes de linea germinal humana FR1.
Los sitios preferid 0s son Bsgl(GTGCAG;39@4), BsoFI(GCngc:43@6,11@9,2@3,1@12), Tsel
(Gewgc;43@6,11@9,2@3,1@12), MspA1l(CMGckg;46@7,2@1), Pvull(CAGctg;46@7,2@1), Alul(AGct;48@82@2),
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Ddel(Ctnag;22@52,9@48), Hphl(tcacc;22@80), BssKI(Ncengg;35@39,2@40), BsaJdl(Ccnngg;32@90,2@41), BstNI(
CCwgg;33@40), ScrFI(CCngg:35@40,2@41), EcoO1091(RGgnccy;22@46, 1 1@43), Sau96l(Ggncc;23@47,11@44),
Avall(Ggwcc;23@47,4@44), PpuMI (RGgw ccy;22@96,9@43), BsmFI (gtccc;20@48), Hinfl(
Gantc:34@16,21@56,21@77), Tfil(21@77), Mlyl(GAGTC;34@16), Mlyl(gactc;21@56), y AlwNI(CAGnnnctg:22@68).
Los sitios mas preferidos son MspAl y Pvull. MspAl y Pvull tienen 46 sitios en 7-12 y 2 en 1-6. Para evitar la escision en
ambos sitios, se usan o ligonucleétidos que no abarcan totalmente el sitio en 1-6. Asi, el ADN n o se escindird en ese
sitio. Hemos mostrado q ue el ADN que se extiende 3,4,6 5 basesmas all4 de unsitio Pvull puede esci ndirse
eficazmente.

Otra ilustracion de eleccion de un sitio de reconocimiento de endonucleasas de restriccion apropiado implica la escision
en FR1 de las cadenas ligeras kappa humanas. La Tabla 8 mu estra los genes de la linea germinal de FR1 de kappa
humana y la T abla 9 muestra los sitios de reconocimiento de en donucleasa de restriccion q ue se encu entran en un
numero sustancial de genes de la linea germinal de FR1 de kappa humana en localizaciones consistentes. De los sitios
de reconocimiento de endonucleasa de restriccion listados, BsmAl y PflFl son las e nzimas mas pref eridas. Los siti os
BsmAl se encuentran en la base 18 en 35 de 40 genes de la linea germinal. Los sitios PflIFl se encuentran en 35 de 40
genes de la linea germinal en la base 12.

Otro ejemplo de eleccién de un sitio de reconocimiento de endonucleasas de restriccion apropiado implica la escision en
FR1 de la cadena ligera lambda humana. La Tabla 10 muestra las 31 secuencias de genes de la linea germinal FR1 de
lambda humana conocidas. La Tabla 11 muestra sitios de reconocimiento de endonucleasa de restriccion encontrados
enlos genes delin ea germinal FR1 de lambda humana. Hinfly Ddel son las en donucleasas de restriccion mas
preferidas para cortar cadenas lambda humanas en FR1.

Después de haber elegido el sitio o sitios de escisidn apropiados, se preparan uno o mas oligonucledtidos cortos de
manera qu e complemente funcionalmente, sélooe ncomb inacién, el sitio de recon ocimiento ele gido. L os
oligonucleétidos también incluyen secuencias que flan quean el sitio de re conocimiento en la mayor parte de los ge nes
amplificados. Esta regié n flanqueante permite que la secuencia hibride con e | ADN monocatenario lo sufici ente como
para permitir la escisién por la endonucleasas de restriccion especifica para el sitio elegido.

La longitud y la secuencia precisas del oligonucleétido dependen del sitio de reconocimiento y de las condiciones que
se vayan a usar para poner en contacto y escindir. La longitud debe ser suficiente de manera que el oligonucleétido sea
funcionalmente complementario al ADN monocatenario sobre una region lo suficientemente larga para permitir que las
dos cadenas se asocien de manera que la escision pueda ocurrir a la temperatura elegida y en la localizacion deseada.

Tipicamente, los oligonucleotidos de este método preferido de la invencion tienen una longitud de aproximadamente 17
a aproximadamente 30 nucleétidos. Por debajo de aproximadamente 17 bases, la hibridacién es demasiado débil y por
encima de 30 bases puede haber una pérdida de especificidad. Una longitud preferida es 18 a 24 bases.

Los oligonucleodtidos de esta longitud no necesitan ser complementos idénticos de los genes de la linea germinal. En
lugar de esto, pueden tolerarse unos pocos emparejamientos erréneos. Preferiblemente, sin emb argo, no se permit en
mas de 1-3 emparejamientos erroneos. Dichos emparejamientos errdneos no afectan adversamente la hibridacion del
oligonucledtido al ADN monocatenario. Por lo tanto, se dice que los dos ADN son funcionalmente complementarios.

El segu ndo m étodo p ara m anipular los A DN monoc atenarios de est a inve ncién p ara pres entacion y/o expres ion
comprende las etapas de:

(i) po ner en c ontacto el ac ido n ucleico ¢ on u n o ligonucledtido parcialmente bicatenario, si endo | a regi 6n
monocatenaria del oli gonucledétido funcionalmente complementaria al acido nucleico en la regidn en la que se
deseal a escisidon, yt eniendo lar egidon bicatenaria del ol igonucledtido un s itio d e rec onocimiento d e
endonucleasa de restriccion; y

(ii) esci ndir el acido nuc leico solam ente en el siti o d e es cision formad o por | a com plementacion de | acido
nucleico y la region monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de poner en contacto y escisiéon a una temperatura suficiente para mantener el acido nucleico
en una forma sustanc ialmente mo nocatenaria, sie ndo el oligonucleétido funci onalmente ¢ omplementario a | acido
nucleico sobre una re gion lo suficientemente larga para permitir que las dos cadenas se asocien de manera que la
escision pueda ocurrir a la temperatura elegida y en lal ocalizacion de seada y realizandose la esci sién usando una
endonucleasas de restriccion que es activa a la temperatura elegida.

Como se ha explicado anteriormente, el sitio de escision puede formarse por la parte monocatenaria del oligonucleétido
parcialmente bicatenario que forma un duplex el ADN monocatenario, el sitio de escisidon puede estar presente en la
parte bicatenaria del oligonucledétido parcialmente bicatenario o el sitio de escisién puede introducirse por el cebador de
amplificacion u sado p ara am plificar la com binacién ADN monocatenario-oligonucleétido parci almente bicaten ario. E n
esta realizacién, se prefier e el prim ero. Y, el sitio d e reconocimiento de la endonucleasa d e restri ccién p uede e star
localizado bien en la parte bicatenaria del oligonucleétido o puede introducirse por el cebador de amplificacion, que es
complementario a esta region bicatenaria, como se usa para amplificar la combinacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2375952 T3

Preferiblemente, el sitio de la endonucleasa de restriccion es el de una endonucleasa de restriccion de Tipo 1I-S, cuyo
sitio de escisidn esta localizado a una distancia conocida de su sitio de reconocimiento.

Este segu ndo método, pref eriblemente, e mplea End onucleasas de R estriccion Univ ersales ("URE "). Las URE s on
oligonucledtidos parcialmente bicatenarios. La parte monocatenaria o superposicion de la consiste en un adaptador de
ADN que es fu ncionalmente complementario a | a secuencia que se v a a escindir en el ADN mon ocatenario. La parte
bicatenaria consiste en un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccidn, preferiblemente de tipo II-S.

El métod ode URE de estainve ncidn e s especifico y preciso y puede tol erar algu nos ( por ejemp lo, 1-3 )
emparejamientos erroneos en las regiones complementarias, es decir, es funcionalmente complementario a esa region.
Ademas, las condiciones bajo las que se usa la URE pueden ajustarse de manera que la mayor parte de los genes que
se amplifican puedan cortarse, reduciendo el sesgo en la biblioteca producida a partir de esos genes.

La sec uencia del adaptador de AF N m onocatenario o parte de sup erposicién de la URE co nsiste tipicamente e n
aproximadamente 14-22 bases. Sin embargo, pueden usarse adaptadores mas largos o mas cortos. El tamafio depende
de la c apacidad del a daptador para as ociarse con su complemento funcional en el ADN monocatenarioy de la
temperatura usada para poner en contacto la U RE y el ADN monocatenario a la te mperatura usada para escindir el
ADN con la enzima de restriccion. ElI adaptador debe ser funcionalmente complementario al ADN monocatenario sobre
una region lo suficientemente larga p ara p ermitir que | as dos cade nas se asoci en de manera qu e la escisio n pueda
ocurrir a la temperatura elegida y en la localizacién deseada. Preferimos partes monocatenarias o de superposicion con
una longitud de 14-17 bases y mas preferiblemente con una longitud de 18-20 bases.

El sitio elegido para la escision usando la URE es preferiblemente uno que esta s ustancialmente conservado en la
familia d e los  ADN ampl ificados. Comp arado con e | primer método d e escisié n de esta inve ncidn, estos sitios no
necesitan ser sitios d e reco nocimiento de end onucleasa. Sin emb argo, como el pr imer métod o, | os sitios e legidos
pueden sintéticos en lugar de existir en el ADN nativo. Dichos sitios pueden elegirse por referencias a las secuencias de
anticuerpos conocidos u otras familias de genes. Por ejemplo, las secuencias de muchos genes de la linea germinal se
indican en http:// www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html. Por e jemplo, un sitio preferido se encuentra cerca
del extremo de FR3 -- codon 89 hasta la segunda base del codon 93. CDR3 empieza en el codon 95.

Lass ecuenciasd e 79g enes dec adenapes ada humanatam biénestd ndisp onibles en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entre2/nucleotide.html.Este sitio pue de us arse para i dentificar las sec uencias a propiadas
para la escision con URE segun los métodos de esta invencion. Véase, por ejemplo, la Tabla 12B.

Lo mas pr eferiblemente, se identifican una o mas secu encias us ando estos sitios u otra inform acién de sec uencia
disponible. Estas sec uencias conjuntamente estan presentes en una fraccion sustancial de los ADN amplificados. Por
ejemplo, podrian usarse multiples s ecuencias p ara permitir la div ersidad conocida de genesdela linea germinal o
mutaciones s omaticas frecu entes. T ambién po drian usarse secuencias de generadas sintét icas. Preferib lemente, s e
elige una o unas sec uencias que aparezcanenalmenos el 65% de los g enes e xaminados con no mas de 2-3
emparejamientos erroneos

Los adaptadores o s uperposiciones U RE monoc atenarias se preparan p ara s er co mplementarias al as re giones
elegidas. Las condiciones para us arlas URE se d eterminan empiricamente. Estas co ndiciones d eberian p ermitir a
escision del ADN que contiene las secuencias funcionalmente complementarias con no mas de 2 6 3 emparejamientos
erréneos pero sin permitir la escisién del ADN que carezca de dichas secuencias.

Como se ha descrito anteriormente, la parte bicatenaria de la URE incluye un sitio de reconocimiento de endonucleasa,
preferiblemente un sitio d e reconoc imiento de T ipo II-S. Puede us arse cual quier enzim aque s eaactivaau na
temperatura necesaria para mantener el ADN monocatenario sustancialmente en esa forma y para permitir que la parte
de adaptador de ADN monocatenaria de la URE hibride en la longitud suficiente del ADN monocatenario para permitir la
escision en el sitio deseado.

Las enzimas de Tipo II-S preferidas para usarse en los métodos con URE de esta invencién proporcionan una escision
asimétrica del ADN monocatenario. Entre éstas estan las enzimas listadas en la Tabla 13. La enzima de Tipo II-S mas
preferida es Fokl.

Cuando se usa la URE pr eferida que c ontiene Fokl, se usan pr eferiblemente var ias condic iones para efectu arla
escision:

1) Deberia estar presente un exceso de la URE sobre el ADN diana para activar la enzima. La URE presente
s6lo en ca ntidades equimolares resp ecto al ADN d iana r endiria un a m enor escision del AD Nss p orque la
cantidad de enzima activa disponible seria limitante.

2) Puede usarse un activador para activar parte de la enzima Fokl para dimerizar sin caus ar escision. L os
ejemplos de activadores apropiados se muestran en la Tabla 14.

3) La reaccion de escision se realiza a una temperatura entre 45°-75°C, preferiblemente por encima de 50°C y
lo mas preferiblemente por encima de 55°C.
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Las URE us adas en la técnica anterior contenian un segmento monocatenario de 14 bases, un tallo de 10 bases (que
contiene un sitio Fokl), seguido del palindromo deltallo de 10 b ases. Aunque dichas URE p ueden usarse enlos
métodos de esta invencion, las URE preferidas de esta invencion también incluyen un segmento de tres a ocho bases
(un bucle) entre los segmentos que contienen el sitio de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion Fokl. En la
realizacién pr eferida, el tall o (que co ntiene el siti o Fokl)y su palindromo tamb ién son ma yoresde 10b ases.
Preferiblemente, tienen una longitud de 10-14 bases. Los ejemplos de estos adaptadores URE "lollipop" se muestran en
la Tabla 15.

Un ejemplo de uso de una URE p ara escindir un ADN monocatenario implica la region FR3 de la cad ena p esada
humana. La Tabla 16 muestra un analisis de 840 cadenas pesadas humanas maduras de longitud completa mostrando
las secu encias de recon ocimiento URE. La gra n ma yoria (718/8 40=0,85) seran reconocidascon2omeno s
emparejamientos erré neos usando cinco URE (VHS881-1.1, VHS88 1-1.2, VHS88 1-2.1, VHS881-4.1, y VHS881-9.1).
Cada una tiene una secuencia de adaptador de 20 bases para complementar el gen de la linea germinal, un segmento
tallo de diez bases que contiene un sitio Fokl, un bucle de cinco bases y el complemento inverso del primer se gmento
tallo. La hi bridacion de est os a daptadores, solos 0 en comb inacién, con ADN d e ca dena pesada a ntisentido
monocatenario y el tratamiento con Fokl en presencia, por ejemplo, del activador FOKlact, dara lugar a la escision de la
cadena antisentido en la posicion indicada.

Otro ejemplo del uso de una o unas URE p ara escindir un ADN mon ocatenario implica la region FR1 de las c adenas
ligeras Kappa humanas. La Tabla 17 muestra un analisis de 182 cadenas kappa humanas de longitud completa para el
emparejamiento con | as cua tro secue ncias sonda de 1 9 bas es mostr adas. EIn oventa yseisporcientod elas
secuencias se emparejan con unad e las sondas con 2 o menos em parejamientos e rroneos. Los a daptadores URE
mostrados en la Tabla 17 so n para la escisién de la c adena con sentido de | as cad enas kappa. Asi, las secuenc ias
adaptadoras son el complemento inverso de las secuencias de genes de la linea germinal. La URE consiste en un tallo
de diez bases, un bucle de cinco bases, el complemento inverso del tallo y la secuencia de complementacion. El bucle
mostrado aqui es TTGTT, pero podrian usarse otras secuencias. Su funcion es interrumpir el palindromo de los tallos de
manera que se favorece la f ormacion de un monédmero lollypop sobre la dimerizaciéon. La T abla 17 también muestra
donde se escinde la cadena con sentido.

Otro ejemplo de uso de una URE para escindir un ADN monocatenario implica la cadena ligera lambda humana. La
Tabla 18 muestra el andlisis de 128 cadenas ligeras lambda humanas para emparejamiento con las cuatro sondas de
19 bases mostradas. Con tres o menos emparejamientos erréneos, 88 de 128 (69%) de las cadenas se emparejan con
una de las sondas. La Tabla 18 también muestra adaptadores URE correspondientes a estas sondas. La hibridacion de
estos adaptadores con el ADNss de cadena superior de las cadenas lambda y el tratamiento con Fokl en presencia de
FOKIact a una temperatura a o por encima de 45°C dara lugar a la escision especifica y precisa de las cadenas.

Las condiciones bajo |l as cuales las secuencias de oligonucledtido cortas del primer método y las URE del se gundo
método s e ponen en contacto con los AD N mon ocatenarios p ueden determinarse e mpiricamente. Las co ndiciones
deben ser tales que el ADN monocatenario permanezca en forma sustancialmente monocatenaria. Mas particularmente,
las condiciones deben ser tales que el ADN monocatenario no forme bucles que puedan interferir con su asociacién con
la s ecuencia de oligonucledtido o la URE o que puedan proporcionar en si mism os sitios p ara la escision porla
endonucleasa de restriccion elegida.

La eficacia y e specificidad de los oligonucleétidos cortos ( primer método) y URE (s egundo método) pueden ajustarse
controlando las concentraciones de los adaptadores URE/oligonucleétidos y el ADN sustrato, la temp eratura, el pH, la
concentracion de io nes metalicos, la fuerza idnica, la concentracion de caotropos (tales como urea y formamida), | a
concentracion de la e ndonucleasa de restri ccidn (p or ejemplo, Fokl), y el tiempo de la digestion. Estas condic iones
pueden optimizarse con o ligonucleotidos sintéticos que tengan: 1) secue ncias de genes de la line a germinal diana, 2)
secuencia de genes diana mutados, o 3) secuencias no diana relacionadas de alguna manera. El objetivo es escindir la
mayor parte de las secuencias diana y cantidades minimas de no dianas.

Segun esta invencion, el ADN monocatenario se mantiene sustancialmente en esa forma usando una temperatura entre
aproximadamente 3 7°C y a proximadamente 7 5°C. Preferiblemente, se usa un a temperatura e ntre aproximadamente
45°C y a proximadamente 75°C. Mas pre feriblemente, seusau na temperaturae ntre 50°C y 60°C,lom as
preferiblemente entre 55°C y 60°C. Estas temperaturas se emplean tanto cuando se pone en contacto el ADN con el
oligonucledtido o URE y cuando se escinde el ADN usando los métodos de esta invencion.

Los dos méto dos de esc isiéon de esta inv encidn tien en varias ve ntajas. El primer método p ermite a los miem bros
individuales de la famili a de  ADN mon ocatenarios ser es cindidos pr eferentemente en un sitio d e reconocimiento de
endonucleasa sustancialmente cons ervado. El métod o ta mpoco req uiere co nstruir un siti o de r econocimiento de
endonucleasa en los cebadores de transcripcion inversa o amplificaciéon. Puede usarse cualquier sitio nativo o sintético
en la familia.

El segu ndo m étodo tie ne e stas dos vent ajas. Adem as, el método ¢ on URE pref erido p ermite e scindir| os AD N
monocatenarios en posiciones en las que no se encuentra ningun sitio nativo de reconocimiento de endonucleasa o que
se ha construido sintéticamente.
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Lo mas im portante, los dos métodos de e scision permiten el uso de cebadores 5'y 3' con el fi n de ma ximizar la
diversidad y la escisidon para eliminar secuencias no deseadas o perjudiciales antes de la clonacién, presentacion y/o
expresion.

Después de la escisién de los ADN amplificados usando uno de los métodos de esta invencion, el ADN se prepara para
clonacion, presentacion y/o expresion. Esto se hace usando un adaptador de AD N sintético parcialmente en duplex,
cuya secuencia terminal se basa en el sitio de escision especifico en el que se ha escindido el ADN amplificado.

El ADN si ntético se dis efia de manera que cuando se liga al ADN m onocatenario es cindido en el marco de lectura
apropiado el p éptido, pol ipéptido o proteina des eado p ueda presentarse en la superficie de | p aquete ge nético y/o
expresarse. Pr eferiblemente, la parte  bicatenaria de | ad aptador compr ende la s ecuencia de v arios cod ones que
codifican la secuencia de aminoacidos caracteristica de la familia de péptidos, polipéptidos o proteinas hasta el sitio de
escision. Para las ca denas pesa das humanas, se usan preferiblemente | os am inoacidos del marco 3- 23 para
proporcionar las secuencias requeridas para la expresion del ADN escindido.

Preferiblemente, la parte bic atenaria del a daptador ti ene una lo ngitud de a proximadamente 12 a 100 bases. M as
preferiblemente, se usan ap roximadamente 20 a 10 0 b ases. La reg ion bicate naria del a daptador también contie ne
preferiblemente a | me nos un siti o d e rec onocimiento de e ndonucleasa uti | p ara c lonar el ADN enunvector de
presentacion y/o e xpresion adecu ado (0 un vectorre ceptor usa do para arch ivar la divers idad). Este sitod e
endonucleasa de restriccion puede ser n ativo respecto a las secuencias de ge nes de la line a germinal usadas para
extender la secuencia de ADN. También puede construirse usando secuencias degeneradas respecto a las secue ncias
de genes de la linea germinal. O, puede ser completamente sintético.

La p arte mo nocatenaria del adaptador es complementaria a | a re giéon de la escisiéon en el AD N monocatenario. La
superposicion puede ser d e aproximadamente 2 bas es hasta aproximadamente 15 bases. Cuando mas larga sea la
superposicion, mas probabilidad hay de que la ligacion sea mas eficaz. Una longitud preferida de superposicién es 7 a
10. Esto permite algunos emparejamientos erréneos en la region de manera que puede capturarse la diversidad en esta
region.

La reg ibn mo nocatenaria o de sup erposicion d el a daptador p arcialmente e n du plex es ve ntajosa porq ue p ermite
capturar el ADN escindido en el sitio elegido pero no otros fragmentos. Dichos fragmentos contaminarian la biblioteca
con genes que codifican secuencias que no se plegarian en los anticuerpos correctos y que probablemente se unirian
de forma no especifica.

Una ilustracion del uso de un ada ptador parcialmente en duplex en los métodos de esta invencion implica la ligacion de
dicho adaptador a u na regiéon FR3 humana que se h a escindido, como se ha d escrito anteriormente, en 5' -ACnGT-3'
usando HpyCHA4lII, Bst4Cl o Taal.

La Tabla 4 F.2 muestra | a cadena inferior de la parte bicatenaria del adaptador para la ligacién al ADN de la cadena
inferior escindido. Como el sitio HpyCH4lll esta muy a la derecha (como se muestra en la Tabla 3), puede afiadirse una
secuencia que incluye el sitio Aflll asi como el sitio Xbal. Esta parte de la cadena inferior del adaptador parcialmente en
duplex, H43.XAEXxt, incorpora tanto sitios Xbal como Aflll. La cadena superior de la parte bicatenaria del adaptador no
tienen ningun sitio (debido a los emp arejamientos erréneos planeados en los s egmentos opuestos a los sitios Xbal y
Aflll de H43.XAEXxt), pero hibridara muy fuertemente con H43.XAExt. H43AExt contiene sélo el sito Aflll y puede usarse
con las cadenas superiores H43.ABr1 y H43.ABr2 (que tienen alteraciones intencionadas para destruir el sitio Aflll).

Después de la ligacién, el ADN deseado, capturado, puede amplificarse de nuevo por PCR, si se desea, usando en la
realizacion preferida un cebador en 3' respecto a la region constante del gen del anticuerpo y un cebador para parte de
la region bicatenaria del adaptador. Los cebadores también pueden contener sitios de endonucleasa de restriccion para
usarse en la clonacion del ADN amplificado.

Después de la ligacidn, y quiza de la amplificacion, del adaptador parcialmente bicatenario con el ADN monocatenario
amplificado, el ADN compuesto se escinde en los sitios de reconocimiento de endonucleasa 5' y 3' elegidos.

Los sitios de escision utiles para la clonacion dependen del fago o fagémido u otros vectores en los que se insertara el
casete y de los sitios dis ponibles en los genes de anticuerpo. La T abla 19 pro porciona datos de endonucleasas de
restriccion p ara 75 cad enas ligeras h umanas. La T abla 20 muestra | os datos corr espondientes para 7 9 cad enas
pesadas humanas. En c ada Tabla, las e ndonucleasas estan ordenadas por frec uencia creciente de corte. En est as
Tablas, Nch es el nUmer o de cadenas cortado por la enzima y Ns es el numero de sitios (algunas cadenas tienen mas
de un sitio).

De este analisis, Sfil, Notl, Aflll, ApaLl, y Ascl son muy adecuados. Sfil y Notl se usan preferiblemente en pCES 1 para
insertar el segmento de presentacion de cadena pesada. ApaLl y Ascl se usan preferiblemente en pCES1 para insertar
el segmento de presentacion de cadena ligera.

Los sitios BstEll aparecen en el 97% d e los genes JH d e la linea germinal. En los ge nes V reorga nizados, s6lo 54/79
(68%) de los genes de cadena pesada contiene un sitio BstEll y 7/61 de éstos conti enen dos sitios. Asi, 47/79 (59%)
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contiene un unico sitio BstEll. Una alternativa al uso de BstEll es escindir mediante URE en el extremo de JH y ligar a
un oligonucledtido sintético que codifica parte de CH1.

Un ejem plo d e prep aracion de una famil ia de secu encias de ADN u sando los mét odos d e esta inve ncién implica
capturar diversidad en CDR 3 humana. Como se ha descrito anteriormente, los ARNm de varios pacientes autoinmunes
se transcriben de manera inversa en AD Nc de cade na inferior. Des pués de degr adar el ARN d e cadena superior, la
cadena inferior se inmovilizay se usa un olig onucleétido corto p ara escindir el ADNc en 5'respectoa CDR3.Un
adaptador de ADN sintético parcialmente en duplex se hibrida con el ADN y el ADN se amplifica usando un ¢ ebador
para el adaptador y un cebador para la regidon constante (después de FR4). El ADN se escinde usando BstEIl (en FR4)
y una endonucleasa de restriccion apropiada para el adaptador parcialmente bicatenario (por ejemplo, Xbal y Aflll (en
FR3)). EI ADN se liga en un esqueleto sintético VH tal como 3-23.

Un ejemplo de preparacion de un ADN mo nocatenario que se escindié usando el mét odo con URE i mplica la cadena
Kappa huma na. El sitio de escision e nlacade na con sentidod e e sta caden ase muestraen la Tabla17. El
oligonucledtido kapextURE se hibrida con los oligonucledtidos (kaBR0O1UR, kaBRO2UR, kaBRO3UR, y kaBR04UR) para
formar un ADN parcialmente en duplex. Este ADN se liga con las cadenas kappa solubles escindidas. El producto de la
ligacion se amplifica usando los cebadores kapextUREPCR y CKForeAsc (que inserta un sitio Ascl después del extremo
de C kappa). Este producto se escinde con ApaLl y Ascl y se liga a un vector receptor cortado de manera similar.

Otro ejemplo implica la escision de las cadenas ligeras lambda, ilustrado en la Tabla 18. Después de la escision, se
hibrida un e xtensor (on_LamEx133) y cuatro oligonucleétidos puente (ON_LamB1-133, ON-LamB2-133, ON_LamB3-
133, y ON-LamB4-133) para formar un AD N parcialmente en d Uplex. Este ADN se lig a con las ¢ adenas con sentido
cadena lam bda escindidas. Desp ués de | a ligacion, el ADN se ampl ifica con ON_L am133PCR y un cebador directo
especifico para el dominio constante lambda, tal como CL2ForeAsc o CL7ForeAsc (Tabla 130).

En las cadenas pesadas humanas, pueden escindirse casi todos los genes en FR4 (en 3, es decir, hacia el extremo 3'
de la cadena con sentido, de CDR3) en un sitio BStEll que esta en una posicion constante en una fraccion muy grande
de los genes de cadena pesada V humanos. Se neces ita un siti o en FR3, si s6 lo quiere capturarse la d iversidad en
CDR3, en FR2, si se quiere | a diversidad en CDR2 y CDR3, o en FR1, si se qui ere toda la diversidad en CDR. Estos
sitios se insertan preferiblemente como parte del adaptador parcialmente bicatenario.

La presente descripcion también se refiere a vectores receptores (p or ejemplo, para prese ntacion y/o expresion) que
tienen sitios que permiten la clonacién de las cadenas ligeras o pesadas. Dichos vectores son muy conocidos y se usan
ampliamente en la técn ica. U n vector fago de pres entacion preferido se guin esta invencién es el fago MALIA3. Este
presenta en gen lll. La secuenc ia del fago MALIA3 se m uestraen laT abla21A (anotado) yenlaT abla21B
(condensado).

El ADN qu e codific a las reg iones se leccionadas d e las ¢ adenas li gera o pesa da p uede transferirs e a los vectore s
usando endonucleasas que solo cortan bien las cad enas ligeras o p esadas muy raramente. Por ejemplo, las ca denas
ligeras p ueden capturarse con ApalLly Ascl. Los ge nes de cad ena p esada s e clonan preferi blemente en un v ector
receptor que tiene los sitios Sfil, Ncol, Xbal, Aflll, BstEll, Apal, y Notl. Las cad enas ligeras se mueven preferiblemente
en la biblioteca como fragmentos ApaLl-Ascl. Las cadenas pesadas se mueven preferiblemente en la biblioteca como
fragmentos Sfil-Notl.

Lo mas pr eferiblemente, la presentacion se produce en la superficie de un derivado del fago M13. L os vectores m as
preferidos contienen todos | os genes d e M13, un ge n de resistenc ia antibiético y el casete de pres entacién. El vector
preferido se proporciona con sitios d e restriccion que permiten la i ntroduccion y escision de los miembros de | a familia
diversa de ge nes, como ca setes. El vector preferi do e s es table frente a la reor ganizacion bajo las condiciones de
crecimiento usadas para amplificar el fago.

En otrar ealizacidn d e esta inve ncion, | a divers idad ¢ apturada p or | os métod os d e la presente i nvencién pu eden
presentarse y/o e xpresarse en u n vect or fagémido (p or ejem plo, p CES1) qu e pr esenta y/o expresa e | pé ptido,
polipéptido o proteina. D ichos vectores ta mbién pueden usarse p ara almacenar la diversidad para pres entacion y/o
expresion posterior usando otros vectores o fago.

En otra re alizaciéon d e esta inv encion, la div ersidad capturada por los métod os de la pres ente i nvencion p uede
presentarse y/o expresarse en un vector de levadura.

En otra re alizacién, el mo do d e presentacién pu ede s er atrav és de un c onector corto d e dominios d e anclaje --
comprendiendo un posible anclaje la parte final de M13 Ill ("soportelll") y siendo un posible segundo anclaje la proteina
madura de longitud completa Ill.

El fragmento de soportelll contiene lo su ficiente de M13 Ill para ensamblaje en el fago pero no los dominios implicados
en mediar la infectividad. Como las proteinas Il w.t. estan presentes, no es probable que el fago delecione los genes de
anticuerpo y el fago q ue delecione estos segmentos recibe sélo una ventaja muy pequefia de crecimiento. Para c ada
uno de los dominios de anclaje, el ADN codifica la secuencia de AA w.t., pero se diferencia de la secuencia de ADN w.t.
en un grado muy alto. Esto reducird de manera importante el potencial de r ecombinacién hom éloga entre el gen de
anclaje y el w.t. que también esta presente (véase el Ejemplo 6).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2375952 T3

Lo mas preferiblemente, la presente invencion usa un fago completo que contiene un gen de resistencia a antibiotico (tal
como un gen de resistencia a ampicilina) y el casete de presentacion. Como los genes iii w.t. y posiblemente los genes
viii estan presentes, las proteinas w.t. también estan presentes. El casete de presentacion se transcribe desde u n
promotor regulable (por ejemplo, P ac;). El uso de un promotor regulable permite el control de la proporcion del gen de
presentacion de fusién respecto ala proteina de recubrimiento w.t. correspondiente. Esta pr oporcién determina el
numero medio de copias de la fusién de presentacion por particula fago (o fagémido).

En otra real izacién de los métodos d e e sta invencion, el fago o fag émido p uede pr esentar y/o expresar pr oteinas
distintas de Fab, reemplazando las partes de Fab indicadas anteriormente, con genes de otras proteinas.

Pueden usarse varios huéspedes en el aspecto de presentacion y/o expresion de esta invencién. Dichos huéspedes son
muy conocidos en la técnica. En la realizacién preferida, cuando se presentan y/o expresan Fab, el huésped preferido
debe crecer a 30°C yser RecA- (p arareducir lar ecombinacion g enética n o d eseada) y E ndA- (para fac ilitar la
recuperacion de RF ADN). También se prefiere que la cepa huésped se transforme facilmente por electroporacion.

XL1-Blue MRF ' satisface la mayor p arte d e estas pr eferencias, pero no crece bien a 30° C. XL1-Blue MRF' crece
lentamente a 38°C y es asi un huésped aceptable. TG-1 también es un huésped aceptable aunque es RecA* y EndA*.
XL1-Blue MR F' es mas preferid o par ael hu ésped in termedio usa do para ac umular | a divers idad a ntes de la
construccion final de la biblioteca.

Después d e | a prese ntacion y/o expresion, las b ibliotecas de esta invencion pueden cribarse usa ndo técnicas muy
conocidas y u sadas conv encionalmente. L os p éptidos, p olipéptidos o proteinas sel eccionados p ueden usars e p ara
tratar enfermedades. Generalmente, los p éptidos, polipéptidos o proteinas para usarse en terapia o e n composiciones
farmacéuticas se producen aislando el ADN que codifica el péptido, polipéptido o proteina deseado del miembro de la
biblioteca seleccionado. Este ADN se usa en métodos convencionales para producir el péptido, polipéptido o proteina
que codifica en células huésped apropiadas, preferiblemente células huésped de mamiferos, por ejemplo, células CHO.
Después del aislam iento, el péptido, pol ipéptido o prote ina se usa solo o con com posiciones far macéuticamente
aceptables en terapia para tratar enfermedades.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Amplificacion RACE de repertorios de cadena pesada y ligera de anticuerpo a partir de pacientes
autoinmunes.

Se ais 16 AR Ntotalde m uestrasdes angre individuales (5 0ml)d e 11 pacientes usa ndo un kit RNAzo ITM
(CINNA/Biotecx), como describe el fabricante. Los pacientes se diagnosticaron como sigue:

1. SLE y sindrome de fosfolipidos
. esclerosis sistémica limitada
. SLE y sindrome de Sjogren

. Esclerosis Sistémica Limitada

2
3
4
5. Artritis Reumatoide con vasculitis activa
6. Esclerosis sistémica limitada y Sindrome de Sjogren
7. Artritis Reumatoide y vasculitis (no activa)

8. SLE y Sindrome de Sjogren

9. SLE

10. SLE y glomerulonefritis (activa)

11. Poliartritis/ Fenémeno de Raynauds

De estas 11 muestras de ARN total, se aislé6 ARN P oli-A+ usando el kit de aislamiento de ARNm PolyATtract® de
promega (Promega).

250 ng de cada muestra de ARN poli-A+ se usaron para amplificar cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo con el kit
GeneRAacerTM (Invitrogen no. de cat L1500-01). Una visidn global esquematica del procedimiento RACE se muestra
enlaFIG. 3.

Usando el protocolo general del kit Gene RAacer", se lig 6 un ad aptador de ARN al e xtremo 5' de todos | os ARNm. A

continuacion, se realiz6 una reaccion de transcriptasa inversa en pres encia de ce bador especifico oligo(dT15) bajo las
condiciones descritas por el fabricante en el kit GeneRAacer .
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Se usé 1/5 del ADNc de la reaccion de transcriptasa inversa en una reaccion de PCR de 20 ul. Para la amplificacion del
repertorio de cadena pesada de IgM, se usaron un cebador directo basado en la cadena CH1 de IgM [HUCmFOR] y un
cebador inverso basado en la secuencia del adaptador sintético ligado [5'A]. (Véase la Tabla 22)

Para la amp lificacién de las cadenas ligeras kappa y lambda, se usé u n cebador directo que conti ene el e xtremo 3'
codificador del ADNc [HuCk For y HuCLFor2+HuCLfor7] y un cebador inverso basado en | a secu encia d el adaptador
sintético ligado [5'A] (Véase |a Tabla 22). Se obtuvieron productos de la amplificacion especificos después de 30 ciclos
de PCR primaria.

La FIG. 4 muestra los productos de amplificacion obtenidos después de la reaccion de PCR primaria de 4 muestras de
pacientes diferentes. Se analizaron 8 ul del producto de P CR primaria de 4 pacientes diferentes en un gel de agarosa
[marcados como 1, 2, 3y 4]. Para la cade na pesada, se obtiene un producto de aproximadamente 950 nt mientras que
para | as cade nas ligeras ka ppa y lam bda el prod ucto es apro ximadamente 85 0 nt. M1-2 son ma rcadores de p eso
molecular.

Los productos de PCR también se analizaron por secuenciacién de ADN [10 clones de los repertorios de las cadenas
lambda, kapp a o pesa da]. Todos los g enes d e antic uerpo secue nciados recup erados co ntenian la sec uencia
codificadora compl eta asi como la secu encialideren5' vyladiv ersidad enelge nV fueladiv ersidad esp erada
(comparada con los datos en la bibliografia).

50 ng de todas las muestras de todas las 11 muestras individuales amplificadas se mezclaron para las cadenas pesada,
ligera lambda o ligera kappa y se usaron en reacciones de PCR secundarias.

En todas | as PCR secu ndarias apr oximadamente 1 ng de ADN molde de | a mezcl a de PC R pri maria se usé en
reacciones multiples de PCR de 50 ul [25 ciclos].

Para la ca dena pesada, se uso un ce bador directo b iotinilado a nidado [HuCm-Anidado] y un cebador inverso en el
extremo 5' anidado localizado en | a secuencia del adaptador sintético [5'NA]. La cade na inferior de la cadena pesada
estaba biotinilada en el extremo 5'.

Para las cadenas ligeras, se usd un cebador anidado biotinilado en el extremo 5' en el adaptador sintético [5'NA] en
combinacién c on un ce bador enele xtremo 3' enlaregi 6n constante de Cka ppa y Clambda, e xtendido co n una
secuencia q ue codifica el siti o de restriccié n Ascl [ kappa: HuCkF orAscl, Lambda: Hu CL2-FOR-ASC + HuCL7-F OR-
ASC]. [El extremo 5' del ADN de la Cadena Superior estaba biotinilado]. Después del analisis en gel, los productos de la
PCR secundaria se juntaron y se purificaron con Promega Wizzard PCR cleanup. Se aislaron aproximadamente 25 ug
de ADN biotinilado de la cadena pesada, cadena ligera lambda y kappa de los 11 pacientes.

Ejemplo 2: Captura de las cadenas kappa con BsmAl.

Se prepar6 un repertorio de ARNm de cadena kappa humana usando el método RACE del Ejemplo 1 a partirde una
coleccion de pacientes con varias enfermedades autoinmunes.

Este Ejemplo siguio el protocolo del Ejemplo 1. Aproximadamente 2 microgramos (ug) de material RACE del gen de la
cadena kappa humana (Igka ppa) con biotina unida al extremo 5' de la cad ena superior se inmovilizaron como en el
Ejemplo 1 en 200 microlitros (uL) de lechos magnéticos de Seradyn. La cadena inferior se eliminé lavando el ADN con 2
alicuotas de 200 pL de 0,1 M NaOH (pH 13) durante 3 minutos para la primera alicuota seguido de 30 segundos para la
segunda alicuota. Los lechos se neutralizaron con 200 yL de 10 mM T ris (pH 7,5) 100 mM NaCl. Los oligonucledtidos
cortos mostrados en la Tabla 23 se a fiadieron en un exceso molar de 40 veces en 100 pyL de tampén NEB 2 (50 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol pH 7,9) a los lechos secos. La mezcla se incub6 a 95°C durante
5 minutos y se enfrié hasta 55°C durante 30 minutos. El oligonucleétido en exceso se elimind por lavado con 2 lavados
de tampén NEB 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol pH 7,9). Se afiadieron diez unidades
de BsmAl (NEB) en tampon NEB 3 y se incubd durante 1 h a 55°C. El ADN escindido en 3' se recogid y se purificd en
una columna de purificacion Qiagen PCR (FIGs. 5y 6).

La FIG. 5 muestra un andlisis de ADN monocatenario digerido kappa. Aproximadamente 151,5 pmoles de adaptador se
hibridaron con 3,79 pmo les de ADN m onocatenario inmovilizado kappa seguido de digestion con 15 U de BsmAl. El
sobrenadante que contiene el ADN deseado se recogid y se analizé por gel de poliacrilamida al 5% junto con los lechos
restantes q ue conteni an e | ADN ka ppa de | ongitud c ompleta n o e scindido. Se purific aron 18 9 pmoles de ADN
monocatenario escind ido p ara ana lisis a dicional. El cin co por cie nto del ADNss de lo ngitud ¢ ompleta orig inal
permanecio en los lechos.

La FIG. 6 muestra un andlisis de la ligacion extensor - kappa escindido. Se ligaron 180 pmoles de puente/extensor pre-
hibridado con 1,8 pmo les de ADN mo nocatenario di gerido con BsmAl. EI ADN ligado se p urificé por columnade
purificacion Qiagen PCR y se analizé en un gel de poliacrilamida al 5%. Los res ultados indicaron que la ligacion del
extensor al ADN monocatenario tuvo una eficacia del 95%.

Se prepard un adaptador parcialmente bicatenario usando el oligonucleétido mostrado en la Tabla 23. El adaptador se
afadio al ADN monocatenario en un exceso molar de 100 veces junto con 1.000 unidades de ADN ligasa T4 y se incubd
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toda la noche a 16°C. El oligonucledtido en exceso se elimind con una columna de purificacion Qiagen PCR. El material
ligado se amplificé por PCR usando los cebadores kapPCRt1 y kapfor mostrados en la Tabla 23 durante 10 ciclos con el
programa mostrado en la Tabla 24.

El producto de PCR so luble se corrié en un gel y mostré una banda de aproximadamente 700 n, co mo se esperaba
(FIGs. 7y 8). ElIADN s e escindié con las enzimas ApaLly Ascl, se purifico por gel y se li go al vector escindido de
manera similar pCES1.

La FIG. 7 muestra un andlisis del producto de PCR de la amplificacion extensor-kappa. El extensor-ADN monocatenario
kappa ligado se amplificd con cebadores especificos para el extensor y para la regidon constante de la cadena ligera. Se
usaron dos concentraciones diferentes de molde, 10 ng frente a 50 n g, como molde y se usaron 13 ciclos para generar
aproximadamente 1,5 ug de ADNds como se muestra por analisis en gel de agarosa al 0,8%.

La FIG. 8 muestra un andlisis del producto de PCR purifica do de la amplificaciéon ex tensor-kappa. Aproximadamente 5
ug del ADN bicatenario del extensor-kappa amplificado por PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0,8%, se cortaron
y s e e xtrajeron co n u na c olumna de purificacion e n g el GF X. Por analisis e n g el, se prepararon 3,5 ug de ADN
bicatenario.

El ensayo para capturar | as caden as kap pa con BsmA 1 se r epitié y se prod ujeron resultados similares. La FI1G 9A
muestra el ADN después de ser escindido y recogido y purificado en una columna de purificacion Qiagen PCR. La FIG.
9B muestra el adaptador parcialmente bicatenario ligado al ADN monocatenario. Este material ligado se amplificé (FIG.
9C). El gel mostré una banda de aproximadamente 700 n.

La Tabla 25 muestra la secuencia de ADN de una cadena ligera kappa capturada por este procedimiento. La Tabla 26
muestra un a segunda secu encia captur ada por este procedimiento. La secu encia pue nte ma s cercana era
complementaria a | a secuencia 5'-agccacc-3', pero | a secuencia capturada lee 5'-Tgccacc-3', lo q ue muestra que se
tolera algun emparejamiento erroneo en la region superpuesta.

Ejemplo 3: Construccion de Diversidad Sintética en CDR1 y CDR2 en Marco V-3-23 VH.

La diversidad sintética en la Regi 6n Determinante de la Complementariedad (CDR) 1 y 2 se cre 6 en el marco 3-23 VH
en un proceso de dos etapas: en primer lugar se construyd un vector que contiene el marco 3-23 VH; y después, se
ensamblaron CDR 1 y 2 sintéticas y se clonaron en este vector.

Para la c onstruccion d el ma rco 3- 23 V H, 8 o ligonucledtidos y dos ce badores de P CR (o ligonucleoétidos | argos -
TOPFR1A, BOT FR1B, BOTFR2, BOT FR3, F 06, BO TFR4, ON-vgCl, y ON-vg C2 vy ce badores-SF PRMETy

BOTPCRPRIM, mostrados e nla T abla 27) que s e sup erponen se disefiaron toman do como b ase la sec uencia d e
Genebank de la regi én marco 3-23 VH. El di sefio incorporé al menos un s itio de restricci 6n util e n cada region marco,
como se muestra en la Tabla 27. En la Tabla 27, los segmentos que se sintetizaron se muestran en negrita, las regiones
de superposicion estan subrayadas y las regiones cebadoras de PCR en cada extremo estan subrayadas.

Una mezcla de estos 8 olig os se combin 6 a una conc entracién final de 2,5uM en un a reaccion d e PCR de 20 ul. La
mezcla de PCR contenia 200uM dNTPs, 2,5mM MgClz, 0,02U ADN Polimerasa Pfu Turbo", 1U ADN Polimerasa Taq
HotStart Qiagen y 1X tampon de PCR Qi agen. El programa de PCR consistié en 10 ciclos de 94°C durante 30s, 55°C
durante 30s y 72°C durante 30s.

La secuencia de ADN de 3-23 VH ensamblada se amplificd, usando 2,5ul de un dilucién de 10 veces de la PCR inicial
en 100ul de reaccion de PCR. La reaccién de PCR contenia 200uM dNTPs, 2,5mM MgCl,, 0,02U ADN Polimerasa Pfu
Turbo™, 1U ADN POlimerasa Taq HotStart Qiagen, 1X Tampén de PCR Qiagen y 2 cebadores externos (SFPRMET y
BOTPCRPRIM) a una concentracion de 1uM. El pr ograma de PCR consistié en 23 ciclos a 94°C durante 30s, 55°C
durante 30s y 72°C durante 60s. La sec uenciade ADN 3-23 VH se digirid y se c loné en p CES1 (vector fagémido)
usando los sitios de endonucleasas de restriccion Sfil y BstEll. Todas las enzim as de restriccion mencionadas en |l a
presente mem oria se o btuvieron d e Ne w England B ioLabs, Beverl y, MA y se usar on seg Un | as instrucci ones del
fabricante.

Se introdujeron secuencias de relleno (mostradas en la Tabla 28 y Tabla 29) en pCES1 para reemplazar las secuencias
CDR1/CDR2 (900 bases entre los sitios RE BspEl y Xbal) y las secuencias CDR3 (358 bases entre Aflll y BstEIl) antes
de clonar la diversidad CDR1/CDR2. Este nuevo vector se denominé pCES5 y su secuencia se proporciona en la Tabla
29.

El tener rellenos en lugar de las C DR evita el riesgo de que una secuencia p arental esté so bre representada en la
biblioteca. Las secuencias de relleno son fragmentos del gen de la penicilasa de E. coli. El relleno CDR1-2 contiene los
sitios de restriccion para Bglll, Bsu36l, Bcll, Xcml, Mlul, Pvull, Hpal, y Hincll, siendo los sitios subrayados unicos en el
vector pCESS5. El relleno que reemplaza CDR3 contiene el sitio de endonucleasa de restriccion unico Rsrll.

Una representacion esquematica del disefio para la diversidad sintética de CDR1 y CDR2 se muestra en la FIG. 10. El
disefio se bas 6 enla pr esencia d e mutac iones en DP4 7/3-23 y en genesd e la lin ea germi nal relaci onados. L a
diversidad se disefi6 para ser introducida en las posiciones en CDR1 y CDR2 indicadas por los nimeros en la FIG. 10.
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Lad iversidadenca da posicions eelig i6 paraserun o del ostres esqu emas sigui entes: 1=
ADEFGHIKLMNPQRSTVWY; 2= YRWVGS; 3= PS, e nlos que las letras ¢ odifican m ezclas e quimolares se los
aminoacidos indicados.

Para la c onstruccion de | a diversidad en CDR1 y CDR2, se disefiaron 4 oligonucledtidos de su perposicion (ON-vgC1,
ON_Br12, ON _CD2Xba, y ON-vgC2, mo strados en| a T abla 27 y T abla 3 0) qu e codific an CD R1/2, mas region es
flanqueantes. Una mezcla de estos 4 oligos se combiné a una concentracion final de 2,5uM en una reaccion de PCR de
40ul. Dos de los 4 ol igos contenian secuencias variegadas posicionadas en la C DR1 y la CDR2. La mezclad e PCR
contenia 200uM dNTPs, 2,5U ADN Polimerasa Pwo (Roche), y 1X tampon de PCR Pwo con 2mM MgSQg. El programa
de PCR consistio en 10 ciclos a 94°C durante 30s, 60°C durante 30s y 72°C durante 60s. Esta secuencia de ADN
ensamblada CDR1/2 s e am plificé usa ndo 2,5ul de la mezcla en 100ul de reacciéon de PCR. L areaccion de PCR
contenia 200uM dNTPs, 2,5U ADN Polimerasa Pwo, 1X Tampén de PCR Pwo con 2mM MgSO, y 2 cebadores externos
a una concentracion de 1uM. El programa de PCR consistio en 10 ciclos a 94°C durante 30s, 60°C durante 30s y 72°C
durante 60s. Estas secuencias variegadas se digirieron y se clonaron en el marco 3-23 VH en lugar del relleno CDR1/2.

Obtuvimos a proximadamente 7 X 107 tran sformantes i ndependientes. L a diversidad e n CDR 3 bien de p oblaciones
donantes o de ADN sintético puede clonarse en el vector que contiene diversidad sintética en CDR1 y CDR 2.

Una representacion esqu ematica de este proced imiento se muestra en la FIG. 11.  Una secuencia que codifica las
regiones FR del segmento génico humano V3-23 y regiones CDR con diversidad sintética se prepard por ensamblaje de
oligonucledtidos y clonacion mediante los sitios BSpE1 y Xbal en un vector que complementa las regiones FR1 y FR3.
En esta bib lioteca de se gmentos sintéticos VH, se cloné la secue ncia complementaria VH-CDR 3 (superior der echa)
mediante los sitios Xbal y BstEIll. Los genes CH clonados resultantes contienen una combinacién de diversidad sintética
disefiada y diversidad natural (véase la FIG. 11).

Ejemplo 4: Escision y ligacion de las cadenas ligeras lambda con Hinfl.

Un es quema de | a escision y ligacién de las ¢ adenas ligeras de anticuerpo se muestraenlas FIGS.12A y 12B.
Aproximadamente 2 u g d e ADN Lam bda humano b iotinilado pre parado como s e ha descrito enelEjemplo 1se
inmovilizaron en 200 ul de lechos magnéticos Seradyn. La cadena inferior se elimind por incubacion del ADN con 200 ul
de 0,1 M NaOH (pH=13) durante 3 minutos, el sobrenadante se elimind y se realizé un lavado adicional de 30 segundos
con 200 ul de 0,1 M NaOH. El sobre nadante se quitd y los lechos se neutralizaron con 200 ul de 10 mM Tris (pH=7.5),
100 mM N aCl. Se realizaron 2 lavados adicionales con 200 ul tampén NEB2 2, que contiene 10 mM Tris (pH=7,9), 50
mM NaCl, 10 mM MgCI2 y 1 mM ditiotreitol. Después de la inmovilizacién, la cantidad de ADNss se estimé en un gel 5%
PAGE-UREA.

Aproximadamente 0,8 ug de ADNSss se r ecuperaron y se incubaron en 100 ul de tampén NEB2 2 que contiene un
exceso molar de 80 veces de una mezcla equimolar de ON_LamlaB7, ON_Lam2aB7, ON Lam 31B7 y ON_L am3rB7
[cada oligo en un exceso molar de 20 veces] (véase la Tabla 31).

La mezcla se incubd a 95°C durante 5 minutos y se enfrio lentamente hasta 50°C durante un periodo de 30 minutos. El
exceso de oligonuclestido se eliminé por lavado con 2 lavados de 200 ul de tampoén NEB 2. Se afiadieron 4 U/ug de Hinf
| y se incubd durante 1 hora a 50° C. Los lechos se mezclaron cada 10 minutos.

Después de incubar la muestra se purificé en una columna de purificacién Qiagen PCR y se analizé posteriormente en
un gel 5% PAGE-urea (véase la FIG. 13A, la eficacia de la escision fue mas del 70%).

Un esquema de la ligacién de las cade nas ligeras escindidas se muestra en la FIG. 12B. Se prepar6 una mezcla de
pares puente/extensor de | os oligos Brg/Ext listados en | a Tabla 31 (e xceso molar total de 100 veces) en 1.000U de
ADN ligasa T4 (NEB) y se incubd todalanoche a 16° C. Después de ligar el A DN, el oligonucleotido en exceso se
elimind con una columna de purificacion Qiagen PCR y la ligacién se comprobd en un gel Urea-PAGE (véase la FIG.
13B; la eficacia de la ligacion fue mayor del 95%).

Se re alizaron multiples PCR que contienen 10 ng del material ligado en una reacciéon de PCR de 50 ul usando 25
pMoles ON la mPlePCR y 25 pmoles d e una mezcla e quimolar de cebador Hu-CL2Ascl/HuCL7Ascl (véase el Ejemplo

1).

Se realiz6 PCR a 60° C d urante 15 ciclos usando polimerasa Pfu. Apro ximadamente 1 ug d e ADNds se recup erd por
PCR (véase la FIG. 13C) y se escindi6 con ApalLl y Ascl para clonacion de las cadenas ligeras lambda en pCES2.

Ejemplo 5: Captura de la poblacion de CD3 de la cadena pesada humana.
Un esquema de la escision y ligacion de las cadenas ligeras de anticuerpo se muestra en las FIGS. 14A y 14B.

Aproximadamente 3 ug de material RACE del gen de la cadena pesada humana (IgM) con biotina unida en el extremo 5'
de la cadena inferior se inmovilizaron en 300 uL de lechos magnéticos Seradyn. La cadena superior se eliminé lavando
el ADN con 2 alicuotas de 300 uL de 0,1 M NaOH (pH 13) durante 3 minutos para |a primera alicuota seguido de 30
segundos para la segunda alicuota. Los lechos se neutralizaron con 300 pL de 10 mM Tris (pH 7,5) 100 mM NaCl. Los
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REdaptors (oligonucleotidos usados para hacer un AD N monocatenario localmente bicatenario) mostrados en la T abla
32 se afadieron en un exceso molar de 30 veces en 200 uL de tampén NEB 4 (50 mM Acetato de Potasio, 20 mM Tris-
Acetato, 10 mM Acetato de Magnesio, 1 mM ditiotreitol pH 7,9) a los lechos secos. Los REadaptors se incubaron con el
ADN monocatenario a 80°C durante 5 minutos y se enfriaron hasta 55°C durante 30 minutos. Los REdaptors en exceso
se eliminar on por lav ado co n 2 lavados de tampdn NE B 4. Se afiadieron quince unidades de Hpy CH4lll (NEB) en

tampon NEB 4 y se incub6 durante 1 hora a 55 °C. EI AD N escindido en 3' que permanece en los lechos se eliminé de
los lechos usando una columna de eliminacién Qiagen Nucleotide (véase la FIG. 15).

Los pares Puente/Extensor mostrados en la Tabla 33 se afiadieron en un exceso molar de 25 veces junto con 1.200
unidades de ADN ligasa T4y se incubdtodalanoche a16°C. El Pu ente/Extensor e n e xceso se e liminéb conuna
columna de purificacion Qiagen PCR. El material ligado se amplifico por PCR usando los cebadores H43. XAExtPCR2 y
Hucumnest mostrados en la Tabla 34 durante 10 ciclos con el programa mostrado en la Tabla 35.

El producto de PCR so luble se corrié en un gel y mostré una banda de aproximadamente 500 n, co mo se esperaba
(véase la FIG.15B). El ADN se escindié con las enzimas Sfil y Notl, se purificd por gel y se ligd al ve ctor escindido de
manera similar pCES1.

Ejemplo 6: Descripcion del Vector de Presentacion en Fago CJRAO5, un miembro de la biblioteca construida en
el vector DY3F7.

La Tabla 36 c ontiene una secuencia de ADN anotada de un miembro de la biblioteca, CJRAQ5, véase la FIG. 16. La
Tabla 36 d ebe leerse c omo sigue: en cada linea todo los que sigue a u n signo de exclamacion "!" es un come ntario.
Todas las apariciones de A, C, G, y T antes de "!" son la secuencia de ADN. Las mayusculas se usan sélo para mostrar
que determ inadas bases co nstituyen cara cteristicas esp eciales, tales como sitios de rest riccion, sitios de uni én a
ribosoma, y semejantes, que estan marcadas por debajo del ADN. CJRA05 es un derivado del fago DY3F7, obtenido
por clonacién de un fragmento ApaLl a Notl en estos sitios en DY 3F31. DY3F31 es como DY 3F7 excepto en que los
genes de la cadenaligera yla cad ena pe sada s e hanreemplazado por ADN " de relleno" que no codifica ni ngun
anticuerpo. DY3F7 contiene un anticuerpo que une estreptavidina, pero no proviene de la presente biblioteca.

modificado ligeramente ya que se han insertado ocho codones entre la secuencia sefial y la prote ina maduray los
aminoacidos finales de la secuencia sefial se han alterado. Esto permite que estén presentes sitios de reconocimiento
de las enzimas de restriccion Eagl y Xbal. Después del gen iv esta el origen de replicacion (ori) del fago. Después de ori
esta bla que confiere resistencia a ampicilina (ApR). Los genes de fago y bla se transcriben en el mismo sentido.

Después de bla, esta el casete Fab (ilustrado en la FIG. 17) que comprende:
a) Promotor PlacZ,
b) Un primer Sitio de Unién a Ribosoma (RBS1),
c) La secuencia sefal de M13 iii,
d) un RERS Apall,
e) Una cadena ligera (una kappa L20::JK1 acortada por un coddn en el limite V-J en este caso),
f) Un RERS Ascl,
g) Un segundo Sitio de Unién a Ribosoma (RBS2),
h) Una secuencia sefal, preferiblemente PelB, que contiene,
i) Un RERS Sfil,
j) Una regién sintética 3-23 V con diversidad en CDR1 y CDR2,
k) Una CDR3 capturada,
1) Una regidn parcialmente sintética J (FR4 después de BstEll),
m) CH1,
n) Un RERS Notl,
0) Una etiqueta His6,
p) Una etiqueta cMyc,

q) Un coddn ambar,
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r) Un ADN de anclaje que codifica la misma secuencia de aminoacidos que los codones 273 a 424 de M13 iii
(como se muestra en la Tabla 37).

s) Dos codones de parada,
t) Un RERS Auvrll, y
u) Un terminador trp.

El anclaje (elemento r) codifica la misma secuencia de aminoacidos que los codones 273 a 424 de M13 iii pero el ADN
es aproximadamente tan diferente como es posible de la secuencia de ADN de tipo salvaje. En la Tabla 36, el eje IlI' va
desde la base 8997 a la base 9455. Por debajo del ADN, como comentarios, estan las diferencias con iii de tipo salvaje
para los codones comparables con " IW.T" en los e xtremos de estas |i neas. Obsérvese que Met y Trp sélo tienen un
Unico codon y deben dejarse como tal. Estos tipos d e AA son raros. Lo s codones Ser pueden cambiarse en las tres
bases, mientras que los codones Leu y Arg pueden cambiarse en dos.

En la m ayor parte de los ¢ asos, pue de introducirse un c ambio de bas e por ¢ odén. Esto tiene tres ventajas: 1)1 a
recombinacion con el gen de tipo salvaje producida en otra parte en el fago es menos probable, 2) pueden introducirse
nuevos sitios de restriccion, lo que facilita la construccion; y 3) pueden disefiarse cebadores de secuenciacion que se
unen sélo a una de las dos regiones.

El fragmento de M13 Ill mostr ado en CJRAOS5 tiene la longit ud preferida para el segment o de anclaje. También pueden
utilizarse segmentos de anclaje alt ernativos mas largos 0 mas cortos definido s por referencia a la proteina Ill madur a
completa.

La secuenc ia de M13 11l consiste en los elem  entos si guientes: Secuencia S efal::Dominio 1 (D1)::Conect or 1
(L1)::Dominio 2 (D2)::Con ector 2 (L2)::Do minio 3 (D3):: Segmento T ransmembrana ( TM):: Anclaje Intracelu lar (IC )
(véase la Tabla 38).

El anclaje plll (también conoci do como trplll) consiste preferiblemente en D2 ::L2::D3::TM::IC. Otra realizacion para el
anclaje plll consiste en D2":: L2::D3::TM::IC (en el que D2' comprende los ultimos 21 residuos de D2 con los primeros
109 residuos delecionados). Una r ealizacion adicional del anclaje plll consiste en D2'(C>S)::L2::D3::TM::IC (en el que
D2'(C>S) es D2' con el tnico C convertido en S), y d) D3::TM::IC.

La Tabla 38 muestra un fragmento de gen que comprende el sitio Notl, etiqueta His6, etiqueta cMyc, un cod 6n ambar,
un sitio de escision de enteroquinasa recombinante, y la proteina M13 Il total madura. EI ADN usado para codificar esta
secuencia es i ntencionadamente muy diferente del ADN del geniiide tipo salvaje co mo se muestra por las line as
indicadas como "W.T." que c ontiene las bases w.t. enlas que éstas se diferencian de este gen. lll esta dividido en
dominios indicados como "dominio 1", "conector 1", "dominio 2", "conector 2", "dominio 3", "segmento transmembrana",
y "anclaje intracelular".

Los segmentos de anclaje alternativos preferidos (definidos por referencia a la secuencia de la Tabla 38) incluyen:
codones 1-29 unidos a los codones 104-435, delecionando el dominio 1 y reteniendo el conector 1 en el extremo;

codones 1-38 unidos a los codones 104-435, delecionando el dominio land y reteniendo el sitio de escision rEK mas el
conector 1 en el extremo de lll;

codones 1-29 unidos a los codones 236-435, delecionando el dominio 1, conector 1, y la mayor parte del dominio 2 y
reteniendo el conector 2 en el extremo;

codones 1-38 unidos a los codones 236-435, delecionando el dominio 1, conector 1, y la mayor parte del dominio 2 y
reteniendo el conector 2 en el extremo y el sitio de escision rEK;

codones 1-29 unidos a los codones 236-435 y cam biando el cod 6n 240 a S er (por ejem plo, a gc), delecionando el
dominio 1, conector 1, y la mayor parte del dominio 2 y reteniendo el conector 2 en el extremo; y

codones 1-38 unidos a los codones 236-435 y cam biando el cod 6n 240 a S er (por ejem plo, a gc), delecionando el
dominio 1, conector 1, y la mayor parte del dominio 2 y reteniendo el conector 2 en el extremo y el sitio de escision rEK.

Las construcciones se deberan hacer facilmente por métodos similares a los de Wang y Wilkinson (Biotechniques 2001:
31(4)722-724) en los q ue se usa PCR par a copiar el vect or excepto la parte qu e se va a del ecionar y se introd ucen
sitios de restriccion correspondientes o se retienen en cualquiera de los extremos de la parte que se va a conservar. La
Tabla 39 muestra los oligonuc leétidos que se deben usar en la delecion de las partes del segmento de anclaje Ill. El
ADN mostrado en la Tabla 38 tiene un sitio Nhel antes del sitio de escision de la enteroquinasa recombinante (rEKCS)
DINDDRMA. Si se usa Nhel en el proceso de delecién con este ADN, el sitio rEKCS s e perderia. Este sitio podria ser
muy util en | a escisio n de F ab del fago y podria facilitar la captura de anticuerpos de muy alta afinidad. Se po dria
mutagenizar esta secuencia de manera que el sitio Nhel estaria después del sitio rEKCS, una secuencia de aminoacido
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Ala Ser esta ya presente. Alternativamente, se podria usar Sphl para las deleciones. Esto implicaria un cambio ligero en
la secuencia de aminoacidos pero no tendria ninguna consecuencia.

Ejemplo 7 : Seleccién de ligantes de anticuerpo de una biblioteca enriquecida de anticuerpos humanos usando
el vector fago DY3F31.

En este ejemplo, la biblioteca de antic uerpo hum ano us ada se describe en de Haard et a I., (Jour nal of Bio logical
Chemistry, 27 4 (26): 18 218-30 (19 99). Est a bib lioteca, q ue co nsiste e n un a bi blioteca de fag émido gran de F ab no
inmune humano, se enr iquecié en primer lugar e n antigeno, bien e n estreptavidina o en fenil-oxazolona (phOx). L os
métodos para esto son muy conocidos en la técnica. Dos bibliotecas Fab preseleccionadas, la primera seleccionada una
vez en phOx-BSA (R1-0x) inmovilizado y la segunda seleccionada dos veces en estreptavidina (R2-strep), se eligieron
para la reclonacion.

Estos repertorios enriquecidos de anticuerpos de fago, en los que sélo un porcentaje muy bajo tenia actividad de union
al antigeno usado en la seleccion, se confirmaron por cribado de los clones en un ELISA para unién de antigeno. Los
genes F ab seleccionados se transfirieron del vector fa gémido de esta biblioteca al v ector DY3F 31 mediante sitios de
restriccion ApaL1-Notl.

El ADN del vector fago DY 3F31 se pretraté con ADNasa dependiente de ATP para eliminar el ADN cromosdmico y se
digirié con ApaLly Notl. Se realiz6 una digestion extra con Ascl entre medias para evitar la autoligacion del vector. El
fragmento ApalL1/Notl Fab de las bibliotecas preseleccionadas se ligd posteriormente al ADN del vector y se transformé
en células XL1-blue MRF competentes.

Las bib liotecas se hici eron usan do unas prop orciones vector:insertode 1:2 p arala biblioteca phOx y 1:3parala
biblioteca ST REP y usando 10 0 n gde ADNIi gado por5 0 pl de célul as com petentes p ara la el ectroporacion
(condiciones de la el ectroporacién: un cho que de 1.700 V, 1 hora d e recuperacion de | as células en medio SOC rico,
siembra en placas de agar que contienen ampicilina).

Esta transformacion resulté en una biblioteca con un tamafio de 1,6 x 10° para R1-ox en DY3F31y 2,1 x 10° para R2-
strep en DY 3F31. Dieciséis colonias de cada biblioteca se cribaron para el insreto y todas mostraron el inserto con el
tamano correcto (x1.400 pb) (para las dos bibliotecas).

El fago se preparo a partir de estas bibliotecas Fab como sigue. Una muestra representativa de la biblioteca se inoculo
en medio con ampicilina y glucosa, ya DO 0,5, el medi o se camb i6 por ampicilina y 1 mM IPT G. Despuésde un
crecimiento toda la noche a 37 °C, el fago s e recogié del sobrenadante por precipitacién con PEG-NaCl. El fago se us 6
para seleccion en el antigeno. R1-ox se seleccion6 en phOx-recubierto con BSA por adsorcion pasiva en inmunotubos y
R2-strep en lechos paramagnéticos recubiertos con estreptavidina (Dynal, Noruega), en procedimientos descritos en de
Haard et. al. y M arks et. al., Journ al of Molecular Bio logy, 2 22(3): 5 81-97 (1 991). Las titul acionesd efagose
proporcionan en la Tabla 40.

Los clones de estas bibliotecas seleccionadas, denominados R2-ox y R3-strep respectivamente, se cribaron para union
a sus antigen os en ELISA. 44 clon es de cada seleccion se to maron aleatoriamente y se cribaron como Fab de fago o
soluble p ara u nién en ELISA . Para las bibl iotecas en DY 3F31, los clo nes se creciero n en primer | ugar en 2T Y-2%
glucosa-50 pg/ml AMP hasta una DO600 de aproximadamente 0,5 y se crecieron toda la noche en 2TY-50 ug/ml AMP
+/- 1mM IPT G. La induccién con IPTG puede resultar en la produccion tanto de Fab de fago como de Fab soluble. Por
lo tanto, los ( mismos) clones también s e crecieron sin IPTG. La Tabla 41 muestra | os resultados de un cri bado con
ELISA del sobrenadante resultante, bien para la deteccion de particulas de fago con unién a antigeno (Anti-M13 HRP =
anticuerpo anti-fago), o para la deteccién de Fab humanos, en el fago o como fragm entos solubles, bien usando el
anticuerpo a nti-myc 9E10 que d etecta la etiqueta myc que porta cada Fab en el e xtremo C-terminal de la cadena
pesada seguido de u n suero de conejo anti-Ratén marcado con HRP (columna 9E10/RAM-HRP), o con reactiv o anti-
cadena ligera seguido de un antisuero de cabra anti-conejo marcado con HRP (anti-CK/CL Gar-HRP).

Los resultados muestran que en ambos casos, se i dentifican ligantes de antigeno en la biblioteca, con como Fab en
fago o c on los reactivos anti-Fab (Tabla 41). La in duccién con IPT G rinde u n incremento en el nimero de positivos.
También puede verse que para los clones phOx, el E LISA de fa go rinde mas p ositivos que el ELISA de F ab soluble,
debido muy probablemente a la unién avida del fago. Veinticuatro de los clones positivos en ELISA se cribaro n usando
PCR del inserto Fab del vector, seguido de digestion con BstNI. Esto rindié 17 patrones diferentes para los Fab de union
phOx en 23 muestras que se analizaron correctamente y 6 de 24 para los clones de union de estreptavidina. Asi, | os
datos de la seleccion y cribado de esta biblioteca de Fab no inmune pre-enriquecida muestran que el vector DY3F31 es
adecuado para la presentacion y seleccion de fragmentos Fab y proporciona tanto Fab soluble como Fab en fago p ara
los experimentos de cribado después de la seleccion.

Ejemplo 8: Seleccién de bibliotecas Fago-anticuerpo en lechos magnéticos de estreptavidina.

El ejemplo siguiente describe una seleccion en la que primero se depleciona una muestra de la biblioteca de ligantes de
estreptavidina y opcionalmente de ligantes de una no diana (es decir, una molécula distinta de la diana a la que no se
quiere que se una el Fab seleccionado). Se hipotetiza que se tiene una molécula, denominada un "ligando competitivo",
que se une a la diana y que un anticuerpo que se une en el mismo sitio seria especialmente util.
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Para este procedimiento se bloquearon Lechos Magnéticos de Estreptavidina (Dynal) una vez con disolucion de bloqueo
(2% Leche Marvel, PBS (pH 7,4), 0,01% Tw een-20 ("2%MPBST")) durante 60 minut os a temperat ura ambiente y se
lavaron cinco veces con 2%MPBST. 450 pL de lechos se bloquearon para c ada deplecion y conjunto posterior de
seleccion.

Para cada seleccion, se afiadieron 6,25 pL de diana de deplecion biotinilada (1 m g/mL disolucién madre en PBST ) a
0,250 mL de lechos lavados, bloqueados (de la etapa 1). Se dejé que la diana se uniera toda la noche, con mezclado
por rotacion, a 4°C. Al dia siguiente, los lechos se lavan 5 veces con PBST.

Para cada seleccion, se anadieron 0,010 mL de antigeno diana biotinilado (1 mg/mL disolucién madre en PBST) a 0,100
mL de lechos bloqueados y lavados (de la etapa 1). Se dejé que el antigeno se uniera toda la noche, con mezclado por
rotacion, a 4°C. Al dia siguiente, los lechos se lavaron 5 veces con PBST.

En el ciclo 1, 2 X 10" hasta 10" unidades formadoras de placas (pfu) por selecciéon se bloquearon frente a unién no
especifica afiadiendo a 0,500 mL de 2%MPBS (=2%MPBST sin Tween) durante 1 hr a RT (con mezclado por rotacion).
En ciclos posteriores, 1.011 pfu por seleccion se bloquearon como se ha hecho en el ciclo 1.

Cada conjunto de fagos se incubé con 50 pL de lechos diana de deplecion (el sobrenadante del lavado final se eliminé
justo antes del uso) en un mezclador por rotacion Labquake durante 10 min a tem peratura ambiente. Después de la
incubacién, el sobrenadante de los fagos se retird y se incubd con otros 50 pL de lechos diana de deplecion. Esto se
repitid 3 veces mas usando lechos diana de deplecién y dos veces usando lechos de estreptavidina bloqueados durante
un total de 7 ciclos de deplecion, de manera que cada conjunto de fagos requirié 350 uL de lechos de deplecion.

Una pequefia muestra de cada conjunto de biblioteca deplecionado se tomé para titulacion. Cada conjunto de biblioteca
se afadié a 0,100 mL d e lechos diana (el sobrenadante del lavado final se retir6 justo antes del uso) y se dejo incubar
durante 2 horas a temperatura ambiente (con mezclado por rotacion).

Los lechos se lavaron tan rapidamente como fue posible (por ejemplo, 3 minutos en total) con 5 X 0,500 mL PBST y 2X
con PBS. L os fagos todavia unidos a los |echos después del lavado se eluyeron una vez c on 0,250 mL de ligando
competitivo (~1 puM) en PB ST durante 1 hora a temp eratura am biente en un m ezclador por rotacion L abquake. El
eluato se retird, se mezcl 6 con 0,500 mL disolucion de sales Minima A y se guardé. Para una segunda seleccion, se
usaron 0,500 mL 100 mM TEA para la elucion durante 10 min a RT, se neutralizé en una mezcla de 0,250 mLde 1 M
Tris, pH 7,4 + 0,500 mL sales Min A.

Después de la primera elucion de seleccion, los lechos pueden eluirse de nuevo con 0,300 mL de diana no biotinilada (1
mg/mL) durante 1 hr a RT en un mezclador por rotacién Labquake. Los fagos eluidos se afiaden a 0,450 mL de sales
Minima A.

Tres eluatos (competidor de la 1a seleccion, diana de la 1a seleccién y elucion con TEA neutralizada de la 2a seleccion)
se guardaron separados y se tom6 una pequefia alicuota de cada uno para titulacion. Se afiadieron 0,500 mL de sales
Minima A a las alicuotas de lechos restantes después de la eluciéon del competidos y la diana y después de la elucion
con TEA. La toma de una pequefa alicuota de cada uno se tomé para titulacion.

Cada elucién y cada conjunto de lechos eluidos se mezclé con 2X YT y una alicuota (por ejemplo, 1 mL con 1. E 10/mL)
de células XL1-Blue MRF' de E. coli (u otra linea celular F') que se habia enfriado en hielo después de haberse crecido
hasta la fas e semi-logaritmica, se privar on y se co ncentré (véase el procedimiento mas adelante - "P rep semi-Log de
células XL-1 blue MRF' para infeccion").

Después de a proximadamente 30 minutos a temperatura ambiente, las mezclas fago/célula se e xtendieron en Pl acas
Bio-Assay (243 X 243 X 18 mm, Nalge Nunc) que contienen agar 2XYT, 1mM IPT G. Las placas se incubaron toda la
noche a 30°C. Al dia siguiente, cada cultivo de fago amplificado se recogié de su placa respectiva. La placa se inundo
con 35 mL TBS o LB y las células se rasparon de la placa. Las células resuspendidas se transfirieron a una botella de
centrifuga. Se usaron 20 mL adicionales de TBS o LB para eliminar todas las células de la placa y se juntaron con las
células en |la botella de centrifuga. Las células se retiraron por centrifugacion y el fago en el so brenadante se recuperé
por precipitacién con PEG. Durante el dia siguiente, las preps de fago amplificadas se titularon.

En el primer ciclo, d os s elecciones ri ndieron cinc o eluatos ampl ificados. Estos el uatos ampl ificados se rec ubrieron
durante 2-3 ciclos adicionales de seleccién usando ~1. E 12 entrada de fago/ciclo. Para cada ciclo adicional, los lechos
de deplecion y diana se prepararon la noche anterior al inicio del ciclo.

Para las etapas de elucién en ciclos posteriores, se hicieron todas las eluciones hasta la etapa de eluciéon de la que
procede la el ucién amp lificada y las eluciones previas se trataron como lavados. Para los fagos amplificados de | os
lechos de i nfeccion, por e jemplo, se hic ieron las e luciones del ligando competitivo y la dia na y se mezclaron como
lavados (véase mas adelante). Los lechos se usaron para infectar a E. coli. Dos conjuntos, por lo tanto, rindieron un total
de 5 eluciones finales al final de la seleccion.
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1% conjunto de seleccién
A. Elucion amplificada de ligando: eluir con ligando durante 1 hr, guardar como elucion

B. Elucion amplificada de diana: el uir con ligando durante 1 hr, mezcl ar como el uato de | avado con diana
durante 1 hr, guardar como elucién

C. Elucion am plificada de infeccion de lec hos: eluir c on ligando durante 1 hr, mezclar como elu ato de lavado
con diana durante 1 hr, mezclar como eluato de lavado con infeccion celular, guardar como elucion

2° conjunto de seleccién
A. Elucion amplificada de TEA: eluir con TEA 10min, guardar como elucion

B. Elucién amplificada de infeccién de lechos: eluir con TEA 10min, mezclar como elute de lavado con infeccion
celular, guardar como elucion

Prep semi-log de células XL1 blue MRF' para infeccién (basada en Barbas et al. Phage Display manual
procedure)

Cultivar XL1 blue MRF' en NZCYM (12,5 mg/mL tet) a 37°C y 250 rpm toda la noche. Se empez6 un cultivo de 500 mL
en matraz de 2 litros diluyendo las células 1/50 en NZCYM/tet (10 mL afiadidos de cultivo de toda la noche) y se incubo
a 37°C a 250 rpm hasta que se alcanzé una DO600 de 0,45 (1,5-2 hrs). La agitacién se redujo hasta 100 rpm d urante
10 min. C uando la DO6 00 fue entre 0,5 5-0,65, las cé lulas se transfirieron a 2 bot ellas de centrifug a de 25 0 mL, se
centrifugé a 6 00 g d urante 15 min a 4°C. El sobre nadante se retird por vertido. El liquido residual se retird co nuna
pipeta.

Los sedimentos se resuspendieron suavemente (sin pipetear arriba y abajo) en el volumen original de 1 X sales Minima
A a temperatura ambiente. Las células resuspendidas se transfirieron de nuevo al matraz de 2 litros, se agitar on a 100
rpm durante 45 min a 37° C. Este proceso se realiz 6 con el fin de pr ivar las cél ulas y restaurar pili. Las cél ulas se
transfirieron a 2 botellas de centrifuga de 250 mL y se centrifugaron como anteriormente.

Las células se resuspendieron suavemente en sales Mimina A enfriadas en hielo (5 mL por 500 mL de cultivo original).
Las células se pusieron en hielo para uso en infecciones tan pronto como fue posible.

Los eluatos de fago se llevaron hasta 7,5 mL con medio 2XYT y se afiadieron 2,5 mL de células. Los lechos se llevaron
hasta 3 mL con 2XYT y se afiadid 1 mL de células. Se incub6 a 370C durante 30 min. Las c élulas se sembraron en
placas NUNC grandes con agar 2XYT, 1 mM IPTG y se incubaron durante 18 hr a 30°C.

Ejemplo 9: Incorporacion de region sintética en laregion FR1/3.

Mas adelante se describen ejemplos para incorporar residuos fijos en secuencias de anticuerpo para los genes de la
cadena ligera kappay lambda, y paralas cadenas pesadas. Las condiciones e xperimentales y los oli gonucleétidos
usados para los ejemplos siguientes se han descrito en ejemplos previos (por ejemplo los Ejemplos 3 y 4).

El proceso para incorporar residuos FR1 fijos en una secuencia lambda de anticuerpo consiste en 3 etapas (véase la
FIG. 18): (1) hibrid ar el material de ADN mo nocatenario que codifica los genes VL con una mezcla d e oligonucleétidos
parcialmente complementarios (indicado con Ext y Puente), para hibridar en este ejemplo con la re gién que codifica los
residuos 5-7 de FR1 de los genes lambda (indicado con X.. X; en los genes |lambda la s uperposicion puede no ser
perfecta algunas veces); (2) ligaci 6n de este complejo; (3) PCR del mate rial ligado con el cebador indicado ('PCRpr') y
por ejemplo un cebador basado en el gen VL. En este proceso los primeros pocos residuos de todos los genes lambda
estaran codificados por las secuencias presentes en los ol igonucleétidos (Ext., Puente o PCRpr). Después de la PCR,
los genes lambda pueden clonarse usando el sitio de restriccion indicado para ApaLl.

El proceso para incorporar residuos FR1 fijos en una secuencia kappa de anticuerpo (FIG. 19) consiste en 3 etapas: (1)
hibridar el material de ADN monocatenario que codifica los genes VK con una mezcla de oligonucleétidos parcialmente
complementarios (indicado con Ext y Bri), para hibridar en este ejemplo con la re gién que codifica los residuos 8-10 de
FR1 de los genes kappa (indicado con X..X; en los genes kappa la superposicion puede no ser perfecta algunas veces);
(2) ligacién de este complejo; (3) PCR del material ligado con el cebador indicado (‘PCRpr') y por ejemplo un cebador
basado en el gen VK. E n este proceso los primeros pocos (8) residuos de todos los genes kappa estaran codificados
por las s ecuencias presentes en los oligonucledtidos (E xt., Puente o P CRpr). Después de la PCR, los genes kappa
pueden clonarse usando el sitio de restriccién indicado para Apall.

El proceso para incorporar residuos FR3 fijos en una secuencia de cadena pesada de anticuerpo (FIG. 20) consiste en 3
etapas: (1) hibridar el material de ADN monocatenario que codifica parte de los genes VH (por ejemplo, que codifica las
regiones FR3, CDR3 y FR4) con una mezcla de oligonucledtidos parcialmente com plementarios (indicado con Ext y
Puente), para hibridar en este ejemplo con la region que codifica los residuos 92-94 (en la region FR3) de los genes VH
(indicado con X..X;enlos g enes VH | a super posicion p uede no ser p erfecta alg unas veces); (2) ligaci 6n de este
complejo; (3) PCR del material ligado con el cebador indicado ('PCRpr') y por ejemplo un cebador basado en el gen VH
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(tal como en la region FR4). En este proceso determinados residuos de todos los genes VH estaran codificados por las
secuencias presentes en los oligonucleétidos usados aqui, en p articular de PCRpr (para los residuos 70-73), o de los
oligonucledtidos Ext/Puente (residuos 74-91). Después de la PCR, los genes VH parciales pueden clonarse usando el
sitio de restriccion indicado para Xbal.

Debera entenderse que lo anterior es sdlo ilustrativo de los principios de esta invencién y que los expertos en la técnica
pueden hacer varias modificaciones sin apartarse del alcance de y el espiritu de la invencion.
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Tabla 1: Secuencias GLG FR3 Humanas

VH1
66
agg
81
gag
93
gcag
aga
gaqg
gcg
aga
gag
gcg
agda
gag
gcg
aga
gag
gca
aga
gag
gca
aga
gag
gcg
aga
gag
gcg
aga
gag
gcg
aga
gag
acg
aga
gag
gca

67

gtec
B2

ctg
94

aga
gtc
ctg
aga
gte
ctg
aga
gte
ctg
aga
gtc
ctg
aca
gtc
ctg
aga
gte
ctg
aga
gtc
ctg
gca
gtc
ctg
aga
gte
ctg
aga
gte
ctg

aca

€8 69 70 T
acc atg acc agg
B2a 82b B2c 83
agc agg ctg aga
95

ga ! 1-028 1
acc att acc agg
agc agc ctg aga
ga ! 1-034 2
acc atg acc agg
agc agc ctg aga
gg ! 1-08# 3
acc atg acc aca
agg agc ctg aga
ga ! 1-18# 4
acc atg acc gag
agc age ctg aga
ga ! 1-24%# 5
acc att acc agg
agc agc ctg aga
ta ! 1-45%# 6
acc atg acc agg
agc agc ctg aga
ga ! 1-46# 7
acc att acc agg
agc agc ctg aga
ga ! 1-58B% B
acg att acc gcg
agc agc ctg aga
ga ! 1-69% 9
acg att acc gcg
agc agc ctg aga
ga ! l-e# 10
acc ata acc qgcqg
agc agc ctg aga
ga ! 1-f8§ 11

T2
gac
84
tct

gac

tct

adac

tct

gac
tct

gac
tct

gac
tct

gac

tct

gac
tce

gac
tct

gac
tct

gac
tct

73
acg
85
gac

aca

gaa

acc

gag

aca

gac

aca
gag

agg
gag

acg

gag

atg
gag

gaa
gag

aaa
gag

acg
gag

24

14
tcc
B6
gac

tcc

gac

tce

gac

tec

gac

tct
gac

tct
gac

tcoe

gac

tcc

gac

tce
gac

tce
gac

tct
gac

75
atc
87

acg

gcg

acg

ata

acg

acg

acg

aca
acg

atg
aca

acg

acg

aca

acg

acg
acg

acg
acg

aca
acg

76
agc
:3:3

gcc

age

gct

agc

gcc

age
gcc

gac
gce

agc
gece

agc

gcc

agc

gcc

agce
gcc

agc

gce

gac
gcc

77
aca
89

gtg

aca
gtg

aCd

gtg

aca

gtg

aca
gtg

aca
atg

aca

gtg

aca

gtg

aca
gtg

aca

gtg

aca
gtg

18
gcc
90
tat

gcc

tat

gece
tat

gee
tat

gcc
tat

gcc
tat

gtec
tat

gcc
tat

gcc
tat

gcc

tat

gcc
tat

79
tac
91
tac

tac

tac

tac
tac

tac

tac

tac

tac

tac
tac

tac

tac

tac

tac

tac
tac

tac
tac

tac
tac

atg
52
tgt

atg

tgt

atg
tgt

atg
tgt

atg
tgt

atg
tgt

atg
tgt

atg
tgt



! VH2
agg
aca
gca
agg
acc
gca
agg
aca
gca

! VH3
cga
caa
gcg
cga
caa
gca
cga
caa
gcg
cga
caa
gca
aga
caa
acc
cga
caa
gcg
cga
caa
gcg
cgg
caa
gcg
cga
caa
gcg
cga
caa

gcg

ctc
atg
cac
ctc
atg
cgg
ctc
atg
cgg

ttc
atg
aga
ttc
atg
aaa
ttc
atg
aga
tte
atg
aga
ttc
atg
aca
ttc
atg
aga
ttc
atg
aga
ttc
atg
aaa
ttc
atg
aaa
tte
atg

aga

acc atc acc aag
acc aac atg gac
aga c! 2-05% 12
acc atc tcc aag
acc aac atg gac
ata c! 2-26% 13
acc atc tcc aag
acc aac atg gac
ata c! 2-708# 14

acc atc tcc aga
aac agc ctg aga
ga ! 3-07# 15

acc atc tcc aga
aac agt ctg aga
gat a! 3-094#16
acc atc tcc agg
aac agc ctg aga
ga ! 3-11# 17

acc atc tcc aga
aac agc ctg aga
ga ! 3-13# 18

acc atc tca aga
aac agc ctg aaa
ga ! 3-15# 19

acc atc tcc aga
aac agt ctg aga
ga ! 3-20% 20

acc atc tcc aga
aac agc ctg aga
ga ! 3-21# 21

acc atc tcc aga
aac agc ctg aga
ga ! 3-23# 22

acc atc tcc aga
aac agc ctg aga
ga ! 3-30# 23

acc atc tcc aga
aac agc ctg aga
ga ! 3303# 24

gac

cct

gac
cct

gac

cct

gac

gcc

gac

gct

gac

gcc

gaa

gcc

gat
acce

gac

gcc

gac

gcc

gac
gce

gac
gct

gac
gct
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acc

gtg

acc

gtg

acc
gtg

aac

gag

aac

gag

aac

gag

aat
999

gat
gag

aac

gag

aac

gag

aat
gag

aat
gag

aat
gag

tce
gac

tcc

gac

tcec

gac

gcc

gac

gcec
gac

gcc

gac

gcc

gac

tca
gac

gce
gac

gcc

gac

tcc
gac

tcc
gac

tcc
gac

aaa

aca

aaa

aca

aaa

aca

aag

acg

aag

acg

aag
acg

aag

acg

aaa

aca

aag

acg

aag

acg

aag

acg

aag
acg

aag

acg

25

aac

gcc

agc

gcc

aac

gcc

aac

gct

aac

gcc.

aac
gcc

aac
gct

aac

gcc

aac

gcc

aac

gct

aac

gcc

aac
gct

aac
gct

cag
aca

cag
aca

cag

acg

tca

gtg

tcc
ttg

tca
gtg

tce
gtg

acg

gtg

tcc
ttg

tca

gtg

acg
gta

acg
gtg

acg
gtg

gtg
tat

gtg
tat

gtg
tat

ctg

tat

ctg
tat

ctg
tat

ttg
tat

ctg
tat

ctg
tat

ctg
tat

ctg
tat

ctg

tat

ctg
tat

gtc
tac

gtc

tac
gtc

tac

tat
tac

tat

tac

tat

tac

tat
tac

tat
tac

tat
cac

tat
tac

tat
tac

tat
tac

tat
tac

ctt
tgt

ctt
tgt

ctt

tgt

ctg

tgt

ctg
tgt

ctg
tgt

ctt
tgt

ctg
tgt

ctg
tgt

ctg
tgt

ctg
tgt

ctg
tgt

ctg
tgt
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cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat ctg
caa atg aac agc ctg aga gct gag gac acg gct gtg tat tac tgt
gcg aaa ga ! 3305# 25

cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat ctg
caa atg aac agc ctg aga gcc gag gac acg gct gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 3-33% 26

cga ttc acc atc tcc aga gac aac agc aaa aac tcc ctg tat ctg
caa atg aac agt ctg aga act gag gac acc gcc ttg tat tac tgt
gca aaa gat a! 3-43#27

cga ttc acc atc tcc aga gac aat gcc aag aac tca ctg tat ctg
caa atg aac agc ctg aga gac gag gac acg gct gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 3-48#% 28

aga ttc acc atc tca aga gat ggt tcc aaa agc atc gcc tat ctg
caa atg aac agc ctg aaa acc gag gac aca gcc gtg tat tac tgt
act aga ga ! 3-49% 29

cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat ctt
caa atg aac agc ctg aga gcc gag gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 3-53# 30

aga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat ctt
caa atg ggc agc ctg aga gct gag gac atg gect gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 3-644% 31

aga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg tat ctt
caa atg aac agc ctg aga gct gag gac acg gct gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 3-66# 32

aga ttc acc atc tca aga gat gat tca aag aac tca ctg tat ctg
caa atg aac agc ctg aaa acc gag gac acg gcc gtg tat tac tgt
gct aga ga ! 3-72# 33

agg ttc acc atc tcc aga gat gat tca aag aac acg gcg tat ctg
caa atg aac agc ctg aaa acc gag gac acg gcc gtg tat tac tgt
act aga ca ! 3-73# 34

cga ttc acc atc tcc aga gac aac gcc aag aac acg ctg tat ctg
caa atg aac agt ctg aga gcc gag gac acg gct gtg tat tac tgt
gca aga ga ! 3-74# 35

aga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aac acg ctg cat ctt
caa atg aac agc ctg aga gct gag gac acg gct gtg tat tac tgt
aag aaa ga ! 3-d# 36

! VR4

cga gtc acc ata tca gta gac aag tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc gecc gcg gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 4-04% 37

cga gtc acc atg tca gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg

26



ES 2375952 T3

aag ctg agc tct gtg acc gcc gtg gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga aa ! 4-28%# 38
cga gtt acc ata tca gta gac acg tct aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg act gcc gcg gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 43014 39
cga gtc acc ata tca gta gac agg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc gcc gcg gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcc aga ga ! 4302# 40
cga gtt acc ata tca gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg act gcc gca gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcc aga ga ! 4304# 41
cga gtt acc ata tca gta gac acg tct aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg act gcc gcg gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 4-314 42
cga gtc acc ata tca gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc gcc gcg gac acg gct gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 4-34% 43
cga gtc acc ata tcc gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc Qcc gca gac acg gct gtg tat tac tgt
gcg aga ca ! 4-39% 44
cga gtc acc ata tca gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc gct gcg gac acg gecc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 4-594 45
cga gtc acc ata tca gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc gct gcg gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 4-61# 46
cga gtc acc ata tca gta gac acg tcc aag aac cag ttc tcc ctg
aag ctg agc tct gtg acc gcc gca gac acg gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 4-b# 47

' VHS
cag gtc acc atc tca gcc gac aag tcc atc agc acc gcc tac ctg
cag tgg agc agc ctg aag gcc tcg gac acc gcc atg tat tac tgt
geg aga ca ! 5-51# 48
cac gtc acc atc tca gct gac aag tcc atc agc act gcc tac ctg
cag tgg agc agc ctg aag gcc tcg gac acc gcc atg tat tac tgt
gcg aga ! 5-a# 49

! VH6
cga ata acc atc aac cca gac aca tcc aag aac cag ttc tcc ctg
cag ctg aac tct gtg act ccc gag gac acg gct gtg tat tac tgt
gca aga ga ! 6-1# 50 .

! VH?

cgg ttt gtc ttc tcc ttg gac acc tct gtc agec acg gca tat ctg
cag atc tgc agce cta aag gct gag gac act gcc gtg tat tac tgt
gcg aga ga ! 74.14 51

27
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Tabla 2: Enzimas que cortan bien 15 0 mas GLG humanos o tienen 5+-base de reconocimiento en la entrada Tipica de

FR3:

Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

BstEIl Ggtnacc 2

1:3 48: 3

Hay 2 aciertos en la base# 3

Maelll gtnac 36

1:4 2:4 3:4 4:4 5:4 6:4
7.4 8:4 9:4 10: 4 11: 4 37:4
37:58 38:4 38: 58 39:4 39: 58 40: 4
40: 58 91: 4 91: 58 42: 4 42: 58 93: 4
43: 58 44: 4 44: 58 45: 4 45: 58 46: 4
46: 58 47: 4 47:58 48: 4 49: 4 50: 58
Hay 24 aciertos en la base# 4

Tsp45l gtsac 33

1:4 2:4 3:4 4:4 5:4 6:4
7.4 8:4 9:4 10: 4 11: 4 37:4
37:58 38:4 38: 58 39: 58 40: 4 40: 58
41: 58 42: 58 43:4 43: 58 44: 4 44: 58
45: 4 45: 58 46: 4 46: 58 47: 4 97: 58
48:4 49:4 50: 58

Hay 21 aciertos en la base# 4

Hphl tcacc 45

1:5 2:5 3:5 4:5 5:5 6:5

28
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

7:5 8:5 11:5 12: 5 12: 11 13:5
14:5 15:5 16:5 17:5 18:5 19:5
20: 5 21:5 22:5 23:5 24:5 25:5
26:5 27:5 28:5 29:5 30: 5 31:5
32:5 33:5 34:5 35:5 36:5 37:5
38:5 40:5 43:5 44:5 45:5 46:5
47:5 48:5 49:5

Hay 44 aciertos en la base# 5

Nlalll CATG 26

1:9 1:42 2:42 3:9 3:42 4:9
4: 42 5:9 5:42 6:42 6:78 7:9
7:42 8: 21 8:42 9:42 10: 42 11: 42
12: 57 13: 48 13: 57 14: 57 31:72 38:9
48:78 49:78

Hay 11 aciertos en la base# 42

Hay 1 acierto en la base# 48 Podria causar desigualdades.

BsaJl Ccnngg 37

1:14 2:14 5:14 6: 14 7:14 8:14
8: 65 9: 14 10: 14 11: 14 12: 14 13: 14
14: 14 15: 65 17: 14 17: 65 18: 65 19: 65
20: 65 21:65 22:65 26: 65 29: 65 30: 65
33:65 34:65 35:65 37:65 38:65 39:65
40: 65 42: 65 43: 65 48: 65 49: 65 50: 65
51: 14
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

Hay 23 aciertos en la base# 65

Hay 14 aciertos en la base# 14

Alul AGct 42

1:47 2: 47 3:47 4:47 5:47 6: 47
7:47 8:47 9: 47 10: 47 11: 47 16: 63
23:63 24: 63 25: 63 31:63 32: 63 36: 63
37: 47 37:52 38:47 38: 52 39: 47 39: 52
40: 47 40: 52 41: 47 41: 52 42: 47 42: 52
43:47 43: 52 44: 47 44: 52 45: 47 45: 52
46: 47 46: 52 47: 47 47: 52 49: 15 50: 47
Hay 23 aciertos en la base# 47

Hay 11 aciertos en la base# 52 Sdlo 5 bases de 47

Blpl GCtnagc 21

1: 48 2: 48 3:48 5:48 6: 48 7. 48
8: 48 9: 48 10: 48 11: 48 37: 48 38: 48
39: 48 40: 48 41: 48 42: 48 43: 48 44: 48
45: 48 46: 48 47: 48

Hay 21 aciertos en la base# 48

Mwol GCNNNNNnngc 19

1:48 2:28 19: 36 22:36 23: 36 24: 36
25: 36 26: 36 35:36 37:67 39: 67 40: 67
41: 67 42: 67 43: 67 44: 67 45: 67 46: 67
47: 67
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

Hay 10 aciertos en la base# 67

Hay 7 aciertos en la base# 36

Ddel Ctnag 71

1:49 1:58 2:49 2:58 3:49 3:58
3:65 4:49 4:58 5:49 5: 58 5: 65
6: 49 6: 58 6: 65 7:49 7:58 7:65
8:49 8:58 9:49 9: 58 9:65 10: 49
10: 58 10: 65 11: 49 11: 58 11: 65 15: 58
16: 58 16: 65 17: 58 18: 58 20: 58 21:58
22:58 23:58 23:65 24:58 24: 65 25: 58
25: 65 26: 58 27:58 27:65 28: 58 30: 58
31:58 31:65 32:58 32: 65 35:58 36: 58
36: 65 37:49 38:49 39: 26 39:49 40: 49
41:49 42: 26 42: 49 43: 49 44: 49 45: 49
46: 49 47: 49 48: 12 4912 51:65

Hay 29 aciertos en la base# 58

Hay 22 aciertos en la base# 49 Solo nueve bases de 58

Hay 16 aciertos en la base# 65 Solo siete bases de 58

Bglll Agatct 11

1:61 2: 61 3: 61 4:61 5: 61 6:61
7: 61 9: 61 10: 61 11: 61 51: 47

Hay 10 aciertos en la base# 61
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

BstY| Rgatcy 12

1:61 2: 61 3: 61 4: 61 5: 61 6:61
7: 61 8: 61 9: 61 10: 61 11: 61 51: 47
Hay 11 aciertos en la base# 61

Hpy188] TCNga 17

1. 64 2:64 3:64 9: 64 5: 64 6: 64
7:64 8: 64 9: 64 10: 64 11: 64 16: 57
20: 57 27:57 35:57 48: 67 49: 67

Hay 11 aciertos en la base# 64

Hay 4 aciertos en la base# 57

Hay 2 aciertos en la base# 67 Podria ser desigual.

Ms1l CAYNNNnRTG 44

1. 72 2:72 3:72 4:72 5:72 6: 72
772 8:72 9:72 10: 72 11: 72 15: 72
17: 72 18: 72 19: 72 21: 72 23:72 24: 72
25: 72 26: 72 28: 72 29: 72 30: 72 31: 72
32: 72 33: 72 34: 72 35: 72 36: 72 37:72
38: 72 39: 72 40: 72 41: 72 42: 72 43: 72
44: 72 45: 72 46: 72 47: 72 48: 72 49: 72
50: 72 51: 72

Hay 44 aciertos en la base# 72

BsiEl CGRYcg 23

1: 74 3:74 4: 74 5:74 7:74 8:74
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

9: 74 10: 74 11: 74 17: 74 22: 74 30: 74
33:74 34: 74 37: 74 38: 74 39: 74 40: 74
41: 74 42: 74 45: 74 46: 74 47: 74

Hay 23 aciertos en la base# 74

Eael Yggccr 23

1: 74 3:74 4: 74 5:74 7:74 8:74
9:74 10: 74 11: 74 17: 74 22: 74 30: 74
33:74 34: 74 37: 74 38: 74 39: 74 40: 74
41: 74 42: 74 45: 74 46: 74 47: 74

Hay 23 aciertos en la base# 74

Eagl Cggccg 23

1: 74 3:74 4: 74 5:74 7:74 8:74
9: 74 10: 74 11: 74 17: 74 22: 74 30: 74
33: 74 34: 74 37: 74 38: 74 39: 74 40: 74
41: 74 42: 74 45: 74 46: 74 47: 74

Hay 23 aciertos en la base# 74

Haelll GGcc 27

1:75 3:75 4:75 5:75 7:75 8:75
9:75 10: 75 11:75 16: 75 17:75 20: 75
22:75 30:75 33:75 34:75 37:75 38:75
39:75 40: 75 41:75 42:75 45:75 46: 75
47:75 48: 63 49: 63

Hay 25 aciertos en la base# 75
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

Bst4Cl ACNgt 65°C 63 Sitios Hay un tercer isoesquizOmero

1: 86 2: 86 3: 86 4: 86 5: 86 6: 86
7:34 7: 86 8: 86 9: 86 10: 86 11: 86
12: 86 13: 86 14: 86 15: 36 15: 86 16: 53
16: 86 17: 36 17: 86 18: 86 19: 86 20: 53
20: 86 21: 36 21: 86 22:0 22: 86 23: 86
24: 86 25: 86 26: 86 27: 53 27: 86 28: 36
28: 86 29: 86 30: 86 31: 86 32: 86 33: 36
33: 86 34: 86 35: 53 35: 86 36: 86 37: 86
38: 86 39: 86 40: 86 41: 86 42: 86 43: 86
44: 86 45: 86 46: 86 47: 86 48: 86 49: 86
50: 86 51: 0 51: 86

Hay 51 aciertos en la base# 86 Todos los demas sitios estan muy lejos

HpyCH4lIll ACNgt 63

1: 86 2: 86 3: 86 4: 86 5: 86 6: 86
7:34 7: 86 8: 86 9: 86 10: 86 11: 86
12: 86 13: 86 14: 86 15: 36 15: 86 16: 53
16: 86 17: 36 17: 86 18: 86 19: 86 20: 53
20: 86 21: 36 21: 86 22: 0 22: 86 23: 86
24: 86 25: 86 26: 86 27: 53 27: 86 28: 36
28: 86 29: 86 30: 86 31: 86 32: 86 33: 36
33: 86 34: 86 35: 53 35: 86 36: 86 37: 86
38: 86 39: 86 40: 86 41: 86 42: 86 43: 86
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

44: 86 45: 86 46: 86 47: 86 48: 86 49: 86
50: 86 51: 0 51: 86

Hay 51 aciertos en la base# 86

Hinfl Gantc 43

2:2 3:2 4:2 5:2 6: 2 7.2
8:2 9:2 9: 22 10: 2 11: 2 15: 2
16: 2 17: 2 18: 2 19: 2 19: 22 20: 2
21: 2 23: 2 24: 2 25: 2 26: 2 27: 2
28: 2 29: 2 30: 2 31: 2 32: 2 33:2
33: 22 34: 22 35:2 36: 2 37:2 38: 2
40: 2 43: 2 44: 2 45: 2 46: 2 47: 2
50: 60

Hay 38 aciertos en la base# 2

Mlyl GAGTCNNNNNnN 18

2:2 3:2 4:2 5:2 6:2 7:2
8:2 9:2 10: 2 11:2 37:2 38:2
40: 2 43:2 44: 2 45: 2 46: 2 47:2
Hay 18 aciertos en la base# 2

Plel gagtc 18

2:2 3:2 4:2 5:2 6: 2 7.2
8:2 9:2 10: 2 11: 2 37: 2 38: 2
40: 2 43: 2 44: 2 45: 2 46: 2 47: 2

Hay 18 aciertos en la base# 2
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

Acil Ccgc 24

2:26 9: 14 10: 14 11: 14 27: 74 37:62
37:65 38: 62 39: 65 40: 62 40: 65 41:65
42: 65 43: 62 43: 65 44: 62 44: 65 45: 62
46: 62 47: 62 47: 65 48: 35 48: 74 49: 74
Hay 8 aciertos en la base# 62

Hay 8 aciertos en la base# 65

Hay 3 aciertos en la base# 14

Hay 3 aciertos en la base# 74

Hay 1 acierto en la base# 26

Hay 1 acierto en la base# 35

-"- Gegg 11

8:91 9: 16 10: 16 11: 16 37:67 39: 67
40: 67 42: 67 43: 67 45: 67 46: 67

Hay 7 aciertos en la base# 67

Hay 3 aciertos en la base# 16

Hay 1 acierto en la base# 91

BsiHKAI GWGCWc 20

2:30 4:30 6: 30 7:30 9: 30 10: 30
12: 89 13: 89 14: 89 37:51 38: 51 39: 51
40: 51 41: 51 42: 51 43: 51 44: 51 45: 51
46: 51 47: 51

Hay 11 aciertos en la base# 51
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

Bsp12861 GDGCHc 20

2:30 4:30 6: 30 7:30 9: 30 10: 30
12: 89 13: 89 14: 89 37:51 38: 51 39: 51
40: 51 41: 51 42: 51 43: 51 44: 51 45: 51
46: 51 47: 51

Hay 11 aciertos en la base# 51

HgiAl GWGCW¢c 20

2:30 4:30 6: 30 7:30 9: 30 10: 30
12: 89 13: 89 14: 89 37:51 38: 51 39: 51
40: 51 41: 51 42: 51 43: 51 44: 51 45: 51
46: 51 47: 51

Hay 11 aciertos en la base# 51

BsoFI GCngc 26

2:53 3:53 5:53 6: 53 7:53 8: 53
8: 91 9: 53 10: 53 11: 53 31:53 36: 36
37: 64 39:64 40: 64 41: 64 42: 64 43: 64
44: 64 45: 64 46: 64 47: 64 48: 53 49: 53
50: 45 51: 53

Hay 13 aciertos en la base# 53

Hay 10 aciertos en la base# 64

Tsel Gewgc 17

2:53 3:53 5:53 6: 53 7:53 8:53
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

9: 53 10: 53 11: 53 31:53 36: 36 45: 64
46: 64 48: 53 49: 53 50: 45 51:53

Hay 13 aciertos en la base# 53

Mnll gagg 34

3: 67 3:95 4:51 5:16 5: 67 6: 67
7. 67 8: 67 9: 67 10: 67 11: 67 15: 67
16: 67 17: 67 19: 67 20: 67 21: 67 22: 67
23: 67 24: 67 25: 67 26: 67 27: 67 28: 67
29: 67 30: 67 31: 67 32: 67 33: 67 34: 67
35: 67 36: 67 50: 67 51: 67

Hay 31 aciertos en la base# 67

HpyCH4V TGca 34

5:90 6: 90 11: 90 12: 90 13: 90 14: 90
15: 44 16: 44 16: 90 17: 44 18: 90 19: 44
20: 44 21: 44 22: 44 23: 44 24: 44 25: 44
26: 44 27: 44 27: 90 28: 44 29: 44 33: 44
34: 44 35: 44 35: 90 36: 38 48: 44 49: 44
50: 44 50: 90 51: 44 51: 52

Hay 21 aciertos en la base# 44

Hay 1 acierto en la base# 52

Accl GTmkac 13 5-base recognition
7:37 11: 24 37:16 38:16 39:16 40: 16
41:16 42: 16 43: 16 44: 16 45: 16 46: 16
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

47: 16

Hay 11 aciertos en la base# 16

Sacll CCGCgg 8 6-base recognition
9:14 10: 14 11: 14 37:65 39:65 40: 65
42: 65 43: 65

Hay 5 aciertos en la base# 65

Hay 3 aciertos en la base# 14

Tfil Gawtc 24

9:22 15: 2 16: 2 17: 2 18: 2 19: 2
19: 22 20:2 21:2 23:2 24:2 25:2
26: 2 27:2 28:2 29:2 30:2 31:2
32:2 33:2 33:22 34:22 35:2 36:2
Hay 20 aciertos en la base# 2

BsmAl Nnnnnngagac 19

15: 11 16: 11 20: 11 21: 11 22: 11 23: 11
24: 11 25: 11 26: 11 27: 11 28: 11 28: 56
30: 11 31: 11 32: 11 35: 11 36: 11 44: 87
48: 87

Hay 16 aciertos en la base# 11

Bpml ctccag 19

15: 12 16: 12 17:12 18: 12 20: 12 21:12
22:12 23:12 24:12 25:12 26: 12 27:12
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

28:12 30: 12 31:12 32:12 34:12 35:12
36: 12

Hay 19 aciertos en la base# 12

Xmnl GAANNnNnttc 12
37:30 38:30 39: 30 40: 30 41: 30 42: 30
43: 30 44: 30 45: 30 46: 30 47: 30 50: 30

Hay 12 aciertos en la base# 30

Bsrl NCcagt 12
37:32 38: 32 39: 32 40: 32 41:32 42: 32
43: 32 44: 32 45: 32 46: 32 47: 32 50: 32

Hay 12 aciertos en la base# 32

Banll GRGCYc 11
37: 51 38: 51 39: 51 40: 51 41: 51 42: 51
43: 51 44: 51 45: 51 46: 51 47: 51

Hay 11 aciertos en la base# 51

Ecl136] GAGctc 11
37: 51 38: 51 39: 51 40: 51 41: 51 42: 51
43: 51 44: 51 45: 51 46: 51 47: 51

Hay 11 aciertos en la base# 51

Sacl GAGCTc 11
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Reconocimiento REname #sitios

GLGid#:base# GLGid#:bas e# GLGid#:base#.

37: 51 38: 51 39: 51 40: 51 41: 51 42: 51
43: 51 44: 51 45: 51 46: 51 47: 51

Hay 11 aciertos en la base# 51
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Tabla 3: 3-23 FR3 sintético de cadenas pesadas humanas que muestra las posiciones de sitios posibles de escision

! Los sitios obtenidos por ingenieria en el gen sintético se muestran en ADN en

mayisculas

' con el nombre RE entre barras verticales (comoen | Xbal |).

! Los RERS encontrados frecuentemente en GLG se muestran debajo de la secuencia

sintética

I con elnombre ala derecha {(como en gtn ac=Maelll{24), iIndicando

que

1 24 de los 51 GLG contienen el sitio).

!

! j===FR3==-=
! 89 90 (codon #
en

L) R F
3-23 sintético)
|legelttel 6

! ADN permitido lcgnittyl

! agzrl

! ga ntc =
HinfI {38)

P ga gtc =
PleI(18)

! ga wtc =
TELiI (20)

! gtn ac =
MaeIII(24)

! gts ac =

Tsp45I(21)

! tc acc =
HphI{44)

!

V' - FR3-==== e el o e e e B e -

! 91 92 93 94 95 86 97 98 99 100 101 102 103 104 105

H T I S R D N =4 K 2] T L Y L Q M

lact|ate |TCTJAGA]gac|aac|tct |aaglaat]act|cte|tac|ttglcaglatg| 51
!"permitide lacnlathltenlcgn|gaylaayltcenlaar|aaylacnittr|taylttricar|atgl

! lagylagrl lagyi jeen| letn|

! 1 gajgac = BsmAI{186) ag ct =
AluI{23)

! cltcc ag = BpmI(19) ) g ctn age =
BlpI(21)

42



ES 2375952 T3

| | g aan nnn ttc = XmnI(12)
| XbaI | tg ca = HpyCH4V(21)

106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120

H 3 L R A E D T A v Y Y c A K
laac|agCITTA|AGglgctigagigac|aCTIGCA|Gtcltacltatitgec|getlaaal 96
| permitido |aay | tenjttelcgn|genlgarigay|acnigecnigtnitay|tayitgylgen|aar|
lagylctnlagr| | I

| 1 cc nng g = BsaJI(23) ac ngt = BgtdCI(51)

| aga tet = BglII(10} i ac ngt = HpyCH4III {(51)
i Rga tcY = BstYI(11) | ac ngt = TaaI({51)

I I e ayn nnn rte = M3alI(44)

I I cg ryc g = BsiEI (23}

I I ¥g gcc r = EaeI(23)

| i cg gce g = EagI(23)

| I lg gcc = HaeIII{25)

I | gag g = MnlI(31)]

IARELIT | | PstI |
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Tabla 4: REadaptadores, Extensores y Puentes usados para la Escisiciony

Captura de Cadenas Pesadas Humanas en FR3.

A: Sondas HpwCH4V de genes HC humanos precisos

'HpyCH4V en FR3 de HC humano, bases 35-56; solo aquellos con sitio TGca

TGeca; 10,
se espera reconocimiento RE: tgca con una lengitud de 4 en
10
1 6-1 agttectccctgeagetgaactce
2 3-11,3-07,3-21,3-72,3-48 cactgtatctgcaaatgaacag
3 3-09,3-43,3-20 ccctgtatctgcaaatgaacag
4 5-51 ccgectacctgcagtggagecag
5 3-15,3-30,3-30.5,3-30.3,3-74,3-23,3-33 cgctgtatctgcaaatgaacag
[ T7-4.1 cggcatatctgcagatctgcag
7 3-73 cggcgtatctgcaaatgaacag
8 5-a ctgcctacctgcagtggagcag
9 3-49 tcgecctatctgcaaatgaacag
B: REdaptadores, Extensores y Puentes HpyCH4V
B.1 REdaptadores
! Que cortan la cadena inferior de HC:
! TmHKeller para 100 mM NacCl, cero formamida
! Edaptadores para escision T ToX
(ON_HCFR36-1) 5'-agttctcecTGCAgctgaacte-3" 68.0 64.5
(ON_HCFR36-1A) 5'-ttcteceTGCAgetgaacte=-3" 62.0 €2.5
(ON_HCFR36-1B) 5'-ttctceccTGCAgctgaac—-3* 56.0 59.9
(ON_HCFR33-135) 3'-cgctgtatcTGCAaatgaacag-3"' 64.0 60.8
(ON_HCFR33-15A) 5'-ctgtatcTGCAaatgaacag-3"' 56.0 56.3
(ON_HCFR33-15B) 5'-ctgtatcTGCRaatgaac-3' 50.0 53.1
(ON_HCFR33-11) 5'-cactgtatcTGCRaatgaacag-3"' 62.0 58.9
(ON_HCEFR35-51) 3'=-ccgectaceTGCRAgtggagcag=-3" 74.0 70.1

B.2 Segmento del gen 3-23 sintético en el que se va a clonar CDR3 capturada

! Xbal...

1D323* cgCttcacTaag tcT aga gac aaC teT aag aaT acT ctC taC

! scab,....... gen diseiiado gen 3-23 -

44
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! HpyCH4V
t . Afl1II...

' Ttg caG atg aac agc TtA agG . . .

B.3 Extensor y Puentes
! Extensor (cadena inferior):
'
(ON_HCHpyEx0l) 5'-cAAQTAgAQAgTATTCTTAgGAGTTgTcICTRAGACTTAQTgAAgCg-3"
! ON_HCHpyEx01 es el complemento inverso de
! 3'-cgCttcacTaag tcT aga gac aaC tcT aag aaT acT ctC taC Ttg -3

! Puentes (cadena superior, superposicién de 9 bases):
!
(ON_HCHpyBr01l6-1) 5'-cgCttcacTaag tcT aga gac aaC tcT aag-
aaT acT ctC taC Ttg CAgctgaac-3' {3'-term C esta
Moqueado)
!
! 3-15 et al. + 3-11
(ON_HCHpyBr023-15) 5'-cgCttcacTaag tcT aga gac aaC tcT aag-
aaT acT ctC taC Ttg CRaatgaac-3' {3'-term C esta

bloqueado)

! 5-51
(ON_HCHpyBr045-51) 5'-cgCttcacTaag tcT aga gac aaC tcT aag-
aaT acT ctC taC Ttg CAgtggagc-3' (3'-term C esta
bloqueado)
!
! Cebador de PCR (cadena superior)

{ON_HCHpyPCR) 5'-cqgCttecacTaag teT _aga gac=3'

C: Sondas Blpl para HC GLG humanos

1 1-58,1-03,1-08,1-69,1-24,1-45,1-46,1-f,1-¢
acatggaGCTGAGCagcctgag
2 . 1-02

acatggaGCTGAGCaggctgag
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3 1-18
acatggagctgaggagecctgag

4 5-51, 5-a
acctgcagtggagcagcctgaa

5 3-15,3-73,3-49,3-72
atctgcaaatgaacagcctgaa

g 3303,3-33,3-07,3-11,3-30,3-21,3-23, 3305, 3-48
atctgcaaatgaacagcctgag

7 3-20,3-74,3-09,3-43
atctgcaaatgaacagtctgag

8 T74.1
atctgcagatctgcagcctaaa

9 . 3-66,3-13,3-53,3-d
atcttcaaatgaacagcctgag

10 3-64

atcttcaaatgggcagcctgag
11 4301,4-28,4302,4-04,4304,4-31,4-34,4-39,4-59,4-61,4-b
ccctgaaGCTGAGCLctgtgac

12 6-1
ccctgcagetgaactctgtgac

13 2-70,2-05
tccttacaatgaccaacatgga

14 2-286

tccttaccatgaccaacatgga

D: REdaptadores, Extensores y Puentes Bipl

D.1 REdaptadores
{BlpF3HC1-58) 5'-~ac atg gaG CTG AGC agc ctg ag-3'
{BlpF3HCB-1) 5'-cc ctg aag ctg agc tet gtg ac-3'
! BlpF3HC6-1 matches 4-30.1, not 6-1.

0.2 Segmento del gen 3-23 sintético en &l que se va a clonar CD3 capturada

! Xbal...
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'D323* cgCttcacTaag TCT AGA gac aaC tcT aag aaT acT ctC taC Ttg
caG atg aac

!

! Af1II...

! agC TTA AGG

.3 Extensor y Puentes

' Puentes

(BlpF3Brl) 5'-cgCttcacTcag tcT aga gaT aaC AGT aaA aaT acT TtG-
taC Ttg caG Ctg al|GC agc ctg-3'

(BlpF3Br2) 5'-cgCttcacTcag tcT aga gaT aaC AGT aah aaT acT TtG-
taC Ttg caG Ctg algc tct gtg-3°

! | la cadena inferior se corta aqui

! Extensor

(BlpF3Ext) 5'-TcAgcTgcAAgTACAAAGTATTTTTACTGTTATCTCTAGA cTgAgTgRAgEg-

3

! BlpF3Ext eselcomplemento inverso de:

! §'-cgCttcacTcag tcT aga gaT aaC AGT aaA aaT acT TtG taC Ttg caG

Ctg a-3°

'

(BlpF3PCR) 5'-cgCttcacTcag tcT aga gaT aaC-3'

E: HpyCH4III Distintas secuencias GLG alrededor del sitio, bases 77-93

1 10241,11864,146647,16949,1e¥#10,311617,353830, 404437, 4301
ccgtgtattactgtgcgagaga

2 103482,307815,321821,33030824, 333826, 348828,364831,366432
ctgtgtattactgtgcgagaga

3 10883
ccgtgtattactgtgcgagagg

4 12485,11f811
ccgtgtattactgtgcaacaga

5 14586
ccatgtattactgtgcaagata

6 ) 15848
ccgtgtattactgtgoggecaga

7 205412
ccacatattactgtgcacacag

8 226413

ccacatattactgtgcacggat
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9
ccacgtattactgtgcacggat
10
ccttgtattactgtgcaaaaga
11
ctgtgtattactgtgcaagaga
12
ccgtgtattactgtaccacaga
13
ccttgtatcactgtgcgagaga
14
ccgtatattactgtgcgaaaga
15
ctgtgtattactgtgcgaaaga
16
ccgtgtattactgtactagaga
17
ccgtgtattactgtgctagaga
18
ccgtgtattactgtactagaca
19
ctgtgtattactgtaagaaaga
20
ccgtgtattactgtgcgagaaa
21
cocgtgtattactgtgoccagaga
22
ctgtgtattactgtgcgagaca
23
ccatgtattactgtgcgagaca
24
ccatgtattactgtgcgaga

ES 2375952 T3

270814
309%16,343827
313818, 374835,61850
315819

320820

323822
330423,3305825
349829

372833

373834

Jdé3s

4284838
4302#40,4304841
439844

351448

Saga9

F: HpyCHA4III REdaptadores, Extensoresy Puentes

F.1 REdaptadores

! ON para escision de HC {inferior) en FR3 (hases 77-97)
! Paraescisioncon HpyCH4III, Bstd4CI, o Taal

! laescision es en la cadena inferior antes de la base 88.

! 77
' 78
TX
{H43.77.97,1-0241) 5'-cc
(H43.77.97.1-0342) 5'-cE
(H43.77.97.10843) 5'-cc
(H43.77.97.323422) 5'-cc
(H43.77.97.330423) 5'-c€

788 888 888 B89 999 999 9
901 234 567 B90 123 456 7

gtg tat tAC TGT gcg aga g-3°'
gtg tat tAC TGT gcgqg aga g-3°
gtg tat tAC TGT gcg aga g-3'
gtd tat tac tgt gcg aFa g-3°
gtg tat tac tgt gcg afa g-3°
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(H43.77.97.439§44) 5°'-c@ gtg tat tac tgt gcg aga B-3' 6260.6

(H43.77.97.551448) 5'-cc ftg tat tac tgt gcg aga B-3' 6260.6

(H43.77.97.5a#49) 5'-cc @tg tat tAC TGT gcg aga B-3' 5858. 3
F.2 Extensor y Puentes

1 Los sitios Xbal y Aflll en los puentes estan bloqueados

{H43.XABrl) 5'-ggtgtagtga-
ITCT|AGt|gac|aac|tct|aag)aat|act|cte| tac| ttg|cagjatg|-
laac|agC]TTt|AGg]gct|gaglgac]|aCTIGCAIGtc]tacltat tgt gcg aga-3'

{H43.XABr2) 5'-ggtgtagtga-
|TCT| AGt |gac|aac|tet|aag|aat|act|cte| tac| ttglcaglatgl-
laac|agCITTt|AGq|gctigaglgac]aCT|GCAIGtc tac|tat tgt gcg aaa-3"'

(H43.XAExt)} 5'-ATAgTAgAcT gcAgTgTccT cAgcccTTAR gcTgTTcATc

TgcARqTAgA-

gAgTATTcTT AgAgTTgTcT cTAgATcAcCT AcAcc-3°'

'H43.XRAExt es el complemento inverso de:

! 53'-ggtgtagtga-

! |TCT|AGA|gac|aac| tetlaag|aat|act] v:.tc.l tac|ttg|caglatg|~-

! laaclagCITTA|AGglgctligagigac|aCTIGCAIGtc|tacltat -3'

(H43.XAPCR) 5'-ggtgtagtga |TCT|AGA|gac|aac-3'
! Los sitios Xbhal y Aflll en los puentes estan blogqueados
(H43.ABrl) 5'-ggtgtagtga-

GCA |G

gac)aCT

tcltac|tat tgt gcg aga-3'

laac)agCLTTt|AGglgctigaglgac|aCT|GCA|Gtcjtacjtat tgt gcg aaa-3°
{(H43.AExt) 5'-ATAgTAgAcTgcAgTgTccTcAgcccTTAAgeTgTTTcACTACRACC-3"
! {H43.RAExt) es el complemento inverso de: 5'-ggtgtagtga-
! Eaaniag!T‘.‘l‘h!g!gct!gag!gac! aCT !GCA!Gtc [tacltat -3
(H43.APCR) 5'-ggtgtagtga laac|agC|TTA|AGqg|qct]g-3"'
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Tabla 7: Sitios RERS en HC GLG FR1 Humanas en las que hay al menos 20 GLG cortados

Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
1.4 1:13 2:13 3:4 3:13 4:13

6:13 74 7:13 8:13 9:4 9:13

10: 4 10: 13 15: 4 15: 65 16: 4 16: 65
17: 4 17: 65 18:4 18: 65 19: 4 19: 65
20: 4 20: 65 21:4 21:65 22: 4 22: 65
23:4 23:65 24: 4 24: 65 25:4 25: 65
26: 4 26: 65 27:4 27:65 28:4 28: 65
29:4 30:4 30: 65 31:4 31:65 32:4

32:65 33:4 33:65 34: 4 39: 65 35:4

35: 65 36: 4 36: 65 37:4 38:4 39: 4

41:4 42: 4 43:4 45:4 46: 4 47: 4

48:4 48: 13 49: 4 49:13 51: 4

Hay 39 aciertos en la base# 4

Hay 21 aciertos en la base# 65

-"- ctgcac 9

12: 63 13: 63 14: 63 39: 63 41: 63 42: 63
44: 63 45: 63 46: 63

Bbvl GCAGC 65

1:6 3:6 6: 6 7:6 8:6 9:6
10: 6 15:6 15: 67 16: 6 16: 67 17:6
17: 67 18: 6 18: 67 19: 6 19: 67 20: 6
20: 67 21:6 21: 67 22:6 22: 67 23:6
23: 67 24:6 24: 67 25:6 25: 67 26:6
26: 67 27:6 27: 67 28:6 28: 67 29: 6
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
30:6 30: 67 31:6 31:67 32:6 32:67
33:6 33: 67 39:6 39: 67 35:6 35: 67
36: 6 36: 67 37:6 38:6 39:6 40: 6

41: 6 42: 6 93: 6 44: 6 45: 6 46: 6

47: 6 98: 6 99: 6 50: 12 51: 6

Hay 43 aciertos en la base# 6 Los sitios en negrita sitios muy cercanos listados mas adelante

Hay 21 aciertos en la base# 67

-"- gctge 13

37:9 38:9 39: 9 40: 3 40: 9 41: 9
42: 9 44: 3 44: 9 45: 9 46: 9 47: 9
50: 9

Hay 11 aciertos en la base# 9

BsoFI GCnge 78

1:6 3:6 6:6 7:6 8:6 9:6
10: 6 15: 6 15: 67 16: 6 16: 67 17:6
17: 67 18: 6 18: 67 19: 6 19: 67 20: 6
20: 67 21:6 21: 67 22:6 22: 67 23:6
23: 67 24:6 24: 67 25:6 25: 67 26:6
26: 67 27:6 27: 67 28:6 28: 67 29: 6
30: 6 30: 67 31:6 31: 67 32:6 32:67
33:6 33: 67 34:6 39: 67 35:6 35: 67
36: 6 36: 67 37:6 37:9 38:6 38:9
39:6 39:9 40: 3 40: 6 40:9 41:6
41:9 42: 6 42:9 43:6 44:3 44: 6
44:9 45:6 45:9 46:6 46:9 47:6

66




ES 2375952 T3

Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)

47:9 48:6 49:6 50: 9 50: 12 51:6

Hay 43 aciertos en la base# 6 Frecuentemente aparecen juntos.

Hay 11 aciertos en la base# 9

Hay 2 aciertos en la base# 3

Hay 21 aciertos en la base# 67

Tsel Gewge 78

1:6 3:6 6:6 7:6 8:6 9:6
10: 6 15:6 15: 67 16: 6 16: 67 17:6
17: 67 18: 6 18: 67 19: 6 19: 67 20: 6
20: 67 21:6 21: 67 22: 6 22: 67 23:6
23: 67 24:6 24: 67 25:6 25: 67 26: 6
26: 67 27:6 27: 67 28:6 28: 67 29:6
30:6 30: 67 31:6 31: 67 32:6 32: 67
33:6 33: 67 34:6 34: 67 35:6 35: 67
36: 6 36: 67 37:6 37:9 38:6 38:9
39:6 39:9 40: 3 40: 6 40: 9 41:6
41:9 42: 6 42: 9 43: 6 44: 3 44: 6
44:9 45:6 45:9 46: 6 46: 9 47:6
47:9 48: 6 49: 6 50: 9 50: 12 51:6

Hay 43 aciertos en la base# 6 Frecuentemente juntos.

Hay 11 aciertos en la base# 9

Hay 2 aciertos en la base# 3

Hay 1 acierto en la base# 12

Hay 21 aciertos en la base# 67
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
MspAIll CMGckg 48

1:7 3:7 4:7 5:7 6:7 77
8:7 9:7 10: 7 11:7 15:7 16: 7
17:7 18:7 19:7 20:7 21:7 22:7
23:7 29:7 25:7 26:7 277 28:7
29:7 30:7 31:7 32:7 33:7 34:7
35:7 36:7 37:7 38:7 39:7 40: 1
40: 7 41:7 42:7 44:1 44:7 45:7
46: 7 47:7 48:7 49: 7 50:7 51:7

Hay 46 aciertos en la base# 7

Pvull CAGctg 48

1.7 3:7 4:7 5:7 6:7 7.7
8:7 9:7 10: 7 11:7 15:7 16:7
17:7 18:7 19:7 20:7 21:7 22:7
23:7 24:7 25:7 26:7 27:7 28:7
29:7 30:7 31:7 32:7 33:7 34:7
35:7 36:7 37:7 38:7 39:7 40:1
40:7 41:7 42:7 44:1 44:7 45:7
46: 7 47:7 48:7 49:7 50: 7 51:7

Hay 46 aciertos en la base# 7

Hay 2 aciertos en la base# 1

Alul AGct 54
1:8 2:8 3:8 4:8 4:24 5:8
6:8 7:8 8:8 9:8 10: 8 11:8
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
15: 8 16: 8 17:8 18: 8 19: 8 20: 8
21:8 22:8 23:8 24:8 25:8 26: 8
27:8 28:8 29: 8 29: 69 30: 8 31:8
32:8 33:8 34:8 35:8 36: 8 37:8
38:8 39:8 40: 2 40:8 41:8 42: 8
43:8 44:2 44:8 45:8 46:8 47:8
48:8 48: 82 49:8 49: 82 50: 8 51: 8

Hay 48 aciertos en la base# 8

Hay 2 aciertos en la base# 2

Ddel Ctnag 48

1. 26 1:48 2:26 2:48 3:26 3:48
4:26 4: 48 5:26 5:48 6: 26 6: 48
7:26 7:48 8:26 8:48 9: 26 10: 26
11: 26 12: 85 13:85 14: 85 15: 52 16: 52
17: 52 18: 52 19: 52 20: 52 21:52 22:52
23:52 24:52 25: 52 26: 52 27:52 28: 52
29: 52 30: 52 31: 52 32:52 33:52 35:30
35: 52 36: 52 40: 24 49: 52 51:26 51:48

Hay 22 aciertos en la base# 52 52 y 48 nunca juntos.

Hay 9 aciertos en la base# 48

Hay 12 aciertos en la base# 26 26 y 24 nunca juntos.

Hphl tcacc 42
1: 86 3: 86 6: 86 7: 86 8: 80 11: 86
12:5 13:5 14: 5 15: 80 16: 80 17: 80
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
18: 80 20: 80 21:80 22:80 23:80 24: 80
25:80 26: 80 27:80 28: 80 29: 80 30: 80
31: 80 32: 80 33: 80 34: 80 35: 80 36: 80
37:59 38: 59 39: 59 40: 59 41: 59 42: 59
43: 59 44: 59 45: 59 46: 59 47:59 50: 59

Hay 22 aciertos en la base# 80 80 y 86 nunca juntos

Hay 5 aciertos en la base# 86

Hay 12 aciertos en la base# 59

BssKI Nccngg 50

1:39 2:39 3:39 4:39 5:39 7:39
8:39 9:39 10: 39 11: 39 15: 39 16: 39
17: 39 18: 39 19: 39 20: 39 21:29 21:39
22:39 23:39 24: 39 25:39 26: 39 27:39
28:39 29:39 30: 39 31:39 32:39 33:39
34: 39 35:19 35:39 36: 39 37:24 38:24
39:24 41: 24 42: 24 44: 24 45: 24 46: 24
47: 24 48: 39 48: 40 49: 39 49: 40 50: 24
50: 73 51:39

Hay 35 aciertos en la base# 39 39 y 40 juntos dos veces.

Hay 2 aciertos en la base# 40

BsaJdl Ccnngg 47

1:40 2:40 3:40 4:40 5:40 7:40
8:40 9:40 9: 47 10: 40 10: 47 11: 40
15: 40 18: 40 19: 40 20: 40 21: 40 22: 40
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
23:40 24: 40 25: 40 26: 40 27:40 28: 40
29: 40 30: 40 31:40 32:40 34: 40 35:20
35: 40 36: 40 37:24 38:24 39:24 41: 24
42:24 44: 24 45: 24 46: 24 47:24 48: 40
48: 41 49: 40 49: 41 50: 74 51: 40

Hay 32 aciertos en la base# 40 40 y 41 juntos dos veces

Hay 2 aciertos en la base# 41

Hay 9 aciertos en la base# 24

Hay 2 aciertos en la base# 47

BstNI CCwgg 44

PspGl ccwgg

ScrFI(SM.Hpall) CCwgg

1:40 2:40 3:40 4:40 5:40 7:40
8:40 9: 40 10: 40 11: 40 15: 40 16: 40
17: 40 18: 40 19: 40 20: 40 21:30 21:40
22:40 23:40 24: 40 25:40 26: 40 27:40
28:40 29:40 30: 40 31:40 32: 40 33:40
34: 40 35: 40 36: 40 37:25 38:25 39:25
41: 25 42: 25 44: 25 45: 25 46: 25 47: 25
50: 25 51:40

Hay 33 aciertos en la base# 40

ScrFl CCngg 50

1: 40 2:40 3:40 4:40 5:40 7:40

8:40 9:40 10: 40 11: 40 15: 40 16: 40
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
17: 40 18: 40 19: 40 20: 40 21:30 21:40
22:40 23:40 24: 40 25:40 26: 40 27:40
28:40 29:40 30: 40 31:40 32: 40 33:40
34: 40 35:20 35: 40 36: 40 37:25 38:25
39:25 41:25 42: 25 44: 25 45:25 46: 25
47:25 48: 40 48: 41 49: 40 49: 41 50: 25
50: 74 51: 40

Hay 35 aciertos en la base# 40

Hay 2 aciertos en la base# 41

Eco0O1091 RGgnccy 34

1:43 2:43 3:43 4:43 5:43 6:43
7:43 8:43 9:43 10: 43 15: 46 16: 46
17: 46 18: 46 19: 46 20: 46 21:46 22: 46
23: 46 24: 46 25: 46 26: 46 27: 46 28: 46
30: 46 31: 46 32: 46 33:46 34: 46 35: 46
36: 46 37:46 43:79 51:43

Hay 22 aciertos en la base# 46 46 y 43 nunca juntos

Hay 11 aciertos en la base# 43

N1alV GGNncc 71

1:43 2:43 3:43 4:43 5:43 6:43
7:43 8:43 9:43 9:79 10: 43 10: 79
15: 46 15: 47 16: 47 17: 46 17: 47 18: 46
18: 47 19: 46 19: 47 20: 46 20: 47 21: 46
21: 47 22: 46 22: 47 23: 47 24: 47 25: 47
26: 47 27: 46 27: 47 28: 46 28: 47 29: 47
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
30: 46 30: 47 31:46 31:47 32:46 32:47
33:46 33:47 34: 46 34: 47 35:46 35:47
36: 46 36: 47 37:21 37:46 37:47 37:79
38: 21 39: 21 39:79 40: 79 41: 21 41:79
42: 21 42:79 43:79 44: 21 44:79 45: 21
45:79 46: 21 46: 79 47: 21 51: 43

Hay 23 aciertos en la base# 47 46 y 47 frecuentemente juntos

Hay 17 aciertos en la base# 46 Hay 11 aciertos en la base# 43

Sau96l Ggncc 70

1: 44 2:3 2:44 3:44 4: 44 5:3 5:44 6: 44
7:44 8:22 8:44 9:44 10: 44 11:3 12: 22 13: 22
14: 22 15: 33 15: 47 16: 47 17: 47 18: 47 19: 47 20: 47
21: 47 22: 47 23:33 23: 47 24: 33 24: 47 25:33 25: 47
26: 33 26: 47 27: 47 28: 47 29: 47 30: 47 31:33 31: 47
32: 33 32: 47 33: 33 33: 47 34: 33 34: 47 35: 47 36: 47
37: 21 37:22 37: 47 38: 21 38: 22 39: 21 39: 22 41: 21
41: 22 42: 21 42: 22 43: 80 44: 21 44: 22 45: 21 45: 22
46: 21 46: 22 47: 21 47:22 50: 22 51: 44

Hay 23 aciertos en la base# 47 Estos no ocurren juntos.

Hay 11 aciertos en la base# 44

Hay 14 aciertos en la base# 22 Estos aparecen juntos.

Hay 9 aciertos en la base# 21

BsmAIl GTCTCNnnnn 22
1: 58 3: 58 4:58 5:58 8: 58 9: 58
10: 58 13: 70 36:18 37:70 38:70 39:70
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
40:70 41:70 42:70 44:70 45:70 46:70
47:70 48: 48 49: 48 50: 85

Hay 11 aciertos en la base# 70

-"- Nnnnnngagac 27

13:40 15: 48 16: 48 17:48 18:48 20: 48
21:48 22: 48 23:48 24: 48 25:48 26: 48
27:48 28:48 29: 48 30: 10 30: 48 31: 48
32:48 33:48 35:48 36: 48 43: 40 44: 40
45: 40 46: 40 47: 40

Hay 20 aciertos en la base# 48

Avall Ggwcc 44

Sau96l($M.Haelll) Ggwce 44

2:3 5:3 6: 44 8:44 9: 44 10: 44
11:3 12: 22 13: 22 14: 22 15:33 15: 47
16: 47 17: 47 18: 47 19: 47 20: 47 21: 47
22: 47 23:33 23: 47 24:33 24: 47 25:33
25: 47 26: 33 26: 47 27: 47 28: 47 29: 47
30: 47 31:33 31: 47 32:33 32: 47 33:33
33:47 34:33 34: 47 35: 47 36: 47 37: 47
43:80 50: 22

Hay 23 aciertos en la base# 47 44 y 47 nunca juntos

Hay 4 aciertos en la base# 44

PpuMI RGgwccy

27
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
6:43 8:43 9:43 10: 43 15: 46 16: 46
17: 46 18: 46 19: 46 20: 46 21: 46 22: 46
23: 46 24: 46 25: 46 26: 46 27: 46 28: 46
30: 46 31:46 32:46 33: 46 34: 46 35: 46
36: 46 37:46 43:79

Hay 22 aciertos en la base# 46 43 y 46 nunca aparecen juntos.

Hay 4 aciertos en la base# 43

BsmFI GGGAC 3

8:43 37:46 50: 77

-"- gtcce 33

15: 48 16: 48 17: 48 1:0 1:0 20: 48
21:48 22:48 23: 48 24: 48 25: 48 26: 48
27:48 28:48 29: 48 30:48 31:48 32:48
33:48 34:48 35:48 36:48 37:54 38: 54
39:54 40: 54 41: 54 42: 54 43: 54 44: 54
45: 54 46: 54 47: 54

Hay 20 aciertos en la base# 48

Hay 11 aciertos en la base# 54

Hinfl Gantc 80

8:77 12: 16 13: 16 14: 16 15: 16 15: 56
15: 77 16: 16 16: 56 16: 77 17: 16 17: 56
17:77 18: 16 18: 56 18: 77 19: 16 19: 56
19: 77 20: 16 20: 56 20: 77 21: 16 21: 56
21:77 22:16 22: 56 22:77 23: 16 23: 56
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
23:77 24:16 24: 56 24:77 25:16 25: 56
25:77 26: 16 26: 56 26:77 27: 16 27: 26
27: 56 27:77 28: 16 28: 56 28: 77 29: 16
29: 56 29: 77 30: 56 31:16 31: 56 31:77
32:16 32: 56 32:77 33:16 33: 56 33:77
34:16 35:16 35: 56 35:77 36: 16 36: 26
36: 56 36: 77 37:16 38:16 39:16 40: 16
41:16 42: 16 44: 16 45: 16 46: 16 47:16
48: 46 49: 46

Hay 34 aciertos en la base# 16

Tfil Gawtc 21

8: 77 15:77 16: 77 17:77 18: 77 19: 77
20: 77 21: 77 22:77 23: 77 24:77 25:77
26:77 27: 77 28: 77 29:77 3177 32:77
33:77 35:77 36: 77

Hay 21 aciertos en la base# 77

Mlyl GAGTC 38

12: 16 13: 16 14: 16 15: 16 16: 16 17: 16
18: 16 19: 16 20: 16 21:16 22: 16 23: 16
24:16 25:16 26: 16 27:16 27:26 28: 16
29: 16 31:16 32:16 33:16 34:16 35:16
36: 16 36: 26 37:16 38:16 39:16 40: 16
41:16 42: 16 44: 16 45: 16 46: 16 47:16
48: 46 49: 46
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Bsgl GTGCAG

71 (corta 16/14 bases a la derecha)

Hay 34 acierto

s en labase# 1

-"-GACTC 21

15: 56 16: 56 17: 56 18: 56 19: 56 20: 56
21: 56 22: 56 23: 56 24: 56 25: 56 26: 56
27: 56 28: 56 29: 56 30: 56 31: 56 32: 56
33:56 35: 56 36: 56

Hay 21 aciertos en la base# 56

Plel gagtc 38

12: 16 13: 16 14: 16 15: 16 16: 16 17: 16
18: 16 19: 16 20: 16 21:16 22: 16 23: 16
24:16 25: 16 26: 16 27:16 27:26 28: 16
29: 16 31: 16 32:16 33:16 34: 16 35: 16
36: 16 36: 26 37:16 38: 16 39: 16 40: 16
41:16 42: 16 44: 16 45: 16 46: 16 47:16
48: 46 49: 46

Hay 34 aciertos en la base# 16

-"- gactc 21

15: 56 16: 56 17: 56 18: 56 19: 56 20: 56
21: 56 22: 56 23: 56 24: 56 25: 56 26: 56
27: 56 28: 56 29: 56 30: 56 31: 56 32: 56
33:56 35: 56 36: 56

Hay 21 aciertos en la base# 56

AlwNI CAGNNNctg 26

15: 68 16: 68 17: 68 18: 68 19: 68 20: 68
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Bsgl GTGCAG 71 (corta 16/14 bases a la derecha)
21:68 22:68 23: 68 24: 68 25: 68 26: 68
27: 68 28: 68 29: 68 30: 68 31: 68 32: 68
33:68 34: 68 35: 68 36: 68 39: 46 40: 46
41:46 42: 46

Hay 22 aciertos en la basel 68
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Tabla 8: Kappa FR1 GLG

11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

113 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 23

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! o12
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! 02
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! 0l8
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! 08
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TeC ! A20
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! A30
AAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCT GCC ATG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT ! L14
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCA CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT ! L1
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCA CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT ! L15
GCC ATC CAG TTG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! 14
GCC ATC CAG TTG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! LlB
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCT TCC GTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT ! L5
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCT TCT GTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT ! L19
GAC ATC CAG TTG ACC CAG TCT CCA TCC TTC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! L8
GCC ATC CGG ATG ACC CAG TCT CCA TTC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! L23

GCC ATC CGG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCA TTC TCT
GCA TCT ACA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT ! L9
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GTC ATC TGG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TTA CTC TCT

GCA TCT ACA GGA GAC AGA GTC ACC ATC AGT TGT ‘! L24
GCC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! L1l
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCT TCC ACC CTG TCT

GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC ! L12
GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CCA CTC TCC CTG CCC

GTC ACC CCT GGA GAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! 011
GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CCA CTC TCC CTG CCC

GTC ACC CCT GGA GAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! ol

GAT GTT GTG ATG ACT CAG TCT CCA CTC TCC CTG CCC

GTC ACC CTT GGA CAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! Al7
GAT GTT GTG ATG ACT CAG TCT CCA CTC TCC CTG CCC

GTC ACC CTT GGA CAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! Al

GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CCA CTC TCT CTG TCC

GTC ACC CCT GGA CAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! Al8
GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CCA CTC TCT CTG TCC

GTC ACC CCT GGA CAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! A2

GAT ATT GTG ATG ACT CAG TCT CCA CTC TCC CTG CCC

GTC ACC CCT GGA GAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! Al9
GAT ATT GTG ATG ACT CAG TCT CCA CTC TCC CTG CCC

GTC ACC CCT GGA GAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! A3

GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CCA CTC TCC TCA CCT

GTC ACC CTT GGA CAG CCG GCC TCC ATC TCC TGC ! A23
GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT CCA GGC ACC CTG TCT

TTG TCT CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC ! A27
GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT

TTG TCT CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC ! All
GAA ATA GTG ATG ACG CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT

GTG TCT CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC ! L2

GAA ATA GTG ATG ACG CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT

GTG TCT CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC ! Lle
GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT

TTG TCT CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC ! L6

GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT
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TTG
GAA
TTG
GAC
GTG
GAA
GCG
GAA
GTG
GAA
GTG
GAT
GTG

TCT
ATT
TCT
ATC
TCT
ACG
ACT
ATT
ACT
ATT
ACT
GTT
ACT

cca
GTA
CCA
GTG
CTG
ACA
CCA
GTG
cca
GTG
CCA
GTG
cca

GAA
ACA

GAA.

ACC
GAG
ACG
GAC
ACT
GAG
ACT
GAG

, ACA

GAG

GCC
TCT
GCC
TCT
GCC
TCT
GTC
TCT
GTC
TCT
GTC
TCT
GTC
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ACC
cca
ACC
cCca
ACC
CcCa

cca
ACC
cca
ACC
cca
ACC

CTC
GCC
CTC
GAC
ATC
GCA
ATC
GAC
ATC
GAC
ATC
GCT
ATC
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TCC
ACC
TCC
TCC

TTC
TCC
TTT
ACC
TTT
ACC
TTC
ACC

TGC
CTG
TGC
CTG
TGC
ATG
TGC
CAG
TGC
CAG
TGC
CTC
TGC

TCT

GCT

TCA

TCT

TCT

TCT

L20

L25

B3

B2

A26

Al0

Al4


MBORLAFG
Texto escrito a máquina
81

MBORLAFG
Texto escrito a máquina

MBORLAFG
Texto escrito a máquina
ES 2 375 952

MBORLAFG
Texto escrito a máquina


ES 2375952 T3

9eel - 8LE | L¥EL 90€ 1 GIEL cle L 6vel €0€ | €2El - 69€1-10€L 871
9ech - 8lcl /L 14 3°174" clel 6 el € 0c1 €0c1 69¢l-102l 6171
19 - 8Ll L vLLGLLL ¢l 6vlLl - €011 69L1-10L1 G1
9¢01 9201 8L0 | ¥0L 900 | Glol L0 | 6v0L €001 - 6901-1001 811
9€6 9¢6 816 Lv6 90 6 Gl6 ¢l6 616 €0 6 €¢6 - 696-106 1
9€8 9¢8 818 L¥8 Gl8 4%] 618 €0 8 €¢8 €08 698-108 G111
9€L 9¢L 8lL. YAZA GLL 493 6v. €0 L €dl €0. 69/-104 11
9€9 - 819 L¥9 Gl9 cl9 619 €09 €09 699-109 11
9€g 9¢S 8lG LyS GlS cls 615 €0 G €¢§ €0S 69G6-10G 0€V
9EY 9cy 15134 Lvy Sy 4%% (51474 €0 v € €0y 691-10¥ 0¢VY
9ge 9ce 123 LvE 123 43 6v€ €0 € €¢¢€ €0€ 69€-10€ 80
9€¢ 9¢c 8l¢c VA7 15174 [4%4 6v¢ €0 ¢ €¢¢ €0¢ 69¢-10¢ 810
o€l 9cl 8LL Lyl Sl 493 6Vl €0 | €L €01 691°101 ¢O
9€ 9¢ 8 VA 4 Sl 14 L 6V € €¢ € 69-1 ¢lO
IMA

Ay HOAdH IIUA vwsg 1sg 1did <--> < o4 IS

euewnH eddey] H19 LY US SOpPBIUOOUS SHIY SONIS 6 e|ge

82



ES 2375952 T3

- 6¢l¢ 9 GlC----- 69/¢-10.¢ €2V

- 9G9¢ 8 19¢ - [4 L9¢ - - 699¢-109¢ €V

- 966¢ 8 LGe - [4 LG¢ -- 69G¢-10S¢C 61V

- osve----- 69¥¢-10¥¢ ¢V

- 9 G€g----- 69€¢-10€C 8LV

- 96¢¢ 8 Lee - [4 Lec-- 69¢¢-10¢¢ |V

- 9G1¢ 8 be- [4 bie-- 691¢-101C LIV

- 960¢ aii 690¢-100¢ LO

- 9661 ----- 6961-1061 L1O
IIMA

9e8l - 88l /L ¥81 Gi8l cl8l 6 ¥8l € 08l €081 6981-1081 ¢l
9¢/l1 9cll 8LL | VL Sl cllL L evil €0L | €2/l €021 6921-1041 L1
9€91 - 8L9 | /¥9l Glol ¢l9 1 6v9l 809 | €29l €091 6991-1091 21
9€G1 9¢S1 8LGlL L¥SL GGl ¢Sl 6vSL| €0SL 80GL €cSi €061 69G1-10G1 671
oeyl - 8Lyl Lvvl Syl clvl 6vvl 80¥L €0yl eovl 6971-10vl €21
YA

Ay HOAdH N [vwsg Hsg [did <--> < o4 IS

83



ES 2375952 T3

IMA

<0€6¢€ 816¢ - 4 L6€ - - 696€-106€ V1V
818¢ - 4 18€ - - 698¢-108€ 0LV

8L.¢E - 4 LLE-- 69.€-10.€ 9¢V

IAMA

819¢€ /¥9€ - 6 v9€ - - 699€-109¢€ ¢8

VAN

> GGE 81G€ 6€SE GlGe clGe €06¢ 69G€-10G€ €4
AN

09v¢ 8lLYE 6 Ve - 4 Lye - - 69¥€-10v€ G2
09ge 8lEE 6 €€¢ - 4 LEE - - 69€€-10€€ 021
09¢e 8lCE 6 €¢¢E - [4 Lee - - 69¢€-10¢€ 91
091€ 8LLE 6 €LE- [4 bLE-- 691€-10L€ 911
090¢ 8L0€ 6 €0€ - 4 L0¢ - - 690€-100€ 21
096¢ 8l6¢ 6 €6¢ - [4 L6¢C - - 696¢-106¢ L1V
098¢ 8l8¢ 6 €8¢ - 4 18¢-- 698¢-108¢ LeV

XA

84



ES 2375952 T3

0G1 9961 GGGl €651 GGl L Gl LEGL 69G1-10G1 671
ovl 9Svl 1143 %143 Svl L vl LEVL 69rL-LOvl €271
- 96¢1 GGeL €6€L SeL L el LEEL 69€1-10€} 81

- 9G¢1 GGcl €6¢l Gcl L vel LE2l 69¢1-102l 611
-9GL1L GGl €611 SLL 1 Vil LELL 6911-10L1 G

- 9601 GGol €601 SoL 1L ¥0l LE0L 6901-1001 811

- 966 GG6 €66 €66 L¥6 LEG 696-106 1

- 968 Ga8 €68 €68 L¥8 LE8 698-108 G111

- 96/ GG/ €6/ €6/ Wl €L 69/-10Z 11

- 969 GG9 €369 €369 L¥9 LE9 699-109 v171

- 969 GGS €65 €GS L¥G LES 69G-10G 0EV

- 96y GGy 514 €G¥ Ly LEV 69¥-10v 0¢V

- 9G¢ GGe €G€ €6¢€ LYE LEE 69€-10€ 80

- 9G¢ 114 €G6¢ €6¢ Lve L€C 69¢-10¢ 810

- 9G1 GGl €61 €61 Ivl LEL 691-10l 2¢O

- 99 [ €9 €5 Ly L€ 69-1 ¢lO

IMA

85



ES 2375952 T3

696¢-106¢ L1V

698¢-108¢ L2V

HIMA
- €L .8€.C 1€12 8L.2 8 V12 -- 6912-101Z €2V
2592 8£9Z 1€92 z192 z 192 - - 6992-109Z €V
2552 8€5C 1€52 2152 4 162 - - 6952-1052 61V
zsve 8EYC LE¥T 8l¥C 8 e -- 69v2-10vZ 2V
zsee 8€€T 1€€2 8l€C 8 L€z - - 69€2-10€2 8LV
zsee 8€TT 1€22 zree z lez-- 6922-1022 LV
51z 8€1Le L€12 zLe 4 Le-- 691271012 LIV
z502 8€0Z 1€02 8102 8 102 - - 6902-100Z LO
2561 8€61 1€61 8161 8 16l - - 6961-106) 11O
IIMA
968l elets] €58l € a8l L 81 L€81 6981-1081 211
9G/1 GG/L €G/1 € GLL L vl LELL 692L-10LL L1
9591 eleTe] €591 € GoL L ¥9l €91 6991-1091 ¥21
SOl}IS sowsiw
ZGXX QOXX |dSl [[BdH | Z9XX 9GXX 8EXX |UdH | IGFds L lleen -> < < [AIN BUIH 19}S INE)S

86



69-1 ¢1O

IMA

AINOBN EPXX 0EXX EPXX

160Gds 1 llI°eeH 80BD |4isg | pHXX LyXX 0gxx lwdd| zZ XX (INISN) IMssg iresq
9G6€ <C96€ L€6E GS6€E 6€6¢ €6¢€ - - 696€-106€ VIV
968 € 298¢ €8 € GS68¢ Cl8 €6€8¢ ¢l8 €6€£8¢ - - 698€-108€ 0LV
96, €¢29.¢€ L€l €6SG.€ ¢llL €6€ELE ¢lL €6ELE - - 69.€-10.€ 9¢V
IAMA
6€9¢€ - - 699€-109¢ ¢4
VAN
Ge¢Sse - - 69G¢-106¢€ €4

ES 2375952 T3

AT

69¥€-10¥€ GCT1

69€€-10€€ 0C1

69¢€-10¢€ 91

691€-101€ 9171

690€-100€ ¢

XA

87




69G1-1061 61

69v1-10¥L €21

69€1-10€L 871

69¢1-10¢1 6171

6911-10L1 G1

6901-1001} 8171

696-106 1

698-108 G111

692-10Z 11

699-109 ¥11

695-10G 0V

ES 2375952 T3

69¥-10¥ 0¢VY

69€-10€ 80

69¢-10¢ 810

691-10l 2¢O

IMA

AINOBN

80B] [dis9

PPXX L pXX 0gxx Jwdg

EHXX OEXX
ZZ xx (INI1SN) IMssg

CrXX BeXX

CHXX

iresg

88




ES 2375952 T3

€082 - - 0z8 ¢ ¥8c 228 Tevee €8¢ 6982-1082 L2V
HIMA
- 14X 5.2 - - Tvle 69.2-10.2 €2V
- 7992 L G9Z ¥9Z € ¥92 2v92 6992-1092 €V
- 4°1°14 | GGz v¥Se € ¥S2C 2¥Se 6952-1052 61V
- 4144 LS¥2 - evie zvve 69v72-10¥Z 2V
- asiord [Xelord - evee zvee 69€2-10€2 8LV
- vSee (Xerad - - zvee 6922-1022 LV
- vS12 1S12 - - 4 4% 6912-10L2 LIV
- 7502 L S0z 02 € 02 202 6902-1002 LO
- ¥S61 156 | ¥¥61 €v6 | Zv6l 6961-106l L1O
IIMA
- - - 6981-1081 2}
- - - 69/1-10L1 111
- - - --- 6991-109} 21
IMA
AIINOBN -> < < CPXX QEXX XX
I605ds LieeH || @eN| 8oeD |4isa| pyXX LyXX 0gXX lwdg| zg XX (INISN) IMssg| zbxx  62XX  Iresd

89



ES 2375952 T3

- - 0cee | ¥6€ € Y6€ €V6¢€ 696€-106€ V1V
€08¢ - 0¢8¢ - 698¢-108€ 0LV
€0.€ - 0c.le - 69.€-10.€ 9¢V

IAMA

- 029¢ ¥9€ €V9€ 699€-109¢ ¢4

AN

451°1> 0¢Ge 0€se 6¢S¢ 69G¢-106¢ €4

AN

€0ve - ocve | e € e Evve 69¥€-10¥€ G2
€0€E - ocee | vee € YEE EVEE 69€€-10€€ 021
€0¢E - 0cee | e € V2€ €vee 69¢€-10¢€ 91

- - ocie | 1458 145%342% 691€-10L€ 911

- - 3 v0€ € ¥0€ €v0€ 690€-100€ 21
€06¢ - 0c6e | v6C € Y6¢ €v6¢ 696¢-106¢ L1V

XA

90



ES 2375952 T3

Tabla 10 Secuencias GLG de FR1 Lambda

VL1

e

VL3

CAG
GCC

cag

gcc

cag

Acc

cag

Acc

cag
gce

CaG
TCT

'cag

tct

TCT GTG CTG ACT CAG CCA CCC TCG GTG TCT GAA
CCC AGG CAG AGG GTC ACC ATC TCC TGT ! 1la

tct gtg ctg acG cag c¢ccG ccc tcA gtg tct gGG
ccA Ggg cag agg gtc acc atc tec tgC ! 1le

tct gtg ctg act cag cca ccc tcA gCg tct gGG
ccc Ggg cag agg gtc acc atc tcT tgt ! 1c

tct gtg ctg act cag cca ccc tcA gCg tct gGG
ccc Ggg cag agg gtc acc atc teT tgt ! 1g

tct gtg Ttg acG cag ccG ccc tcA gtg tct gCG
ccA GgA cag aAg gtc acc atc tcc tgC ! 1b

TCT GCC CTG ACT CAG CCT CCC TCC GCG TCC GGG
CCT GGA CAG TCA GTC ACC ATC TCC TGC ! 2c¢

tct gcc ctg act cag cct cGec tcA gTg tcc ggg
cCt gga cag tca gtc acc atc tcc tgec! 2e

cag tct gcc ctg act cag cct Geec tce gTg tcT ggg

tct cct gga cag tcG Atc acc atc tccec tge ! 2az2

'cag

tct

.cag

tct

TCC
TCC

tcc

Gee

tcc

tce

tcc

tcc

tct gcc ctg act cag cct ccc tce gTg tcc ggg
cct gga cag tca gtc acc atc tcc tge ! 2d

tct gcc ctg act cag cct Gee tcec gTg tcT ggg
cct gga cag tcG Atc acc atc tcc tge ! 2b2

TAT GAG CTG ACT CAG CCA CCC TCA GTG TCC GTG
CCA GGA CAG ACA GCC AGC ATC ACC TGC! 3r

tat gag ctg act cag cca cTc tca gtg tcA gtg
¢TG gga cag acG gcc agG atT acc tgT ! 33

tat gag ctg acA cag cca ccc tcG gtg tcA gtg
cca gga caA acG gcc agG atc acc tge! 3p

tat gag ctg acA cag cca ccc tcG gtg tcA gtg
cTa gga cag aTG gcc agG atc acc tgc ! 3a
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vid

VLG

VL6

VL7

v

tcT

Gee

tcc

Gee

tcc

tce

tce

tcec

tce

tcT

CTG
TTG

cAg

tcC

cAg

tcC

CAG
TCT

cag
tct

cag
tct

TCT

CAG
TCC
Cag
tee

CAG
TCC

ES 2375952 T3

tCt gag ctg act cag GAC ccT GcT gtg tcT gtg
TTG gga cag aca gTc agG atc acA tgc ! 31

tat gTg ctg act cag cca ccc tca gtg tcA gtg
cca gga BAag acG gcc agG atT acc tgT ! 3h

tat gag ctg acA cag cTa ccc tcG gtg tcA gtg
cca gga cag aca gcc agG atc acc tgec ! 3e

tat gag ctg aTG cag cca ccc tcG gtg tcA gtg
cca gga cag acG gcc agG atc acc tge ! 3m

tat gag ctg acA cagqg cca Tcc tca gtg tcA gtg
ccG gga cag aca gcc agG atc acc tge ! Vv2-19

CCT GTG CTG ACT CAG CCC CCG TCT GCA TCT GCC
CTG GGA GCC TCG ATC AAG CTC ACC TGC ! 4c

cct gtg ctg act caA TcA TcC tct gcC tct gcT
ctg gga Tcc tcg Gtc aag ctc acc tge ! 4da

¢cTt gtg ctg act caA TcG ccC tct geC tct gce
ctg gga gcc tcg Gtc aag ctc acc tge ! 4b

CCT GTG CTG ACT CAG CCA CCT TCC TCC TCC GCA
CCT GGA GAA TCC GCC AGA CTC ACC TGC ! 5Se

Gect gtg ctg act cag ccG Gect tcc CTc tcT gca
cct gga gCa tcA gcc agT ctc acc tgc ! 5Sc

cct gtg ctg act cag cca Tct tcc CAT tcT gca
Tct gga gCa tcA gTc aga ctc acc tgc ! 5b

TTT ATG CTG ACT CAG CCC CAC TCT GTG TCG GAG
CCG GGG AAG ACG GTA ACC ATC TCC TGC ! 6a

ACT GTG GTG ACT CAG GAG CCC TCA CTG ACT GTG
CCA GGA GGG ACA GTC ACT CTC ACC TGT ! 7a

Gct gtg gtg act cag gag ccc tca ctg act gtg
cca gga ggg aca gtc act ctc acec tgt ! 7b

ACT GTG GTG ACC CAG GAG CCA TCG TTC TCA GTG
CCT GGA GGG ACA GTC ACA CTC ACT TGT ! B8a
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CAG CCT GTG CTG ACT CAG CCA CCT TCT GCA TCA GCC
TCC CTG GGA GCC TCG GTC ACA CTC ACC TGC ! 9a
'VL10 CAG GCA GGG CTG ACT CAG CCA CCC TCG GTG TCC AAG

GGC TTG AGA CAG ACC GCC ACA CTC ACC TGC ! 10a

Tabla 11 RERS encontrados en GLG de FR1 lambda humana

! Hay 31 GLG lambda

Mlyl NnnnnnGACTC 25

1:6 3:6 4:6 6:6 7:6 8:6
9:6 10: 6 11: 6 12: 6 15: 6 16: 6
20: 6 21:6 22:6 23:6 23: 50 24:6
25:6 25: 50 26:6 27:6 28:6 30:6
31:6

Hay 23 aciertos en la base# 6

-"- GAGTCNNNNNn 1

26: 34

Mwol GCNNNNNnngc 20

1:9 2:9 3:9 4:9 11:9 11: 56
12: 9 13:9 14: 9 16: 9 17:9 18:9
19: 9 20: 9 23:9 24:9 25:9 26:9
30: 9 31:9

Hay 19 aciertos en la base# 9

Hinfl Gantc 27

1:12 3:12 4:12 6:12 7:12 8:12
9:12 10: 12 11:12 12: 12 15:12 16: 12
20: 12 21:12 22:12 23:12 23: 46 23: 56
24:12 25:12 25: 56 26: 12 26: 34 27:12
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28:12 30: 12 31:12

Hay 23 aciertos en la base# 12

Plel gactc 25

1:12 3:12 4:12 6:12 7:12 8:12
9:12 10: 12 11:12 12: 12 15:12 16: 12
20: 12 21:12 22:12 23:12 23: 56 24:12
25:12 25: 56 26: 12 27:12 28:12 30: 12
31:12

Hay 23 aciertos en la base# 12

-"- gagtc 1

26: 34

Ddel Ctnag 32

1:14 2:24 3:14 3:24 4:14 4:24
5:24 6: 14 7:14 7:24 8:14 9: 14
10: 14 11: 14 11: 24 12: 14 12: 24 15:5
15: 14 16: 14 16: 24 19: 24 20: 14 23: 14
24: 14 25: 14 26: 14 27:14 28: 14 29: 30
30: 14 31:14

Hay 21 aciertos en la base# 14

Bsadl Ccnngg 38

1:23 1:40 2:39 2:40 3:39 3:40
4:39 9:40 5:39 11: 39 12: 38 12: 39
13:23 13: 39 14: 23 14: 39 15: 38 16: 39
17:23 17: 39 18: 23 18: 39 21: 38 21:39
21: 47 22: 38 22:39 22: 47 26: 40 27:39
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28:39 29: 14 29: 39 30: 38 30: 39 30: 47
31:23 31:32

Hay 17 aciertos en la base# 39

Hay 5 aciertos en la base# 38

Hay 5 aciertos en la base# 40 Hace la escision desigual.

Mn1l cctc 35

1:23 2:23 3:23 4:23 5:23 6: 19
6: 23 7:19 8:23 9:19 9:23 10: 23
11: 23 13:23 14: 23 16: 23 17:23 18: 23
19: 23 20: 47 21:23 21:29 21: 47 22:23
22:29 22: 35 22: 47 23:26 23:29 24: 27
27:23 28: 23 30: 35 30: 47 31:23

Hay 21 aciertos en la base# 23

Hay 3 aciertos en la base# 19

Hay 3 aciertos en la base# 29

Hay 1 acierto en la base# 26

Hay 1 acierto en la base# 27 Este podria hacer la escisién desigual.

-"- gagg 7

1:48 2:48 3:48 4:48 27: 44 28: 44
29: 44

BssKI Nccngg 39

1:40 2:39 3:39 3:40 4:39 9: 40
5:39 6: 31 6: 39 7:31 7:39 8:39
9: 31 9:39 10: 39 11: 39 12: 38 12: 52
13: 39 13: 52 14: 52 16: 39 16: 52 17: 39
17: 52 18: 39 18: 52 19: 39 19: 52 21: 38
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22:38 23:39 24:39 26: 39 27:39 28: 39
29: 14 29: 39 30: 38

Hay 21 aciertos en la base# 39

Hay 4 aciertos en la base# 38

Hay 3 aciertos en la base# 31

Hay 3 aciertos en la base# 40 Desigual

BstNI CCwgg 30

1:41 2:40 5:40 6: 40 7:40 8:40
9:40 10: 40 11: 40 12: 39 12: 53 13: 40
13: 53 14: 53 16: 40 16: 53 17: 40 17: 53
18: 40 18: 53 19: 53 21:39 22:39 23:40
24: 40 27: 40 28:40 29:15 29: 40 30: 39
Hay 17 aciertos en la base# 40

Hay 7 aciertos en la base# 53

Hay 4 aciertos en la base# 39

Hay 1 acierto en la base# 41 Desigual

PspGl ccwgg 30

1:41 2:40 5:40 6: 40 7:40 8:40
9:40 10: 40 11: 40 12: 39 12: 53 13: 40
13: 53 14: 53 16: 40 16: 53 17: 40 17: 53
18: 40 18: 53 19: 53 21:39 22:39 23: 40
24: 40 27: 40 28: 40 29:15 29: 40 30: 39

Hay 17 aciertos en la base# 40

Hay 7 aciertos en la base# 53

Hay 4 aciertos en la base# 39
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Hay 1 acierto en la base# 41

ScrFl CCngg 39

1:41 2:40 3:40 3: 41 4:40 4: 41

5:40 6: 32 6: 40 7:32 7:40 8:40

9: 32 9:40 10: 40 11: 40 12: 39 12: 53
13: 40 13: 53 14: 53 16: 40 16: 53 17: 40
17: 53 18: 40 18: 53 19: 40 19: 53 21:39
22: 39 23: 40 29: 40 26: 40 27: 40 28: 40
29: 15 29: 40 30: 39

Hay 21 aciertos en la base# 40

Hay 4 aciertos en la base# 39

Hay 3 aciertos en la base# 41

Maelll gtnac 16

1:52 2:52 3:52 4:52 5: 52 6: 52
7:52 9:52 26: 52 27:10 27:52 28:10
28: 52 29: 10 29: 52 30: 52

Hay 13 aciertos en la base# 52

Tsp45l gtsac 15

1: 52 2:52 3:52 4:52 5: 52 6: 52
7:52 9: 52 27:10 27:52 28:10 28: 52
29: 10 29: 52 30: 52

Hay 12 aciertos en la base# 52

Hphl tcacc 26
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1:53 2:53 3:53 4: 53 5:53 6: 53
7:53 8:53 9: 53 10: 53 11: 59 13: 59
14: 59 17: 59 18: 59 19: 59 20: 59 21:59
22:59 23:59 24: 59 25: 59 27:59 28: 59
30: 59 31:59

Hay 16 aciertos en la base# 59

Hay 10 aciertos en la base# 53

BspMI ACCTGCNNNNn 14

11: 61 13: 61 14: 61 17: 61 18: 61 19: 61
20: 61 21: 61 22: 61 23: 61 24: 61 25: 61
30: 61 31:61

Hay 14 aciertos en la base# 61 Va en CDR1

Tabla 12: Emparejamientos con adaptadores URE FR3 en 79 HC humanos.

A. Lista de genes de cadena pesada muestreados

AF008566 AF 103367 HSA235674 HSU94417 S83240
AF035043 AF1033 68 HSA235673 HSU94418 SABVH369
AF103026 AF 103369 HSA240559 HSU96389 SADEIGVH
af103033 AF 103370 HSCB201 HSU96391 SAH2IGVH
AF103061 af103371 HSIGGVHC HSU96392 SDA3IGVH
Af103072 AF 103372 HSU44791 HSU96395 SIGVHTTD
af103078 AF 158381 HSU44793 HSZ93849 SUK4IGVH
AF 103099 E052 13 HSU82771 HSZ93850

AF103102 E058 86 HSU82949 HSZ93851

AF103103 E058 87 HSU82950 HSZ93853

AF103174 HSA23 5661 HSU82952 HSZ93855

AF103186 HSA23 5664 HSU82961 HSZ93857
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A. Lista de genes de cadena pesada muestreados

af103187 HSA23 5660 HSU86522 HSZ93860
AF103195 HSA23 5659 HSU86523 HSZ93863
af103277 H SA235678 HSU92452 MCOMFRAA
af103286 H SA235677 HSU94412 MCOMFRVA
AF103309 HSA23 5676 HSU94415 582745
af103343 HSA23 5675 HSU94416 S82764

Tabla 12B. Ensayo de todas los diferentes GLG de las bases 89.1 a 93.2 del dominio variable pesado

Id Nb 012 34 SEQ ID NO:
1 38 1511 10 0 2 Seq1 gtgtattactgtgc 25
2 19 764 2 0 S¢q2 gtAtattactgtgc 26
3 1 001 00 Seq3 gtgtattactgtAA 27
4 7 151 00 Seg4d gtgtattactgtAc 28
5 0 000 0 0 Seqb5 Ttgtattactgtgc 29
6 0 000 00 Seq6 TtgtatCactgtgc 30
7 3 101 10 Seq7 ACAtattactgtgce 31
8 2 020 00 Seq8 ACgtattactgtgc 32
9 9 224 10 Seq9 ATqtattactgtqc 33
Grupo 26 26 21 4 2

Acumulativo 26 52 73 7779

Tabla 12C Segs de reconocimiento de URE mas importantes en FR3 pesado

1VHSzy | GTGtattactgtgc (ON_SHC103) (SEQ ID NO:25)
2 |VHSzy2 GTAtattactgtgc (ON_SHC323) (SEQ ID NO:26)
3VHSzy 4 GTGtattactgtac (ON_SHC349) (SEQ ID NO:28)
4VHSz y9 ATGtattactgtgc (ON_SHC5a) (SEQ ID NO:33)
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Tabla 12D, ensayo de 79 genes HC V humanos con cuatro sondas

Numero de secuencias 79

Numero de bases 29143

Numero de emparejamientos erroneos

Id Mejor 0 123 4 |5

1 39 15 |11 (10 |1 2 |0 |Seq1 gtgtattactgtgc (SEQ ID NO:25)
2 22 7 6 5 3 0 |1 |Seq2 gtAtattactgtgc (SEQ ID NO:26)
3 7 1 5 1 0 0 |0 |Seqg4 gtgtattactgtAc (SEQ ID NO:28)
4 11 2 4 4 1 0 |0 |Seq9 ATgtattactgtgc (SEQ ID NO:33)
Grupo 25 26 |20 |5 2

Acumulativo 25 51 |71 |76 |78

Una secuencia tiene cinco emparejamientos erroneos con las secuencias 2, 4, y 9; se puntia como el mejor para 2.
Id es el numero del adaptador.
Mejor es el numero de secuencia para la que el adaptador identificado fue el mejor disponible.

El resto de latabla muestra como de bienlas secuencias se em parejan con los adaptadores. Por ejemplo, hay 10
secuencias que se emparejan con VHSzy1(ld=1 con 2 emparejamientos erréneos y son peores para todos los demas
adaptadores. En esta muestra, el 90% vienen en 2 bases de uno de los cuatro adaptadores.
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La lista siguientede enzimas se tomé de http://rebase.neb.com/cqi-bin/asymmlist.

He elim inado las enzim as q ue a) cortan

en el sitiod

e reconocimiento, b) cortan en amb

os lad os del sitiod e

reconocimiento, o c) tienen menos de 2 bases entre el sitio de reconocimiento y el de corte mas cercano.

REBASE Enzimas 04/13/2001

Enzimas de restriccidn de Tipo Il con secuencias de reconocimiento asimétricas:

Enzimas Secuencia de Reconocimiento Isoesquizomeros Proveedores
Aarl CACCT GCNNNNANNNN_ - y
Acelll CAGCT CNNNNNNNANNNN _ - -
Bbr7l GAAGACNNN NNNNANNNN_ - -
Bbvl GCAGCNNNN NNNNANNNN_ y
Bbvll GAAGACNNANNNN_

Bce831 CTTGAGNNNNNNN NNNNNNN_NN*_ - -
BceAl ACGGCNNNN NNNNNNNNANN_ - y
Bcefl ACGGCNNNN NNNNNNNNAN_ - -
BciVI GT ATCCNNNNN_N? Bful y
Bfil ACT GGGNNNN_NA Bmrl y
Binl GGATCNNNNAN_

BscAl GCAT CNNNNANN_ - -
BseRl GAGCAGNNNNNNN N_NN~ - y
BsmFI GGGACNNNNNNNNNNA NNNN_ BspLU11lll y
BspMI ACCT. GCNNNNANNNN_ Acc36l y
Ecil GGCGGANNNNNNN NN_NN# - y
Eco57I CT GAAGNNNNNNNNNNNNNN_NNA BspKT5I y
Faul CCCGCN NNNANN_ BstFZ438| y
Fokl GGAT GNNNNNNNNNANNNN_ BstPZ418lI y
Gsul NN A CTGGAGNNNNNNNNNNNNNN_NNA - y
Hgal GACGCNNNN NANNNNN_ - y
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Enzimas Secuencia de Reconocimiento Isoesquizomeros Proveedores
Hphl GGT GANNNNNNN N7 AsuHPI y
Mboll GAAGANNNN NNN_NA - y
Mlyl GAGT CNNNNNA Schl y
Mmel T CCRACNNNNNNNNNNNNNNNNNN_NNA - -
Mnll CCT CNNNNNN_NA - y
Plel GAGT CNNNNAN_ Ppsl y
RleAl CCCACA NNNNNNNNN_NNNA - -
SfaNI GCAT CNNNNNANNNN_ BspST5I y

SspD51 GGT GANNNNNNNN# - -

Sth1321 CCCGNN NNANNNN_ - -

Stsl GGAT GNNNNNNNNNNANNNN_ - -
Taqll GACCGANNN NNNNNN_NNA, CACCCANNNNNNNNN_NN# -
Tthillll CAARCAN NNNNNNNN_NN# - -
UbaPl CGAACG - -

La notacion es * significa corta la cadena superior y _ significa corta la cadena inferior. Sila cadena superior e inferior
se cortan en el mismo sitio, sélo aparece *.
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Tabla 15: Uso de Fokl como "Enzima de Restricciéon Universal”

Fokl - para ADNds, | representa sitios de secision

sitios de escision 5'-cacGGATGtg--nnnnnnn|nnnnnnn-3'(SEQ ID NO:15)

3'-gtgﬁiﬁjaé--nnnnnnnnnnn|nnn-5' (SEQ ID NO:186)

RECONO
cimiento de FokI

Caso |

5'-...gtg|tatt-actgtgc..Sustrato....-3' (SEQ ID NO:17)

3'-cac-ataajltgacacg—
qtGTAGGcac\
5'- caCATCCgtg/ (SEQ ID NO:18)

Caso ll

5'-...gtgtatt|agac-tgc..Sustrato....-3'(SEQ ID NO:19)

—cacataa-tctglacg-5'
/gt gCCTACac
\cacGGATGtg-3"' (SEQ ID NO:20)

Caso lll (Caso | girado 180 grados)

/gtgCCTACac-5"
\cacGGATGLg—
gtgtcttlacag-tcc-3"' Adaptador (SEQ ID HND:21)

3'-...cacagaa-tgtclagg..sustrato....-5'(SEQ ID NO:22)

Caso IV (Caso Il girado 180 grados)

3'- gtGTAGGcac\ (SEQ ID NO:23)
—caCATCCgtg/

5'-gagltctc-actgagc

Sustrato 3'-...ctc-agag|tgactcg...-5'(SEQ ID NO:24)

Adaptadores Fokl mejorados

Fokl - para ADNds, | representa sitios de secision

Caso |

Tallo 11, bucle 5, tallo 11, reconocimiento 17
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5'=-...catgtg|tatt-actgtgc.. Sustrato ....-3"
rI—

3'-gtacac-ataaltgacacg—
qtGTAGGcacG T

5'- caCATCCgtgc C
Lprd

Caso ll

Tallo 10, bucle 5, tallo 10, reconocimiento 18
...gtgtattlagac-tgctgcc. . Sustrato ....—3'

T4 —cacataa-tctglacgacgg-5'
T gtgCCTACac
C cacGGATGtg-3'

Lppd

5=

Caso lll (Caso | girado 180 grados)

Tallo 11, bucle 5, tallo 11, reconocimiento 20

r Tq

T TgtgCCTACac-5"'

G AcacGGATGtg—

trTd gtgtcttlacag-tccattctg-3* Adaptador
3'-...cacagaa-tgtc|aggtaagac. . sustrato . ...-5"

Caso IV (Caso Il girado 180 grados)

Tallo 11, bucle 4, tallo 11, reconocimiento 17
rTq

3'- gtGTAGGcace T
—caCATCCgtgg T

5'-atcgagltctc-actgagc L1J

Sustrato 3'-...tagctc-agag|tgacteq...=5"'

BseRlI
| sitios de escision

5'=cacGAGGAGnnnnnnnnnn|nnnnn=3"
3'-gtgctectennnnnnnn | nnnnnnn-5"

RECONO
cimiento de BseRI

Tallo 11, bucle 5, tallo 11, reconocimiento 19

3t - e gaacat |cg-ttaagccagta
cttgta-gclaattcggtcat-3"'

rT-Tq
C  GCTGAGGAGTC-
Un adaptador para BseRl para escindir el sustrato anterior.

T cgactcctcag-5"
L
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Oué pasa en la cadena superior:

1 | sitio de escision en la cadena superior
(VL133-2a2%) 5'-gtctcct g|ga cag teg atc
!

(VL133-31¥) 5'-g goe g g| ga cag aca gic
!

(VL133-2c*)  5'-g tct ccr g | ga cag tea gre

!

(VL133-1c*)  5'-g gec cea g| gg cag agg gtc
I

I Los Extensores y Puentes siguientes codifican todos la secuencia de AA de 2a2 para los codones 1-15
! 1
(ON_LamEx133) 5-ccTcTgAcTgAgT gcA cAg -
!
! 234567 89 101112
AGt gcT TtA acC caA ccG gcT AGT gtT AGC ggT-
1
! 13 14 15
teCecG g! 222
1 1
(ON_LamB1-133) [RC] 5-ecTcTgAcTgAgT geA cAg -
1

! 23456789 101112

AGt geT TtA acC caA ccG geT AGT gtT AGC ggT-
!
! 13 14 15

tcC ccG g ga cagtcg ar-3'1 2a2 N.B. laseqprecisaes el

! complemento inverso de
] la mostrada

I
(ON_LamB2-133) [RC] 5ccTcTgAcTgAgT gecA cAg -
!

! 23450678910 1112

AGt geT TtA acC caA ccG geT AGT gtT AGC ggT-
!
! 13 14 15

tcC ccG g ga cag aca gr-3' 1 31 N.B. Ia seqprecisaes el

! complemento inverso de
| la mostrada
!
1

(ON_LamB3-133) (RC] 5-ccTcTgAcTgAET geA cAg -
!
! 23456789 101112

AGt gcT TtA acC caA ccG geT AGT gtT AGC ggT-

! 13 14 15
tcC ccG g ga cag tca gt -3'1 2c VLB, laseqprecisaes el

! complemento inverso de
' la mostrada

I{ON_LamB4-133) [RC] 5'-ccTcTgACTgAgT gch cAg -
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AGt gcT TtA acC caRA ccG gcT AGT gtT AGC ggT-s

13 14 15
tcC ccG g gg cag agg gt-3' ! lc N.B. laseqprecisaesel
complemento inverso de
la mostrada

5'-ccTcTgAcTgRgT geA cBg AGt gc-3'

Tabla 19: Escision de 75 cadenas ligeras humanas.

Enzima Reconocimiento* Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Afel AGCgct 0 0

Af1ll Cttaag 0 0 HC FR3

Agel Accggt 0 0

Ascl GGcgcegee 0 0 Después de LC

Bglll Agatct 0 0

BsiWI Cgtacg 0 0

BspDI AT cgat 0 0

BssHII Gegege 0 0

BstBI T Tcgaa 0 0

Dralll CACNNNgtg 0 0

Eagl Cggcc g 0 0

Fsel GGCCGGce 0 0

Fspl T GCgca 0 0

Hpal GT Taac 0 0

Mfel Caattg 0 0 HC FR1

Mlul Acgcgt 0 0

Ncol Ccatgg 0 0 Sefial de cadena pesada
Nhel Gctagc 0 0 HC/conector de anclaje
Notl GCggccge 0 0 In conector después de HC
Nrul T CGcga 0 0
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Enzima Reconocimiento* Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Pacl T TAATtaa 0 0

Pmel GT TTaaac 0 0

Pmll CACgtg 0 0

Pvul CGAT cg 0 0

Sacll CCGCgg 0 0

Sall Gtcgac 0 0

Sfil GGCCNNNNnggcc 0 0 Sefial de Cadena Pesada
Sgfl GCGA Tcgce 0 0

SnaBI T ACgta 0 0

Stul AGGcct 0 0

Xbal T ctaga 0 0 HC FR3
Aatll GACG Tc 1 1

Acll AAcgtt 1 1

Asel AT taat 1 1

Bsml GAAT GCN 1 1

BspEI T ccgga 1 1 HC FR1
BstXI CCANN NNNTGG 1 1 HC FR2
Drdl GACNNNN nngtc 1 1

Hindlll Aagctt 1 1

Pcil Acatgt 1 1

Sapl gaa gagc 1 1

Scal AGT act 1 1

SexAl Acc wggt 1 1

Spel Actagt 1 1

Tlil Ctcgag 1 1

Xhol Ctcgag
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Enzima Reconocimiento* Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Bcgl cgan nnnnntgc 2 2

Blpl GCtnagc 2 2

BssSI Ctcgtg 2 2

BstAPI GCANNNN ntgc 2 2

Espl GCtnagc 2 2

Kasl Ggcgcce 2 2

PfIMI CCANN NNntgg 2 2

Xmnl GAANNnNnttc 2 2

Apall Gtgcac 3 3 seq sefial LC
Nael GCCggc 3 3

NgoMI Geegge 3 3

Pvull CAGctg 3 3

Rsrll CGg wcceg 3 3

BsrBl GAGcgg 4 4

BsrDI GCAATGNNT. 4 4

Bstz171 GT Atac 4 4

EcoRI Gaattc 4 4

Sphl GCAT Ge 4 4

Sspl AAT att 4 4

Accl GT mkac 5 5

Bell T gatca 5 5

BsmBI Nnn nnngagacg 5 5

BsrGI T gtaca 5 5

Oral T TTaaa 6 6

Ndel CAtatg 6 6 HC FR4
Swal AT TTaaat 6 6
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Enzima Reconocimiento* Nch Ns Localizacion planeada del sitio
BamHI Ggatcc 7 7

Sacl GAGC Tc 7 7

BciVI GT ATCCNNNNNN 8 8

BsaBl GAT NNnnatc 8 8

Nsil ATGCAt 8 8

Bsp120I Gggcce 9 9 CH1
Apal GGGCCc 9 9 CH1
PspOOM1 Gggcce 9 9

BspHI T catga 9 11

EcoRV GAT atc 9 9

Ahdl GACNNNn ngtc 11 11

Bbsl GAAGAC 11 14

Psil T TAtaa 12 12

Bsal GGT CTCNnnnn 13 15

Xmal Cccgg g 13 14

Aval C ycgrg 14 16

Bgll GCCNNN Nnggc 14 17

AlwNI CAGNNNctg 16 16

BspMI ACCT GC 17 19

Xcml CCANN NNNnnnntgg 17 26

BstEIl Ggtnacc 19 22 HC FR4
Sse83871 CCT GCAgg 20 20

Auvrll Cctagg 22 22

Hincll GT Yrac 22 22

Bsgl GT GCAG 27 29

Mscl TGGcca 30 34
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Enzima Reconocimiento* Nch Ns Localizacion planeada del sitio
BseRI NNnn nnnnnnctcctc 32 35
Bsu36l CCtna ag 35 37
Pstl CT GCAg 35 40
Ecil nnn nnnnnntccgcc 38 40
PpuMI RGg wcey 41 50
Styl Cc wwgg 44 73
Eco0O1091 RGgncc y 46 70
Acc65| Ggtacc 50 51
Kpnl GGT ACc 50 51
Bpml ctccag 53 82
Avall Gg wce 7 124

*la esc ision se prod uce en la ca dena s uperior d espués de | a ultim a bas e en ma yusculas. Para RE que ¢ ortan
secuencias palindromicas, la cadena inferior se corta en el sitio simétrico.

Tabla 20: Escisiéon de 79 cadenas pesadas humanas

Enzima Reconocimiento Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Afel AGCgct 0 0

Aflil Cttaag 0 0 HC FR3

Ascl GGcgcegcec 0 0 Después de LC

BsiWI Cgtacg 0 0

BspDI AT cgat 0 0

BssHII Gegege 0 0

Fsel GGCCGGcec 0 0

Hpal GT Taac 0 0

Nhel Gctagce 0 0 Conector HC

Notl Gcggcecege 0 0 En conector, HC/anclaje
Nrul T CGcga 0 0
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Enzima Reconocimiento Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Nsil ATGCAt 0 0

Pacl T TAATtaa 0 0

Pcil Acatgt 0 0

Pmel GT TTaaac 0 0

Pvul CGAT cg 0 0

Rsrll CGg wcceg 0 0

Sapl gaa gagc 0 0

Sfil GGCCIINNNnggcc 0 0 Seq sefial HC
Sgfl GCGA Tcge 0 0

Swal AT TTaaat 0 0

Acll AAcgtt 1 1

Agel Accggt 1 1

Asel AT taat 1 1

Auvrll Cctagg 1 1

Bsml GAAT GCN 1 1

BsrBl GAGcgg 1 1

BsrDI GCAATGNNnN 1 1

Dral T TTaaa 1 1

Fspl T GCgca 1 1

Hindlll Aagctt 1 1

Mfel Caattg 1 1 HC FR1
Nael GCCggc 1 1

NgoMI Gcegge 1 1

Spel Actagt 1 1

Acc65| Ggtacc 2 2

BstBI T Tcgaa 2 2
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Enzima Reconocimiento Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Kpnl GGT ACc 2 2

Mlul Acgcgt 2 2

Ncol Ccatgg 2 2 Seq sefal En HC
Ndel CAtatg 2 2 HC FR4

Pmll CACgtg 2 2

Xcml CCANN NNNnnnntgg 2 2

Bcgl cgan nnnnntgc 3 3

Bell T gatca 3 3

Bgll GCCNNN Nnggc 3 3

BsaBl GAT NNnnatc 3 3

BsrGI T gtaca 3 3

SnaBI T ACgta 3 3

Sse83871 CCT GCAgg 3 3

ApaLl Gtgcac 4 4 Seflal LC/FR1
BspHI T catga 4 4

BssSI Ctcgtg 4 4

Psil T TAtaa 4 5

Sphl GCAT Ge 4 4

Ahdl GACNNNn ngtc 5 5

BspEl Tccgga 5 5 HC FR1

Mscl TGGcca 5 5

Sacl GAGC Tc 5 5

Scal AGT act 5 5

SexAl Acc wggt 5 6

Sspl AAT att 5 5

Tlil Ctcgag 5 5
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Enzima Reconocimiento Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Xhol Ctcgag 5 5

Bbsl GAAGAC 7 8

BstAPI GCANNNN ntgc 7 8

BstZ171 GT Atac 7 7

EcoRV GAT atc 7 7

EcoRI Gaattc 8 8

Blpl GCtnagc 9 9

Bsu36l CCtna ag 9 9

Dralll CACNNNgtg 9 9

Espl GCtnagc 9 9

Stul AGGcct 9 13

Xbal Tctaga 9 9 HC FR3
Bsp120I Gggccc 10 11 CH1
Apal GGGCCc 10 11 CH1
PspOOMI Gggcce 10 11

BciVI GT ATCCNNNNNN 11 11

Sall Gtcgac 11 12

Drdl GACNNNN nngtc 12 12

Kasl Ggcgcce 12 12

Xmal Cccgg g 12 14

Bglll Agatct 14 14

Hincll GT Yrac 16 18

BamHI Ggatcc 17 17

PfIMI CCANN NNntgg 17 18

BsmBI Nnn nnngagacg 18 21

BstXI CCANNNNNNtgg 18 19 HC FR2
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Enzima Reconocimiento Nch Ns Localizacion planeada del sitio
Xmnl GAANNnNntic 18 18
Sacll CCGCgg 19 19
Pstl CT GCAg 20 24
Pvull CAGctg 20 22
Aval C ycgrg 21 24
Eagl Cggcc g 21 22
Aatll GACG Tc 22 22
BspMI ACCT GC 27 33
Accl GT mkac 30 43
Styl Cc wwgg 36 49
AlwNI CAGNNNc(g 38 44
Bsal GGT CTCNnnnn 38 44
PpuMI RGg wccy 43 46
Bsgl GT GCAG 44 54
BseRI NNnn nnnnnnctcctc 48 60
Ecil nnn nnnnnntccgcc 52 57
BstEll Ggtnacc 54 61 HC Fr4, 47/79 tienen uno
EcoO1091 RGgncc y 54 86
Bpml ctccag 60 121
Avall Gg wce 71 140
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Tabla 21: MALIA3, anotado
! MALIA3 9532 bases

1 aat gct act act att agt aga att gat gec ace ttt tca gct cge gee
L gene ii continued
49 cca aat gaa aat ata gct aaa cag gtt att gac cat ttg cga aat gta
97 tct aat ggt caa act aaa tct act cgt tcg cag aat tgg gaa tca act
145 gtt aca tgg aat gaa act tcec aga cac cgt act tta gtt gca tat tta
193 aaa cat gtt gag cta cag cac cag att cag caa tta agc tct aag cca
241 tcc gca aaa atg acc tct tat caa aag gag caa tta aag gta ctc tet
289 aat cct gac ctg ttg gag ttt gct tec ggt ctg gtt cgec ttt gaa get
337 cga att aaa acg cga tat ttg aag tct ttc ggg ctt cct ctt aat ectt
385 ttt gat gca atc cge ttt gcoct tct gac tat aat agt cag ggt aaa gac
433 ctg att ttt gat tta tgg tca tte teg ttt tet gaa ctg ttt aaa gca
481 ttt gag ggg gat tca ATG aat att tat gac gat tcc gca gta ttg gac
! RBS?...... Start gene x, ii continues
529 gct atc cag tct aaa cat ttt act att acc ccc tct ggec aaa act tct
377 ttt gca aaa gecc tect cge tat ttt ggt ttt tat cgt cgt ctg gta aac
625 gag ggt tat gat agt gtt get ctt act atg cct cgt aat tce ttt tgg
673 cgt tat gta tct gea tta gtt gaa tgt ggt att cct aaa tect caa ctg
121 atg aat ctt tct acc tgt aat aat gtt gtt ccg tta gtt cgt ttt att
769 aac gta gat ttt tct tec caa cgt cct gac tgg tat aat gag cca gtt
817 ctt aaa atc gca TAA
! End X & II
832 ggtaattca ca

! M1 ES Q10 T15
843 ATG att aaa gtt gaa att aaa cca tct caa goc caa ttt act act cgt
! . Start gene V

! 517 520 P25 E30
891 tct ggt gtt tet cgt cag gge aag cct tat tea ctg aat gag cag ctt

! v3s E40 V45
93% tgt tac gtt gat ttg ggt aat gaa tat ccg gtt ctt gtec aag att act

! D30 AS5 L&0
987 ctt gat gaa ggt cag cca gcc tat geg cct ggt ¢TG TAC Acc gtt cat
: BsrGI...
! Lb6S V70 575 R8O
1035 ctg tcc tct ttc aaa gtt ggt cag ttec ggt tce ctt atg att gac cgt

' P85 KB7 end of V
1083 ctg cgc ctc gtt ccg gct aag TAA C

1108 ATG gag cag gtc gcg gat ttc gac aca att tat cag gcg atg
Start gene VII

1150 ata caa atc tcc gtt gta ctt tgt ttc gog ctt ggt ata atﬁ

VII and IX overlap.

..... 52 V3 L4 V5 510
1192 gct ggg ggt caa agh TGR gt gtt tta gtg tat tet tte gee tet ttc gtt
! End VII
! Istart IX
! L13 W15 G20 T25 E29

1242 tta ggt tgg tgc ctt cgt agt ggc att acg tat ttt ace cgt tta atg gaa
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1293

1301

1349

1397
1445
1466
1499

1517

1552

1575

1612

1642

1729
1777
1825
1870
1900
1930

1969
2002
2050
2098
2146
2194
2242
2290

2343

2388
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act tecc tc
.« .. parada de IX, IX y VIl superposicion por cuatro bases
ATG aaa aag tct tta gtc ctc aaa gcc tct gta gocc gtt gct acc cte

Secuencia seiial de comienzo de viii .

gtt ccg atg ctg tct ttc get gect gag ggt gac gat ©Ccc gca aaa gcg

Vilmadura =-=-=>

gcc ttt aac tcc ctg caa gecc tca gcg acc gaa tat atc ggt tat gcg

tgg gcg atg gtt gtt gtc att
gtc ggc gca act atc ggt atc aag ctg ttt aag
aaa ttc acc tcg aaa gca ! 1515

cetereseaa. =35

agc tga taaaccgat acaattaaag gctccttttg
..... =10

gagccttttt ttttGGAGAt ttt ! S.D. subravado

i e IIT secuenciaseial  ————eccceme e >

M K K L L F A I P L WV
caac GTG aaa aaa tta tta ttc gca att cct tta gtt ! 161l

A P F Y s H S A
gtt cct ttc tat tct cac aGT gchA Cag tCT
ApaLI...

GTC GTG ACG CAG CCG CCC TCA GTG TCT GGG GCC CCA GGG
AGG GTC ACC ATC TCC TGC ACT GGG AGC AGC TCC AAC ATC
BstEII...

GGT TAT GAT GTA CAC TGG TAC CAG CAG CTT CCA GGA ACA
CTC CTC ATC TAT GGT AAC AGC AAT CGG CCC TCA GGG GTC
TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC ACC TCA GCC TCC CTG GCC
GGG CTC CAG GCT GAG GAT GAG GCT GAT TAT

TAC TGC CAG TCC TAT GAC AGC AGC CTG AGT

GGC CTT TAT GTC TTC GGA ACT GGG ACC AAG GIC ACC GTC

BstEII...

CTA GGT CAG CCC AAG GCC AAC CCC ACT GTC ACT

CTG TTC CCG CCC TCC TCT GAG GAG CTC CAA GCC AAC AAG
GTG TGT CTG ATC AGT GAC TTC TAC CCG GGA GCT GTG ACA
AAG GCA GAT AGC AGC CCC GTC AAG GCG GGA GTG GAG ACC
TCC AAA CAAR AGC AAC AAC ARG TAC GCG GCC RAGC AGC TAT
ACG CCT GAG CAG TGG AAG TCC CAC AGA AGC TAC AGC TGC
CAT GAA GGG AGC ACC GTG GAG AAG ACA GTG GCC CCT ACA

CAG
GGG

GCC
CcCcT
ATC

GCC
GTG
ACC
CTG
CAG
GAR

GChA

ccc
GAC
ACT

ACA
GCC
ACA
AGC
GTC
TGT

CGA

CTA
TGG
ccc
CTG
ACG
TCA

TAA TAA ACCG CCTCCACCGG _GCGCGCCAAT TCTATTTCAR GGAGACAGTC ATA

AscI.....

J D - T i | e e T — >

M K Y L L P T A A A G L L

L

L

ATG ARA TAC CTA TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC

16 17 18 19 20 21 22
. A Q P A M A
gcG GCC cag ccG GCC atg gcc

SEil.... . cuiuuunn

NgoMI...(1/2)
Meol.........
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FR1(DP47/V3-23) ===
23 24 25 26 27 28 29 130
E Vv Q L L E S G
2409 gaalgtt|CARA|TTGlttalgagltetiggt|
| MfeI |

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
G G L v Q P G G S L R L s c A
2433 |ggclggticttigtticaglcctiggtiggtitctittalegtictt|tect|tgciget]

-==~-FRl=-=-=-============>|...CDRl...... R . |---FR2~====~
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
A 5 G F T F s S Y A M S W v R
2478 |get|ITCCIGGA|ttelactlitte|tet | tCGITACIGet |atgltectitgglgtticgC|
| BspEI | | BsiWI| IBstXI.

61 62 63 64 65 66 67 68 B9 T0 F1 72 T3 14 T5
Q A P G K G L E W v s A I s G
2523 |CRalgct|ccT|GGt laaalggtittglgaglitgglgttitct|gectlatc|tctiggt|
...BstXI I

..... CDR2. ..t i vesscnssassssescssnnsnsnnnnsssasssnes|===FR3I==-
76 77 78 79 80 81 82 83 B4 B85 86 87 8B 89 90
s G G s T Y Y A D 5 v K G R F
2568 ltctiggtlggclagtiactitac|tatigectigaciteclgttlaaalggticgeltte|

----- e 3 L8 R e
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
T I s R D N 5 K N T L Y L Q M
2613 J|act|atc|TCT|AGA|gaclaaclitect|aaglaatjact|ctc|taclttgicaglatgl]
| XbaI |

106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
N s L R A E D T A v Y Y C A K
2658 |aaclagC|TTA|AGg|lgct|gaglgac|aCT|GCA|Gte|tac|tat|tgcligetiaaal
|ARE1IT | | PstI |

ceree aCDR3. i iinenn e | === FRA= = m e e
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
b Y E G T G Y A F D I W G Q G
2703 lgacitatlgaalggtlactiggtitatigctittclgaClATA|ITGylggt|caalggt|
| NdeI |(1/4)

136 137 138 139 140 141 142
T M v T v S 5
2748 JactlatG|GTCIACClgtcltct]|agt
| BstEII |
Desde BstEN hacia adelante, pW323 es el mismo que pCES1, excepto como se indica.
Los sitios BstEll pueden aparecer n cadenas ligeras; no es probable que sean (nicos en
elvector final.
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2769

BseRI... (2/2)
168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182
G c L v K D Y F P E P v T v s
2844 ggc tge ctg GTC AAG GAC TAC TTC CCc gaA CCG GTg acg gtg teg
Agel....
183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197
W N 5 G A L T 5 G v H T F 3 A
2889 tgg aac tca GGC GCC ctg acc agc ggc gtc cac acc tte cecg get
KasI...(1/4)
198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212
v L Q 5 5 G L Y s L s 5 v v T
2934 gtc cta cag tCt agc GGa ctc tac tcc ctc age agc gta gtg acc
(Bsu36l...) (inactivado)
213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227
v P S S S L G T Q T Y I c ] v
2979 gtg ccC tCt tct agc tTG Ggc acc cag ace tac atc tge aac gtg
(BstXI...........)N,B. destruccién de sitios BstXlyBpml.
228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242
N H K P s N T K v D K K v E P
3024 aat cac aag ccc agc aac acc aag gtg gac aag aaa gtt gag ccc
243 244 245
K s c A A A H H H H R H 5 A
3069 aaa tct tgt GCG GCC GCt cat cac cac cat cat cac tct get
NotI......
E Q K L 1 L E E D L N G A R
3111 gaa caa aaa ctc atc tca gaa gag gat ctg aat ggt gcc gca
D I N D D R M A 5 G A
3153 GAT ATC aac gat gat cgt atg get AGC  ggc gcc
sitio de escisionde rEK . . . . ... ... NheI... KasI...
EcoRV. .
Domini¢ ] ===scccccccccccse s s s s mm——-—— e 1 o i e
A E T v E S c L A
3183 gct gaa act gtt gaa agt tgt tta gca

ES 2375952 T3

143 144 145 146 147 148 149 150 151 152
A 5 T K G P s v F P
gec tec acc aaG GGC CCa tecg GTC TTC cec
Bspl20I. BbsI...({(2/2)

Apal....

153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167
L A

2799 ctg gca ccC TCC TCc aag agc ace tct ggg ggc aca gcg gec ctg

K

P

H

s s K 5 T S5 G G T A A L

T E I S F

3210 aaa ccc cat aca gaa aat tca ttt

T

v
3234 aCT AAC GTC TGG ARR GAC GAC AAA Act

W K D D K T
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L D R Y A N Y E G c L W N A T G v
3261 tta gat cgt tac gct aac tat gag ggt tgt ctg tgG AAT GCt aca ggc gtt
Bsml

vV v ¢ T G D E T @ € Y G T W VvV P I
3312 gra gtt tgt act ggt GAC GAA ACT CAG TGT TAC GGT ACA TGG GTT cct att

G L A I P E N
3363 ggg ctt get atc cct gaa aat

Ll linker ==-==-—===crmm— e s s e — ==
E G G G S E G G G s
3384 gag ggt ggt ggc tct gag ggt gge ggt tct

E G G G S E G G G T
3414 gag ggt ggc ggt tct gag ggt gge ggt act

DOMINIG 2 ccmmcccm—c—c e — e ——————
3444 aaa cct cct gag tac ggt gat aca cct att ccg gge tat act tat atc aac
3495 cct ctc gac ggc act tat ccg cct ggt act gag caa aac ccc gct aat cct
3546 aat cct tect ctt GAG GAG tct cag cct ctt aat act ttc atg ttt cag aat

3597 aat agg ttc cga aat aaﬁ cag ggg gca tta act gtt tat acg ggc act
3645 gtt act caa ggc act gac ccc gtt aaa act tat tac cag tac act cct
3693 gta tca tca aaa gcc atg tat gac get tac tgg aac ggt aaa ttC AGA
AlwNI
3741 GAC TGc gct ttc cat tct gge ttt aat gaa gat cca ttc gtt tgt gaa
AlwNI
3789 tat caa ggc caa tcg tct gac ctg cct caa cct cct gte aat get

3834 ggc ggc ggc tct
comienzo L2 -—====msmsmsmsr e e e e e e e e E . ———————

3846 ggt ggt ggt tct

3858 ggt ggc gge tct

3870 gag ggt ggt ggc tct gag ggt ggc ggt tct
3900 gag ggt ggc ggc tct gag gga ggc ggt tec
3930 ggt ggt ggc tct ggt ! final L2

Dominitc 3 ===c—cccm e m e m e me e — e — = e m s m————— mmammm—————
S G D F D Y E K M A M A N K G A
3945 tce ggt gat ttt gat tat gaa aag atg gca aac get aat aag ggg gct

M T E N A D E N A L Q s D A K G
3993 atg acc gaa aat gcc gat gaa aac gcg cta cag tct gac gct aaa ggc

K L D s v A T D Y G A A I D G F
4041 aaa ctt gat tct gtc gct act gat tac ggt geot get atc gat ggt tte

I G D W S G L A N G N G A T G D
4089 att ggt gac gtt tcc ggc ctt get aat ggt aat ggt got act ggt gat

F A G 5 N 5 Q M A Q v G D G ] N
4137 ttt get ggc tct aat tcc caa atg goct caa gtc ggt gac ggt gat aat

S P L M N N F R © ¥ L P S5 L P Q
4185 tca cct tta atg aat aat ttc cgt caa tat tta cct tcc ctc cct caa

125



ES 2375952 T3

5 v E C R P F v F s A
4233 tcg gtt gaa tgt cgc cct ttt gtc ttt agc gct

F s I D c D K I N L F
4281 ttt tet att gat tgt gac aaa ata aac tta tte

G v F A F L L b v A T
4317 ggt gtc ttt gog ttt ctt tta tat gtt gcc acc
comienzo del segmento transmembrana

s T F A N I L
4365 tect acg ttt gect aac ata ctg

R N K E S
4386 cgt aat aag gag tct TAAR ! paradadeii
Anclaje imracelular.

M1 P2 VW L LS5 G I P L L1O
4404 tc ATG cca gtt ctt ttg ggt att ccg tta tta
Comienzo de Wl

4451 ttc ctt ctg gta act ttg ttc ggc tat ctg ctt
4499 ggc ttc ggt aag ata gect att gct att tea ttg
4547 att ggg ctt aac tca att ctt gtg ggt tat ctc
4595 caa tta ccc tet gac ttt gtt cag ggt gtt cag
4643 aat gcg ctt ccc tgt ttt tat gtt att cte tet
4691 ttc att ttt gac gtt aaa caa aaa atc gtt tct

M1 A2 V3 F5
final de V1 Comienzo del genl

14 15 16 17 18 1% 20 21 22 23 24
K T L v s v G K I Q D
4785 aag acg ctec gtt agc gtt ggt aag att cag gat

29 30 31 32 33 34 35 3 37 38 39
G C K I A T N L D L R
48B30 ggg tgc aaa ata geca act aat ctt gat tta agg

44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
P Q v G R F A K T P R
4875 ccg caa gtc ggg agg ttc gct aaa acg cct cgc

59 680 61 62 B3 €4 €5 €6 67 6B 69
P D K P s I s D L L &
4920 ccg gat aag cct tct ata tct gat ttg ctt gct

74 75 76 77 18 79 B8O 81 B2 83 B4
N D s Y D E N K N G L
4965 aat gat tcc tac gat gaa aat aaa aac ggc ttg

B9 %0 91 92 93 94 85 96 97 98 99
W

E [ G T F N T R S W
5010 gag tgc ggt act tgg ttt aat acc cgt tct tgg

126

G

K

P

¥

ggt aaa cca tat

R
cgt

Final del Dominio 3

F

M

Y

v

ttt atg tat gta

L
ttg

act
ttt
tct
tta
gta
tat

R
cgt

tEe
ctt
gat
att
aag
ttg

L10O
473% aaa TAA t ATG gct gtt tat ttt gta act ggc aaa tta gge tct gga

25
K
aaa

40
L
ctt

55
v

gtt
70
I
att
85
L
ctt
100

aat

26
I
att

i1
Q

caa

56
L
ctt

71
G

gg99

86
v
gtt
101

gat

F
ttc

ctt
gct
att
ctc
gct
gat

27
v
gta

42
N
aac

57
R
aga

72
R
cgce

87
L
ctc
102

aag

L
ctc

aaa
ctt
agc
ccg
gct
tgg

E
gaa

Fl40
tet

Gl5
ggt

aag
att
gct
tct
ate
gat

Gl3

28
A
gct

43
L
ctc

58
1
ata

73
G

agt

:1:]
D
gat
103

gaa



5055

5100

5145

5190

5235

5280

5325

5370

5415

5460

5505

5550

5595

5640

104
aga
119
tgg
134
cag
149
ctg
164
att
179
gtt
194
ctt
209
A
gct
224
cct
239
cag
254
gtt
269
tat
284
acc
299

aat

105
cag
120
gat
135
gcg
150
gac
165
act
180
aaa
195
tat
210
ttt
225
tat
240
aag
255
ctt
270
ata
285
tat
300

cta

106
ccqg
121
att
136
cgt
151
aga
166
ggc
181
tat
196
act
211
tct
226

tta

241

atg
256
tgt
271
acc
286
gat
301

agc

107
att
122
att
137
tct
152
att
167
tcg
182
ggc
197
ggt
212
agt
227
tca
242
aaa
257
ctt
272
caa
287
ttt
302

tat

108
att
123
ttt
138
gca
153
act
168
aaa
183
gat
198
aag
213
aat
228
cac
243
tta
258
gcg
273
cct
288
gat
303

cgce

109
gat

124

ctt,

139
tta
154
tta
169
atg
184
tct
199
aat
214
tat
229
ggt
244
act
259
att
274
aag
289
aaa
304

tat

110
tgg
125
gtt
140
gct
155
cct
170
cct
185
caa
200
ttg
215
gat
230
cgg
245
aaa
260
gga
275
ccg
290
ttc
305

gtt

ES 2375952 T3

111
ttt
126
cag
141
gaa
156
ttt
171
ctg
186
tta
201
tat
216
tce
231
tat
246
ata
261
ttt
276
gag
291
act
306

ttc

112
cta
127
gac
142
cat
157
gtc
172
cct
187
agc
202
aac
217
ggt
232
tte
247
Y
tat
262
gca
271
gtt
292
att
307

aag

113
cat
128
tta
143
gtt
158
ggt
173
aaa
188
cct
203
gca
218
gtt
233
aaa
248
ttg
263
tca
278
aaa
293
gac
308

gat

127

114
gct
129
tct
144
gtt
159
act
174
tta
189
act
204
tat
219
tat
234
cca
249
aaa
264
gca
279
aag
294
tct
309

tct

115
cgt
130
att
145
tat
160
tta
175
cat
190
gtt
205
gat
220
tct
235
tta
250
aag
265
ttt
280
gta
295
tct
310

aag

116
aaa
131
gtt
146
tgt
161
tat
176
gtt
191
gag
206
act
221
tat
236
aat
251
tte
266
aca
281
gtc
296
cag
311

gga

117
tta
132
gat
147
cgt
162
tct
177
ggc
192
cgt
207
aaa
222
tta
237
tta
252
tct
267
tat
282
tct
297
cgt
312

aaa

118
gga
133
aaa
148
cgt
163
ctt
178
gtt
193
tgg
208
cag
223
acg
238
ggt
253
R
cgc
268
agt
283
cag
298
ctt
313

TTA
Pacl
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314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328

I N S

Db b L Q@ K Q@ G Y

5 L T

Y

5685 ATT AAt agc gac gat tta cag aag caa ggt tat tca cte aca tat

3730

5775

e

i

i
i

acl

328 330 331 332 333 334 335 336 337 338 339 340 341 342 343

i

v

1 D

L C T v 5 1 K K

G

N S

E
K

N
Ml

att gat tta tgt act gtt tcc att aaa aaa ggt aat teca aAT Gaa

3494 345
I v

L3 L
att gtt

v

IV continuacion . . .

5800
5848
5896
5944
5992
6040
6088
6136
6184
6232
6280

6328
6376
6424
6472
6520
6568
6616

6664
6712
6760
€808
6856
6904
6952
7000
7048

7060
7120

7180
7240

7300
7360
7420
7480

7540

tte
aat
ggc
tat
gttt
att
tca
tte
aac
tct
cta

ttg
aat
gaa
tca
tta
cag
tct
ol o
gtt
aat
tta

atg
tecg
tcec
tct
cgt
aag
gat
gtt
cag
act
gtt

ttec
ttg
gct
ctc
ggc
tca
gat

ctt
ata
ggc
aCc
gat
aaa
tet

tct
ttt
tect
tct
gte
ata
ate

act
caa
ggt
tct
acg
gat
atc
gaa

ggt
aat

aat
act
gttt
tat

gaa
gta
att
cag
aat
aaa
cct tta
agc acgqg
TAG cggcgca
End IV
aagcgcggceg
gcccgetoct

agctctaaat
caaaaaactt

348 347 348 349
K C N .End of I
NS WV I7 N F V10

aaa tgt aat TAA T TTT GTT
tct
cct
gtt
gac
gct
tat
aat
ceqg
gca
tct
gtt

tca
cgc
gtt
aaa
aat
cca
gaa
aat
gat

tca
gat
tet
cct
ttt
aac
tat
gat
tta

tct
tre
ccc
gaa
gat
aat
gat
aat
ata

tct
gta
gat
aat
atg
cag
gat
gtt
cga
gta
gat

ttt
act
gta
cta
gtt
gat
aat
act
gtt
tta
att

gtt
ctg
att
gtt
aat
aat
cag
caa
aag
aaa tecec teca aat
TCT gca cct aaa
ApaLI eliminado

gtt gat ttg cca
gtt cag caa ggt
cgt ggc act gtt
tta tct tct gct
ggg cta tca gtt
tct gtg cca cgt
gtT GGC CAg aat

Mscl

gcec aat gta
att tcc atg
ctg gat att
agt gat gtt
cgt gat gga
act tct caa
ggc ctc ctg
tac gtg ctc

gct
tgg
aaa
cgc
ggt
tat
tco
caa
gtc
tct
tta

act
gat
gca
ggt
cgc
att
gtc

act
gag
cag
gtt
tta
ttg
tct

gac
get
ggc
ggt
gca
ctt
cect

cag
tta
ggt
tcg
tta
acg
ttt

tct
ggt
gtt
gca
ttg
adac
atc
tta
tt

aat
gtt
agc
act
act
tct
agc
aaa

aat
agc
acc
att
cag
gat
ttt
gte

cca
ttt
aag
aat
ctt
ggc
tcc
gca

ttt
cct
gcc
caa
tta
gta
cge
acc

ggtgtggtgqg ttacgcgcag cgtgaccgct
ttecgetttet tceccttectt tctcegecacg

cgggggcetce ctttagggtt ccgatttagt
gatttgggtg atggttCACG TAGTGggcca
DralIIl

tcgecctttG ACGTTGGAGT Ccacgttctt taatagtgga

Dr
aacactcaac
accaccatca
ctctctcagg

daaaccaccc

dI

cctatctegg gctattcettt tgatttataa

aacaggattt tcgcctgetg gggcaaacca

gccaggeggt gaagggeaat CAGCTGttge
Pwvull.

tGGATCC AAGCTT
BamHI HindIII (%)

128

att
aag
gtt
tte
cct
gaa
tct
aaa
Lttt

ggc
ctt

cag
tat
ggt
aat
tca
att
gect
act
gaa
att
gat

gta
tca
act
tte
att
gat
cct
ttt
ttg
gac
aac

att
tca
act
attc
aat
ggt
ggt

ata
gat
gtt
ttc
aag
ctt
att

ttg
ol o
aat
ggt
act
tca
act

att
atg
ttg
att
ggc
ctg
tce
cge

cag
gte
gat
aga
ctc
ccg
tct
ata

acg
gca
agt
agt
ggt
ttc
gat
gta

acacttgcca
ttcGCCGGCL

NgoMI _
gctttacggce
tcgeccctgat

ctcttgttec

gggattttge

gcgtggaccg

cCGTCTCact
BsmBI.

Comienzo de IV

gaa
caa
act
att
tcec
ttg
ggt
att
gta
tct
cct

atg
tca
gta
tct
ata
cca
ggt
aat
aag
aat
caa

ggt
gct
cge
aat
cat
aag
gtg

gag
Tttt
gac
ttt
agc
cag
cgt

cgt
ggc
tect
aca
act
aaa
gag
ctg

gag
gct
agt
gct
ctc
tct
aac
gcc

gcgecctage
ttcccoccgtca

acctcgaccc
agacggttte

aaactggaac
cgatttcgga

cttgctgcaa
ggtgaaaaga
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Inserto que porta el gen bla

7563 gcaggtg gcacttttcg gggaaatgtg cgcggaaccce
7600 ctatttgttt atttttctaa atacattcaa atatGTATCC gctcatgaga caataaccct
BcivI
7660 gataaatgct tcaataatat tgaaaaAGGA AGAgt
RB5.7...
Start bla gene
7695 ATG agt att caa cat ttc cgt gtc gcc ctt att ccc ttt ttt gcg gca ttt
7746 tge ctt cct gtt ttt get cac cca gaa acg ctg gtg aaa gta aaa gat gect
7797 gaa gat cag ttg ggC gCA CGA Gtg ggt tac atc gaa ctg gat ctc aac agc
BssSI. ..
ApaLI eliminado
7848 ggt aag atc ctt gag agt ttt cgc ccC gaa gaa cgt ttt cca atg atg agce
7899 act ttt aaa gtt ctg cta tgt cat aca cta tta tcc cgt att gac gcc ggg
7950 caa gaG CAA CTC GGT CGc cgg gcg cgg tat tct cag aat gac ttg gtt gAG
Begl Scal
8001 TAC Tca cca gtc aca gaa aag cat ctt acg gat ggc atg aca gta aga gaa
Secal
8052 tta fgc agt gct gcc ata acc atg agt gat aac act gcg goc aac tta ctt
8103 ctg aca aCG ATC Gga gga ccg aag gag cta acc gct ttt ttg cac aac atg
Pvul
8154 ggg gat cat gta act cgec ctt gat cgt tgg gaa ccg gag ctg aat gaa gec
8205 ata cca aac gac gag cgt gac acc acg atg cct gta gca atg cca aca acg
B256 tTG CGC Raa cta tta act ggc gaa cta ctt act cta gct te€ ¢gg caa caa
Fspl....
8307 tta ata gac tgg atg gag gcg gat aaa gtt gca gga cca ctt ctg cge teg
8358 GCC ctt ccG GCt ggc tgg ttt att gct gat aaa tct gga gocc ggt gag cgt
BglI
8409 gGG TCT Cgc ggt atc att gca gca ctg ggg cca gat ggt aag ccc tcec cgt
Bsal
8460 atc gta gtt atc tac acG ACg ggg aGT Cag gca act atg gat gaa cga aat
AhdI
8511 aga cag atc gct gag ata ggt gcc tca ctg att aag cat tgg TAA ctgt
stop
8560 cagaccaagt ttactcatat atactttaga ttgatttaaa acttcatttt taatttaaaa
8620 ggatctaggt gaagatcctt tttgataatc tcatgaccaa aatcccttaa cgtgagtttt
8680 cgttccactg tacgtaagac cccc
8704 AAGCTT GTCGAC tgaa tggcgaatgg cgctttgcct
HindIII SalI.. .
(2/2) HincII
8740 ggtttccgge accagaagcg gtgccggaaa gctggctgga gtgcgatctt
8790 CCTGAGG
Bsu36I_
8797 ccgat actgtcgtcg tccectcaaa ctggcagatg
8832 cacggttacg atgcgcccat ctacaccaac gtaacctatc ccattacggt caatccgecg
8892 tttgttcecca cggagaatce gacgggttgt tactegetca catttaatgt tgatgaaage
8952 tggctacagg aaggccagac gcgaattatt tttgatggeg ttcctattgg ttaaaaaatg
9012 agctgattta acazaaattt aacgcgaatt ttaacaaaat attaacgttt acaATTTAAA
Swal...
9072 Tatttgctta tacaatcttc ctgtttttgg ggcttttctg attatcaacc GGGGTAcat
RBS?
9131 ATG att gac atg cta gtt tta cga tta ccg ttc atc gat tect ctt gtt tgc
Start gene II
9182 tcc aga ctc tca ggc aat gac ctg ata gec ttt gtA GAT CTc tca aaa ata
BglII...
9233 gct acc ctc tcc ggc atg aat tta tca gct aga acg gtt gaa tat cat att
9284 gat ggt gat ttg act gtc tcc ggc ctt tct cac cct ttt gaa tet tta cct
9335 aca cat tac tca gge att gca ttt aaa ata tat gag ggt tct aaa aat ttt
9386 tat cct tgc gtt gaa ata aag gct tct ccc goca aaa gta tta cag ggt cat
9437 aat gtt ttt ggt aca acc gat tta gct tta tgc tct gag gect tta ttg ctt
9488 aat ttt gct aat tet ttg cct tge ctg tat gat tta ttg gat gtt ! 9532

el gen Il continia
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Tabla 21B: Secuencia de MALIAS, condensada

LOCUS
ORIGIN

1

61
121
181
241
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3291

MALIA3

AATGCTACTA
ATAGCTAAAC
CGTTCGCRGA
GTTGCATATT
TCCGCAAAAA
TCTTTCGGGC
CAGGGTAAAG
TTTGAGGGGG
ARACATTTTA
GGTTTTTATC
RATTCCTTTT
ATGAATCTTT
TCTTCCCAAC
CARTGATTAA
CTCGTCAGGG
RATATCCGGT
TGTACACCGT
GTCTGCGCCT
CAGGCGATGA
CAARGATGAG
GTGGCATTAC
CAARARGCCTCT
CGATCCCGCA
TGCGTGGGCG
ATTCACCTCG
TTTTTGGAGA
TATTCTCACA
CAGAGGGTCA
CACTGGTACC
CGGCCCTCAG
GCCATCACTG
AGCCTGAGTG
AAGGCCAACC
GCCACACTAG
GCAGATAGCA
ARACAAGTACG
AGCTACAGCT
GAATGTTCAT
TAATGAAATA
CCATGGCCGA
TACGTCTTTC
GCCAAGCTCC
CTTACTATGC
CTCTCTACTT
AAGACTATGA
TCTCTAGTGC
CCTCTGGGGG
CGGTGTCGTG
AGTCTAGCGG
CCCAGACCTA
TTGAGCCCAA
TCATCTCAGA
CCGCTGAARC
TCTGGAAAGA

9532

CTATTAGTRG
AGGTTATTGA
ATTGGGAATC
TAAAACATGT
TGACCTCTTA
TTCCTCTTAA
ACCTGATTTT
ATTCAATGAA
CTATTACCCC
GTCGTCTGGT
GGCGTTATGT
CTACCTGTAA
GTCCTGACTG
AGTTGRAATT
CAAGCCTTAT
TCTTGTCARG
TCATCTGTCC
CGTTCCGGCT
TACARATCTC
TGTTTTAGTG
GTATTTTACC
GTAGCCGTTG
RAAAGCGGCCT
ATGGTTGTTG
AAAGCAAGCT
TTTTCRACGT
GTGCACAGTC
CCATCTCCTG
AGCAGCTTCC
GGGTCCCTGA
GGCTCCAGGC
GCCTTTATGT
CCACTGTCAC
TGTGTCTGAT
GCCCCGTCAA
CGGCCAGCAG
GCCAGGTCAC
AATARACCGC
CCTATTGCCT
AGTTCARATTG
TTGCGCTGCT
TGGTARAGGT
TGACTCCGTT
GCAGATGARC
AGGTACTGGT
CTCCACCARG
CACAGCGGCC
GAACTCAGGC
ACTCTACTCC
CATCTGCAAC
ATCTTGTGCG
RGAGGATCTG
TGTTGARAGT
CGACAAARACT

ES 2375952 T3

CIRCULAR

AATTGATGCC
CCATTTGCGA
RAACTGTTACA
TGAGCTACAG
TCARRAGGAG
TCTTTTTGAT
TGATTTATGG
TATTTATGAC
CTCTGGCAAR
AAACGAGGGT
ATCTGCATTA
TAATGTTGTT
GTATRATGRG
ARACCATCTC
TCACTGARATG
ATTACTCTTG
TCTTTCAAAG
RAGTRACATG
CGTTGTACTT

ACCTTTTCAG
AATGTATCTA
TGGAATGAAR
CACCAGATTC
CAATTAMAAGG
GCAATCCGCT
TCATTCTCGT
GATTCCGCAG
ACTTCTTTTG
TATGATAGTG
GTTGRATGTG
CCGTTAGTTC
CCAGTTCTTA
ARAGCCCAATT
AGCAGCTTTG
ATGAAGGTCA
TTGGTCAGTT
GAGCAGGTCG
TGTTTCGCGC

TATTCTTTCG
CGTTTAATGG
CTACCCTCGT
TTAACTCCCT
TCATTGTCGG
GATAARACCGA
GAARARAATTA
TGTCGTGACG
CACTGGGAGC
AGGARACAGCC
CCGATTCTCT
TGAGGATGAG
CTTCGGARACT
TCTGTTCCCG
CAGTGACTTC
GGCGGGAGTG
CTATCTGAGC
GCATGAAGGG
CTCCACCGGG
ACGGCAGCCG
TTAGAGTCTG
TCCGGATTCA
TTGGAGTGGG
ARAGGTCGCT
AGCTTAAGGG
TATGCTTTCG
GGCCCATCGG
CTGGGCTGCC
GCCCTGACCA
CTCAGCAGCG
GTGAATCACA
GCCGCTCATC
ARTGGTGCCG
TGTTTAGCAA
TTAGATCGTT

CCTCTTTCGT
AAACTTCCTC
TCCGATGCTG
GCAAGCCTCA
CGCAACTATC
TACAATTAAR
TTATTCGCAA
CAGCCGCCCT
AGCTCCARACA
CCCABACTCC
GGCTCCRAGT
GCTGATTATT
GGGRCCAAGG
CCCTCCTCTG
TACCCGGGAG
GAGACCACCA
CTGACGCCTG
AGCACCGTGG
CGCGCCAATT
CTGGATTGTT
GTGGCGGTCT
CTTTCTCTTC
TTTCTGCTAT
TCACTATCTC
CTGAGGACAC
ACATATGGGG
TCTTCCCCCT
TGGTCAAGGA
GCGGCGTCCA
TAGTGACCGT
RGCCCAGCAA
ACCACCATCA
CAGATATCAA
AACCCCATAC
ACGCTARCTA
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CTCGCGCCCC
ATGGTCRAAC
CTTCCAGACA
AGCAATTAAG
TACTCTCTAA
TTGCTTCTGA
TTTCTGARACT
TATTGGACGC
CARRAGCCTC
TTGCTCTTAC
GTATTCCTAA
GTTTTATTAARA
ARATCGCATA
TACTACTCGT
TTACGTTGAT
GCCAGCCTAT
CGGTTCCCTT
CGGATTTCGA
TTGGTATAAT
TTTAGGTTGG
ATGAARARGT
TCTTTCGCTG
GCGACCGAAT
GGTATCARAGC
GGCTCCTTTT
TTCCTTTAGT
CAGTGTCTGG
TCGGGGCAGG
TCATCTATGG
CTGGCACCTC
ACTGCCAGTC
TCACCGTCCT
AGGAGCTCCA
CTGTGACAGT
CACCCTCCAA
RAGCRAGTGGAA
AGAAGACAGT
CTATTTCARAG
ATTRCTCGCG
TGTTCAGCCT
GTACGCTATG
CTCTGGTTCT
TAGAGACRAC
TGCAGTCTAC
TCARGGTACT
GGCACCCTCC
CTACTTCCCC
CACCTTCCCG
GCCCTCTTCT
CACCAAGGTG
TCACTCTGCT
CGATGATCGT
AGRARATTCA
TGAGGGTTGT

AAATGARAAT
TARATCTACT
CCGTACTTTA
CTCTAAGCCA
TCCTGACCTG
CTATAATAGT
GTTTARAGCA
TATCCAGTCT
TCGCTATTTT
TATGCCTCGT
ATCTCAACTG
CGTAGATTTT
AGGTAATTCA
TCTGGTGTTT
TTGGGTAATG
GCGCCTGGTC
ATGATTGACC
CACAATTTAT
CGCTGGGGGT
TGCCTTCGTA
CTTTAGTCCT
CTGAGGGTGA
ATATCGGTTA
TGTTTAAGAA
GGAGCCTTTT
TGTTCCTTTC
GGCCCCAGGG
TTATGATGTA
TAACAGCAAT
RAGCCTCCCTG
CTATGACAGC
AGGTCAGCCC
AGCCAACAAG
GGCCTGGAAG
ACARRGCAAC
GTCCCACAGA
GGCCCCTACA
GAGACAGTCA
GCCCAGCCGE
GGTGGTTCTT
TCTTGGGTTC
GGTGGCAGTA
TCTAAGAATA
TATTGCGCTA
ATGGTCACCG
TCCARGAGCA
GRACCGGTGA
GCTGTCCTAC
AGCTTGGGCA
GACAAGARAG
GAACARAAARC
ATGGCTGGCG
TTTACTAACG
CTGTGGAATG



CTACAGGCGT
TTGGGCTTGC
GCGGTTCTGA
ATACTTATAT
ATCCTAATCC
GGTTCCGAAA
ACCCCGTTAA
ACTGGAACGG
TTTGTGAATA
GCTCTGGTGG
AGGGTGGCGG
ATGAAAAGAT
TACAGTCTGA
ATGGTTTCAT
CTGGCTCTAA
ATTTCCGTCA
GCGCTGGTAA
TCTTTGCGTT
TACTGCGTAA
TTTCCTCGGT
CTTCGGTARG
AATTCTTGTG
TGTTCAGTTA
GGCTGCTATT
ATAATATGGC
TTGGTAAGAT
GGCTTCAAAA
CGGATAAGCC
AAAATARAAAA
GGAATGATAA
GGGATATTAT
TAGCTGAACA
CTTTATATTC
TTAAATATGG
ATTTGTATAA
ATTCTTATTT
AGAAGATGAA
TTGGATTTGC
AGGTAGTCTC
ATCTAAGCTA
TACAGAAGCA
GTAATTCAAA
TCTTCTTTTG
TATTCARAGC
GTATATTCAT
GCTAATAATT
AATCAGGATT
GCTCCTTCTG
AATAACGTTC
TCTARATCCT
AAAGATATTT
ATATTGATTG
GCTGCTGGCT
GTTTTATCTT
GTTCGCGCAT
CTTTCAGGTC
GTGACTGGTG
GGTATTTCCA

TGTAGTTTGT
TATCCCTGAA
GGGTGGCGGT
CAACCCTCTC
TTCTCTTGAG
TAGGCAGGGG
AACTTATTAC
TAAATTCAGA
TCAAGGCCAA
TGGTTCTGGT
CTCTGAGGGA
GGCAAACGCT
CGCTAAAGGC
TGGTGACGTT
TTCCCAAATG
ATATTTACCT
ACCATATGAA
TCTTTTATAT
TAAGGAGTCT
TTCCTTCTGG
ATAGCTATTG
GGTTATCTCT
ATTCTCCCGT
TTCATTTTTG
TGTTTATTTT
TCAGGATAAA
CCTCCCGCAA
TTCTATATCT
CGGCTTGCTT
GGAAAGACAG
TTTTCTTGTT
TGTTGTTTAT
TCTTATTACT
CGATTCTCAA
CGCATATGAT
AACGCCTTAT
ATTAACTAAA
ATCAGCATTT
TCAGACCTAT
TCGCTATGTT
AGGTTATTCA
TGAAATTGTT
CTCAGGTAAT
AATCAGGCGA
CTGACGTTAA
TTGATATGGT
ATATTGATGA
GTGGTTTCTT
GGGCAAAGGA
CAAATGTATT
TAGATAACCT
AGGGTTTGAT
CTCAGCGTGG
CTGCTGGTGG
TAAAGACTAA
AGAAGGGTTC
AATCTGCCAA
TGAGCGTTTT
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ACTGGTGACG
AATGAGGGTG
ACTAAACCTC
GACGGCACTT
GAGTCTCAGC
GCATTAACTG
CAGTACACTC
GACTGCGCTT
TCGTCTGACC
GGCGGCTCTG
GGCGGTTCCG
AATAAGGGGG
AAACTTGATT
TCCGGCCTTG
GCTCAAGTCG
TCCCTCCCTC
TTTTCTATTG
GTTGCCACCT
TAATCATGCC
TAACTTTGTT
CTATTTCATT
CTGATATTAG
CTAATGCGCT
ACGTTAAACA
GTAACTGGCA
ATTGTAGCTG
GTCGGGAGGT
GATTTGCTTG
GTTCTCGATG
CCGATTATTG
CAGGACTTAT
TGTCGTCGTC
GGCTCGAAAA
TTAAGCCCTA
ACTAAACAGG
TTATCACACG
ATATATTTGA
ACATATAGTT
GATTTTGATA
TTCAAGGATT
CTCACATATA
AAATGTAATT
TGAAATGAAT
ATCCGTTATT
ACCTGAAAAT
TGGTTCAATT
ATTGCCATCA
TGTTCCGCAA
TTTAATACGA
ATCTATTGAC
TCCTCAATTC
ATTTGAGGTT
CACTGTTGCA
TTCGTTCGGT
TAGCCATTCA
TATCTCTGTT
TGTAAATAAT
TCCTGTTGCA

AAACTCAGTG
GTGGCTCTGA
CTGAGTACGG
ATCCGCCTGG
CTCTTAATAC
TTTATACGGG
CTGTATCATC
TCCATTCTGG
TGCCTCAACC
AGGGTGGTGG
GTGGTGGCTC
CTATGACCGA
CTGTCGCTAC
CTAATGGTAA
GTGACGGTGA
AATCGGTTGA
ATTGTGACAA
TTATGTATGT
AGTTCTTTTG
CGGCTATCTG
GTTTCTTGCT
CGCTCAATTA
TCCCTGTTTT
ARAAAATCGTT
AATTAGGCTC
GGTGCAAAAT
TCGCTAAAAC
CTATTGGGCG
AGTGCGGTAC
ATTGGTTTCT
CTATTGTTGA
TGGACAGAAT
TGCCTCTGCC
CTGTTGAGCG
CTTTTTCTAG
GTCGGTATTT

TTACGGTACA
GGGTGGCGGT
TGATACACCT
TACTGAGCAA
TTTCATGTTT
CACTGTTACT
ARRAAGCCATG
CTTTAATGAA
TCCTGTCAAT
CTCTGAGGGT
TGGTTCCGGT
ARATGCCGAT
TGATTACGGT
TGGTGCTACT
TAATTCACCT
ATGTCGCCCT
AATAAACTTA
ATTTTCTACG
GGTATTCCGT
CTTACTTTTC
CTTATTATTG
CCCTCTGACT
TATGTTATTC
TCTTATTTGG
TGGAAAGACG
AGCAACTAAT
GCCTCGCGTT
CGGTAATGAT
TTGGTTTAAT
ACATGCTCGT
TAAACAGGCG
TACTTTACCT
TAAATTACAT
TTGGCTTTAT
TAATTATGAT
CAAACCATTA

AARAGTTTTC
ATATAACCCA
AATTCACTAT
CTAAGGGAAA
TTGATTTATG
AATTTTGTTT
AATTCGCCTC
GTTTCTCCCG
CTACGCAATT
CCTTCCATAA
TCTGATAATC
AATGATAATG
GTTGTCGAAT
GGCTCTAATC
CTTTCTACTG
CAGCAAGGTG
GGCGGTGTTA
ATTTTTAATG
AAAATATTGT
GGCCAGAATG
CCATTTCAGA
ATGGCTGGCG
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TCGCGTTCTT
ACCTAAGCCG
TGACTCTTCT
ATTAATTAAT
TACTGTTTCC
TCTTGATGTT
TGCGCGATTT
ATGTAAAAGG
TCTTTATTTC
TTCAGAAGTA
AGGAATATGA
TTACTCAAAC
TGTTTGTAAA
TATTAGTTGT
TTGATTTGCC
ATGCTTTAGA
ATACTGACCG
GCGATGTTTT
CTGTGCCACG
TCCCTTTTAT
CGATTGAGCG
GTAATATTGT

TGGGTTCCTA
TCTGAGGGTG
ATTCCGGGCT
AACCCCGCTA
CAGAATAATA
CAAGGCACTG
TATGACGCTT
GATCCATTCG
GCTGGCGGCG
GGCGGTTCTG
GATTTTGATT
GAAAACGCGC
GCTGCTATCG
GGTGATTTTG
TTAATGAATA
TTTGTCTTTA
TTCCGTGGTG
TTTGCTAACA
TATTATTGCG
TTAAARAAGGG
GGCTTAACTC
TTGTTCAGGG
TCTCTGTAAA
ATTGGGATAA
CTCGTTAGCG
CTTGATTTAA
CTTAGAATAC
TCCTACGATG
ACCCGTTCTT
AAATTAGGAT
CGTTCTGCAT
TTTGTCGGTA
GTTGGCGTTG
ACTGGTAAGA
TCCGGTGTTT
AATTTAGGTC
TGTCTTGCGA
GAGGTTAAAA
CAGCGTCTTA
AGCGACGATT
ATTAAAAAAG
TGTTTCATCA
TGTAACTTGG
TACTGTTACT
TGTTTTACGT
TAATCCAAAC
TGATAATTCC
TTTTAAAATT
GTCTAATACT
TTCTGCACCT
AACTGACCAG
TTTTTCATTT
CCTCACCTCT
AGGGCTATCA
TATTCTTACG
TACTGGTCGT
TCAAAATGTA
TCTGGATATT



6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481

ACCAGCAAGG
AGAAGTATTG
ACTGATTATA
ATCGGCCTCC
GTCAAAGCAA
TACGCGCAGC
CCCTTCCTTT
TTTAGGGTTC
TGGTTCACGT
CACGTTCTTT
CTATTCTTTT
CGCCTGCTGG
AAGGGCAATC
TTGCAGGTGG
TACATTCAAA
GARAAAGGAA
CATTTTGCCT
ATCAGTTGGG
AGAGTTTTCG
ATACACTATT
CTCAGAATGA
CAGTAARGAGA
TTCTGACAAC
ATGTAACTCG
GTGACACCAC
TACTTACTCT
GACCACTTCT
GTGAGCGTGG
TCGTAGTTAT
CTGAGATAGG
TACTTTAGAT
TTGATAATCT
CCCAAGCTTG
TGCCGGARAG
ACTGGCAGAT
TCAATCCGCC
TTGATGAAAG
GTTAAAAAAT
TACAATTTAA
CGGGGTACAT
CTCCAGACTC
CTCCGGCATG
CTCCGGCCTT
AATATATGAG
AGTATTACAG
ATTGCTTAAT

CCGATAGTTT
CTACAACGGT
AAAACACTTC
TGTTTAGCTC
CCATAGTACG
GTGACCGCTA
CTCGCCACGT
CGATTTAGTG
AGTGGGCCAT
AATAGTGGAC
GATTTATAAG
GGCAAACCAG
AGCTGTTGCC
CACTTTTCGG
TATGTATCCG
GAGTATGAGT
TCCTGTTTITT
CGCACGAGTG
CCCCGAAGAA
ATCCCGTATT
CTTGGTTGAG
ATTATGCAGT
GATCGGAGGA
CCTTGATCGT
GATGCCTGTA
AGCTTCCCGG
GCGCTCGGCC
GTCTCGCGGT
CTACACGACG
TGCCTCACTG
TGATTTARAA
CATGACCARA
TCGACTGAAT
CTGGCTGGAG
GCACGGTTAC
GTTTGTTCCC
CTGGCTACAG
GAGCTGATTT
ATATTTGCTT
ATGATTGACA
TCAGGCAATG
AATTTATCAG
TCTCACCCTT
GGTTCTAAAA
GGTCATAATG
TTTGCTAATT
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GAGTTCTTCT
TAATTTGCGT
TCAAGATTCT
CCGCTCTGAT
CGCCCTGTAG
CACTTGCCAG
TCGCCGGCTT
CTTTACGGCA
CGCCCTGATA
TCTTGTTCCA
GGATTTTGCC
CGTGGACCGC
CGTCTCACTG
GGAAATGTGC
CTCATGAGAC
ATTCAACATT
GCTCACCCAG
GGTTACATCG
CGTTTTCCAA
GACGCCGGGC
TACTCACCAG
GCTGCCATAA
CCGAAGGAGC
TGGGAACCGG
GCAATGCCAA
CAACAATTAA
CTTCCGGCTG
ATCATTGCAG
GGGAGTCAGG
ATTAAGCATT
CTTCATTTTT
ATCCCTTAAC
GGCGAATGGC
TGCGATCTTC
GATGCGCCCA
ACGGAGAATC
GAAGGCCAGA
AACAAAAATT
ATACAATCTT
TGCTAGTTTT
ACCTGATAGC
CTAGAACGGT
TTGAATCTTT
ATTTTTATCC
TTTTTGGTAC
CTTTGCCTTG

132

ACTCAGGCAA
GATGGACAGA
GGCGTACCGT
TCCAACGAGG
CGGCGCATTA
CGCCCTAGCG
TCCCCGTCAA
CCTCGACCCC
GACGGTTTTT
AACTGGAACA
GATTTCGGAA
TTGCTGCAAC
GTGAAAAGAA
GCGGAACCCC
AATAACCCTG
TCCGTGTCGC
AAACGCTGGT
AACTGGATCT
TGATGAGCAC
AAGAGCAACT
TCACAGAAAA
CCATGAGTGA
TAACCGCTTT
AGCTGAATGA
CAACGTTGCG
TAGACTGGAT
GCTGGTTTAT
CACTGGGGCC
CAACTATGGA
GGTAACTGTC
AATTTAAARG
GTGAGTTTTC
GCTTTGCCTG
CTGAGGCCGA
TCTACACCAA
CGACGGGTTG
CGCGAATTAT
TAACGCGAAT
CCTGTTTTTG
ACGATTACCG
CTTTGTAGAT
TGAATATCAT
ACCTACACAT
TTGCGTTGAA
AACCGATTTA
CCTGTATGAT

GTGATGTTAT
CTCTTTTACT
TCCTGTCTAA
AAAGCACGTT
AGCGCGGCGG
CCCGCTCCTT
GCTCTAAATC
AARAAAACTTG
CGCCCTTTGA
ACACTCAACC
CCACCATCAA
TCTCTCAGGG
AARACCACCCT
TATTTGTTTA
ATAAATGCTT
CCTTATTCCC
GAARAGTAAAA
CAACAGCGGT
TTTTAAAGTT
CGGTCGCCGG
GCATCTTACG
TAACACTGCG
TTTGCACAAC
AGCCATACCA
CAAACTATTA
GGAGGCGGAT
TGCTGATAAA
AGATGGTAAG
TGAACGAAAT
AGACCAAGTT
GATCTAGGTG
GTTCCACTGT
GTTTCCGGCA
TACTGTCGTC
CGTAACCTAT
TTACTCGCTC
TTTTGATGGC
TTTAACAAAA
GGGCTTTTCT
TTCATCGATT
CTCTCAAAAA
ATTGATGGTG
TACTCAGGCA
ATAAAGGCTT
GCTTTATGCT
TTATTGGATG

TACTAATCAA
CGGTGGCCTC
AATCCCTTTA
ATACGTGCTC
GTGTGGTGGT
TCGCTTTCTT
GGGGGCTCCC
ATTTGGGTGA
CGTTGGAGTC
CTATCTCGGG
ACAGGATTTT
CCAGGCGGTG
GGATCCAAGC
TTTTTCTAAA
CAATAATATT
TTTTTTGCGG
GATGCTGAAG
AAGATCCTTG
CTGCTATGTC
GCGCGGTATT
GATGGCATGA
GCCAACTTAC
ATGGGGGATC
AACGACGAGC
ACTGGCGAAC
AAAGTTGCAG
TCTGGAGCCG
CCCTCCCGTA
AGACAGATCG
TACTCATATA
AAGATCCTTT
ACGTAAGACC
CCAGAAGCGG
GTCCCCTCAA
CCCATTACGG
ACATTTAATG
GTTCCTATTG

.TATTAACGTT

GATTATCAAC
CTCTTGTTTG
TAGCTACCCT
ATTTGACTGT
TTGCATTTAA
CTCCCGCRAA
CTGAGGCTTT
TT
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Tabla 23: ON usados en la Captura de cadenas ligeras kappa usando el método CJ y BsmAl

Todos los ON estan escritos 5' a 3'.

REdapters (6)

ON_20SK15012 gggA 99ATggAgAcTgggTe
ON_20SK15L12 gggAA gATggAgAcTgggTe
ON_20SK15A17 gggA 9AgTggAgACTgAgTC
ON_20SK15A27 gggT gccTggAgAcTgegTe
ON_20SK15A11 gggT gg9cTggAgAcTgegTe

ON_20SK15B3 gggA

gTcTggAgAcTgggTe

Puentes (6)

kapbri1012 gggA

ggATggAgACcTgggTcATcTggATgTcTTgTgcAcTgTgAcAgAgg

kapbri1L12 gggAA

gATggAgAcTgggTcATcTggATgTcTTgTgcAcTgTgACAgAgg

kapbrilA17 gggA

gAgTggAgAcTgggTcATcTggATgTcTTgTgcAcTgTgACAgAgg

kapbri1A27 gggT

gccTggAgAcTgggTcATcTggATgTcTTgTgcAcTgTgACAgAgg

kapbri1A11 gggT

g9cTggAgAcTgggTcATcTggATgTcTTgTgcAcTgTgACAgAgyg

kapbrilB3 gggA

gTcTggAgAcTgggTcATcTggATgTcTTgTgcAcTgTgAcAgAgg

Extensor (5' biotinilado)

kapextl bio ccTcTgTcAcAgTgcAcAAgACATccAgATgAcccAgTcTee
Cebadores

kaPCRtl ccT cTgTcAcAgTgeAcAAgAC

kapfor 5'-aca ctc tcc cct gtt gaa gct ctt-3'

Tabla 24: Programa de PCR para la amplificacion de ADN kappa

95°C 5 minutos
95°C 15 segundos
65°C 30 segundos
72°C 1 minuto
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72°C

7 minutos

4°C manten

ido

Reactivos (reaccion de 100 ul):

Molde 50 ng

10x tampén de PCR turbo 1x

Pfu turbo 4U

dNTPs 200 pM cada uno
kaPCRtl 300 nM

kapfor 300 nM
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Tabla 25: h3401-h2 capturada Mediante C.J con Bsmal

1123 456789%9101112131415
ISAQDIQMTQSPATLS

aGT GCA Caa gac atc cag atg acc cag fct cca gec acc otg tet

! ApaLl... a geeace ! L25,L6,L20,L.2,L16,A11

T EXEENSOl  sosssssssrrmmmsssaramrasssnsses - Puente ...

116 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
IVSPGERATLSCRASDQ

gtg tct cca gEg gaa agp goc acc cic tec tgc agg goc agt cag

131 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
ISVSNNLAWYQQKPGOQ
agt git agl aac aac fta gee (gg tac cag cag aaa cct gge cag

146 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
'V PRLLIYGASTRATD
git ccc agg cIc CIc atc tat ggt goa e acc agg goc act gat

161 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
'TPARFSGSGSGTDFT
atc cca gec agg fte agt gge agt gag tet ggg aca gac tic act

176 77 78 79 80 81 82 83 84 85 B6 BT 88 89 90
'LTISRLEPEDFAVYY

ctc acc atc agc aga clg gag ccl gaa gat (it gca gig tat tac

191 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
'"CQRYGSSPGWTFGOQG
igt cag CEg tat ggt agc tca CCg gEg tge acg 1ic gpc caa gpg

T106 107 108109110111 102113 114105116117 118119 120
'TK VEIKRTVAAPSVEF
acc aag Big gaa atc aaa cga act gtg get gea cca (et gic ne

121122 123 124 125126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
'TFPPSDEQLKSGTAS
alc tic ccg cca tet gat gag cag tig aaa tct gga act gee tet

P136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
!'VVCLLNNTFYPREAKYV
it gtg tgc cig c1g aat aac rtc tat ccc aga gag goc aaa gta

''151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
'QWKVDNALQSGNSOQE
cag Igg aag gIg gat aac gec cic caa tcg ggt aac tec cag gag

1166 167 168 169 170 171 172173 174175176 177 178 179 180
'S VTEQDSKDSTYSLS
agt gic aca gag cag gac agc aag gac age acc tac age ctc age
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1181 182183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195
tSTLTLSKADYEKHIKV
age acc ctg acg Ctg age aaa gea gac tac gag aaa cac aaa gtc

1196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210
!YACEVTHQGLSSPVT
tac gee tge gaa gte ace cat cag gge ctg age teg cct gic aca

1211212213 214215216217 218 219 220 221 222 223
'K SFNKGECKGETFA
aag agc ttc aac aaa gga gag tgt aag ggc gaa e ge.....
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Tabla 26: h3401-d8 KAPPA capturada con CJy BsmAl

'1 23 45678910111213 1415
1SAQDIQMTQSPATLS

aGT GCA Can gac atc cag atg acc cag tct ect gee ace cig tet

! ApaLl..Extensor ........................a gee ace ! L25,1.6,1.20,L.2,L.16,A11
! AGCCACCCTGTCT!L2

P16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
'VSPGERATLSCRASDQ

glg tct cca gpt gaa aga gec acc cic toc tge agg goc agt cag
' GTG TCT CCA GGG GAA AGAGCCACCCTCTCCTGC ! L2

! 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
INLLSNLAWYQQKPGAOQ
aat cit cic agc aac tta goc 12 tac cag ¢ag aaa cct ggc cag

! 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
'APRLLIYGASTOGAIG
Ect ccc agg cic ctc atc tat gt got toc ace ggp poc att ggt

! 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
'TPARFSGSGSGTETFT
alc cca goc agg fc agt ggo agt pgg ot ggg aca gag itc act

' 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90
'LTISSLQSEDFAVYTF
Ctc acc atc agc age ctg cag tct gaa gat ttt gca gig tat tic

! 91 92 93 94 95 96 97 98 99100 101 102 103 104 105
!ICQQYGTSPPTFGGGT
tgt cag cag tat ggt acc tca ¢Cg ccc act tc ggc gga ggg acc

'106 107 108 109 110 111 112113 114 115116117118 119120
'K VEIKRTVAAPSVYVFI

aag gtg gag atc aaa cga act gig get gea cea (et gle tic ate

P121122123 124 125126 127 128 129 130 131 132133 134135
'FPPSDEQLEKSGTASYVY
tic ccg cca tct gat gag cag tig aaa tct gga act gee tet gt

P136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
'VCPLNNTFYPREAKVDQ
g1g 1gc ccg CIE aal aac tc tal ¢oc aga gag goc aaa gta cag

D151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
'W KVDNALQSGNSGQES
tgg aag gig gat aac gee cic caa tcg gat aac tec cag gag agt

1166 167 168 169 170 171 172173 174 175176 177 178 179 180
'V TEQDNIEKDSTYSLSS
glc aca gag cag gac aac aag gac agc acc 1ac agc cic age age
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1181 182183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195
{1 TLTLSKVDYEKHEVY
acc ctg acg ctg agc aaa gta gac tac gag aaa cac gaa gtc tac

1196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210
'ACEVTHOQGLSSPVTK
gcc tge gaa gtc acc cat cag gge ctt age tcg ccc gic acg aag

1211212213214215216217 218 219 220 221 222 223
!'S FNRGECKIKETFV
agc ttc aac agg gga gag tgt aag aaa gaa ttc gt t
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Tabla 27: Marco V3-23 con los codones variegados mostrados

e sEm e sem G ot se B R S il s cmm bEm s sem sem

b pEm e G B e e

P G ot s

b= e g s bem b

17 18 19 20 21 22
AQPAMA
5'-ctg tet pan ¢G GCC ¢ag ccGGCCatggee 29
¥'-gac aga cHl gC CEg BIC REC CRE tac cEg
Scab......... Shl...........
MNgoMlL...
Neol....

FRI(DP47/V3-23 }meeremeaee
23 24 25 26 27 28 29 30

EVQLLESG
gaalgtt|CAA|TTG|ttalgag|tctiggt| 53

cttjcaa|grjaaciaat|ciclagajcca)
| Mfel |

—FR1
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
GGLVQPGGSLRLSCA
legelget/cttigtticaglect|ggtipgtitetittajcgticnjtctigelgey 98
lccglecalgaakaalgtelggalcealccajagalaatigealgan|agajacglcgal

Sitios para variar ——> LA L L I

—FR || .CDR................|—FR2eeee
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
ASGFTFSSYAMSWVR

|geti TCCIGGAlttclact|tteltett CGITAC| GetlatgltetitgglgtticgC]

|ega|agg|cctiangltgalanglagalagclatglcgaltaciagaycclean|geg)
| BspEI | | Bsiwlj |BstX1.

Sitios paravariar—> ***  *%s 444
FR2 >|...CDR2.........
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 14 75
QAPGKGLEWVSAISG
|CAa|gctlecTIGGliaaalggt|tipipag(tpglattitctiget|ate|tet|ggt]| 188
lgtticgalggalccalttticealancicic|ace|caalagdcgaliaglagajccal

LBsIXT |

_____ COR2.oooeeeeee oo | —FR3 e

76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90
SGGCSTYYADSVEKOGRF
itetjzgtipeclagt|act|tacjtatigetipacjtecipttianalpeticpciiue] 233
[agajccalccgitcaligalaiglatajegajctg|agg|caalttticealgeglaag]

FR3
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
TISRDNSKNTLYLOQOM
|actfatc| TCT)|AGA|gac|aacjict|aag|aatjacycicliac|tuglcaglatg| 278
|t:n|t|a}s{|;:lnllmtctama|ngsinqmltgalmlatglaaclwltnﬂ

—FR3 >

106 107 108 109 110 3101 M2 113 114 115 116117118 119 120
NSLRAEDTAVYYCAK
JaaclagCITTAJAGe|gctlpaglpaclaCTIGCA|Gte|tacitat]tgeget]aasl
Itglteglaatitecicgalctclctg/tgalcpticaglalglatajacgicgalm)
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! |ARIT| | Pstl|

v CDRA... «.}=—FR4
' 121 122 123 I24 IZS 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
! DYEGTGY AFDIWGQG
|gacitatigaalggtiactiggtitat|getittelpaC)]ATA|TGelppticaalggt| 368
Itlslalﬂdﬂwallsﬂlmlﬂﬁn:;a?lﬂmHtllﬂlttﬂlzﬂlﬂﬂ!

I

FR4- >
136137 138 139 140 141 142
TMVTVWVSS
lactjaiG|GTCJACClgicltcjagt- 389
[tgaltac|cag(tgglcag|agaljtea-
| BsiEIl |

e e em ot G

143 144 145 146 147 148 149 150 151 152
ASTKGPSVFP

gec tee ace aaG GGC CCa teg GTC TTC cec-3° 419
! €gg agg tgR ftc ccg got age cag aap gag-5'

! Bspl20l. Bbsl...(2/2)

! Apal....

(SFPRMET) 5'-ctg tet gaa ¢G GCC cag ccG-3'
(TOPFR.1A) 5'-cig tet gaa ¢G GCC cag ccG GCC atg gec-
gaalgniCAAITTG|najgagltctiggt- -
Iggclggticttigtijcaglectiggtipgticta-3'
(BOTFR1B) 3'-caa|gtclgpalccajceajapgalaat|pcajgaajagalacp|egal-
|egajagelect|aag|tgajaag-5' ! cadena inferior
(BOTFR2) 3'-acc|can|gcgf-
|gttjegalpgalccaltitjcealaac|etejace|caa]apal-5' ! bottom strand
(BOTFR3) 3'- ajegalctglagg|canjetticealgeg|ang)-
Itga|tag|agaltct|ctgltiglaga|tic|tta|tgalgag|atg|aac|gteitac)-
|ttgitcglaatitec|cgalcteictgitga-S'
(F068)  5'-gCITTA|AGglgctigaglgaclaCTIGCA|Gtc|tacltatjige|getianal-
IgacitatigaslggtiactiggtitatigcyttcigaClATA|ITGglgglc-3'
(BOTFR4) ¥-cgajang|ctg|tatjacc|ccalgttjceal-
Itga|tacjcagitgg|caglagaltca-
cgg agg tgg tc ccg get age cag aag ggg-5' ! bottom strand
(BOTPRCPRIM) 3'-pg tte cep got age cag aag gep-5'
]

! CDR1 diversidad

!

(ON-vgC1) 5-gctiTCCIGGA tte|act]tte|teti<1>[TACI<]>
! CDRI.......cer o000 6859

!EE!E“!'!EECA ulg:gcg ! Igg-s'
!

I<]> significa una mezcla equimolar de { ADEFGHIKLMNPQRSTVWY}; no C

! (N0 s una secuenciaj
1

' CDR2 diversidad
I

{DN-VECZ} 5. ggtlttgfgag|lgglgmlcﬂ-ﬂ1?|atclf2}1ﬂ:’i'

| ";g%llgﬂﬂl‘ l“'lﬂ-ﬂl‘l "l“ﬂ EC'IEE'-‘-l'-'CﬂE“l“ﬂB-E'T
; <1> es una mezcla equlmohr {Ie {ADEFGHIKLMNPQRST‘H'WY] no C
! <2> es una mezcla equimolar de { YRWVGS); no ACDEFHIKLMNPQT

1 <3> es una mezcla equimolar de {PS}; no ACDEFGHIKLMNQRTVWY
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VD VLD1DJLOVD 106
DVVYL1VIDI0D VOOLDLVYOOV DOVVOIVVLL DDLILI9ILD VVLOODODLL LIVYVYVOOVL 148
OLVVVVDLIO VOLVOVVOLY LOVIOOVVLVYD LLOVOYVDDL ¥VDOOOLIDLL VLLLODOLDY 8L
O¥21D9233V I00LDDLOLY DDOLIIDLID DLDLIDLDIL VOIDVVYIVOD VVIOVILIOLL I1ZL
LIDLLVOLVL VOIVVYVDVI VVDOLOIIVY VVILVLOVOD DDDOVILVYILD IDIVVVOVYD 199
D2DY¥JD20DD VIOIIV.LOLD DLLLOLLLYY LV¥VVIDDDID LLDJVY.LLID DOLYVIDLID 109
YOVVVVDOLD VVIDOVDLOLY VLVVIDOLYL ID0VVYVIOLL LOLOVOVODD LOIVLVYOVYD 1S
DLID0DLIDD LIDIDLLDOY DOVIOVIVID VVVOOOLIDL LLOLILVOLL DOIDDVIVID I8
JLVVIOVILY YVYOVOVOODDY DDLD00DDVD LYVLIOLLLLYY YVVODOVDOLL DLOVVLVLYY 2%
D12D011991 DVVIOI000V DDVIIIVVIV VVOIV.LIDOL DVIIDIDVIV LODLOVVLIVYD 19
LLIVOJIOLYL IDV.LDI00LD DOLOVLIDIOV LOJSVVOLLO LVLOVIIVOL I9DLLLOOVY 10€
D1301VI2301 2LIDDVIIDV JDVIDDLIDV VVVLODLYDL VOLVVLLOOL LLVVOLVYIOD 1+
LVODOLLOIV DVV.LLVOVVY DVLODLLIOVD 1921900221 VOIDVOVIVDI YOLLLODLIL 181
YIVDODVIOY YOOLOLIV.LD OVLLLLLLLY DDVOLIOVVL LOLVOOVYILD DLOVIOVYYD 121
ODOLLVLIOL VODDLYIDOV JLYOLIDLIV V.LLIDOVIID VVVVIOVOLL D0LIVOIIVD 19
ALVOVODOVL LDOOODLVDOVYD DLODOLODOOL OLLLLLIDOL LLDLILYOVD LLDDOVDDIOL |

HA U8 OpeSh OUDI9Y 87 BIeL
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Tahla 29; Secuencia de ADN de pCESS

! pCESS 6680 bases=pCes4 conrellenos en COR-1y COR3 2000.12.13
!
! Ngene = 6680

! RE iitiles {cortan MAnoLl menos de 3 veces) 2000.06.05
i

' No cortadoras

!Acch5] Ggtlace Afel AGCgel Avrll Cctagg

{BsaBl GATNNnnaic  BsiWI Cglacg BsmFI Nnnnnnnnnnnnnnngiece
1BsrGl Tgtaca BstAPI GCANNNNnige BstBI TTcgaa
IBaiZITIGTAac  Burl CACgig Ecl136l GAGctc
'EcoRV GATalc Fsel GGCCGGee Kpnl GGTACe
IMscl TGGeca Nrul TCGega Nsil ATGCA1L

iPacl TTAATtaa  Pmel GTTTaaac Pmil CACgig
IPpuMI RGgwcey PshAl GACNNnngte  Sacl GAGCTe
18acll CCGCgg 5bfl CCTGCAgg  SexAl Accwgpt
'5gfl GCGATege  SnaBl TACgta Spel Aclagt

1Sphl GCATGe SseB3871 CCTGCAge Swl AGGeet
1Swal ATTTaaal Xmal Ceeggg

t

! cortadoras

! Enzimas que cortan mas de 3 veces.
!AlwN]1 CAGNNNcig 5

'Bsgl cigcac 4

!BsrFi Recggy 5

!Ear]l CTCTTCNnnn 4

IFaul ANNNNNNGCGGG 10

'

| Enzimas que cortan de 1 a 3 veces.
!

'Eco01091 RGgncey 3 7 2636 4208
1BssSI Cregtg 12

I.*. Cacgag 1 1703

!BspHI Tcatga 3 43 148 1156

!Aatll GACGTe 1 65
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!BciVI GTATCCNNNNNN 2 140 1667
!Eco571 CTGAAG 1 301
1-"- cttcag 2 1349

'Aval Cycgrg

!BsiHKAI GWGCWc
|HgiAl GWGCWc¢
'Begl geannnnnntcg

!Scal AGTact
'Pvul CGATcg
{Fspl TGCgca

'Bgll GCCNNNNnggc

!Bpm! CTGGAG
1"~ ctecag

'Bsal GGTCTCNnnnn
1Ahdl GACNNNnngtc

3 319 2347 6137
3 401 2321 4245
3 401 2321 4245
1 46}
1 505
3 616 3598 5926
2 763 5946
3 864 2771 5952
1 898

I 4413

1 916
1 983

!Eam! 105! GACNNNnngtc 1 983

!Drd! GACNNNNnngtc 3 1768 6197 6579
tSapl gaagagc 1 1998

tPvull CAGctg 3 2054 3689 5896
PIMI CCANNNNnigg 32233 3943 3991
!Hindlll Aagctt 1 2235

!ApalLl Gtgcac 1 2321

!BspMI Nnnnnannngcaggt 1 2328

1-". " ACCTGCNNNNn 2 3460

!Pstl CTGCAg 1 2335

'Accl GTmkac 2 2341 2611
'Hincll GTYrac 2 2341 3730
!Sall Gicgac 1 2341

ITlil Ctcgag I 2347

!Xhol Ctcgag 1 2347

!Bbsl gtettc 2 2383 4219

{Bipl GCtnagc 1 2580

{Espl GCtnage 1 2580

1SgrAl CRecggyg 1 2648

Agel Accggt 2 2649 4302

1Ascl GGegegee 1 2689

1BssHIT Gegege 1 2690

ES 2375952 T3
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1S$fil GGCCNNNNnggee 1 2770
INael GCCggc 2 2776 6349
INgoMIV Geegge 2 2776 6349
IBigl Ccrygg 3 2781 3553 5712
1Dsal Ccrygg 3 2781 3553 5712
INcol Ccatgg 1 2781

I1Styl Cewwgg 3 2781 4205 4472
IMfel Caatig I 2795

!BspEl Tecegga 1 2861

'Bglll Agatct 1 2872

!Bcell Tgatea 1 2956

!Bsu36l CCtnagg 3 3004 4143 4373
tXcml CCANNNNNannntgg 1 32158
'Miul Acgegt 1 3527

!Hpal GTTaac 1 3730

!Xbal Tctaga 1 3767

!

1A Cttaag 1 3811

!Bsml NGeattc 1 3821

"< GAATGCN 1 4695

!Rsrll CGgweeg 1 3827

!Nhel Getage 1 4166

!BstEll Ggtnacc 1 4182

iBsmB] CGTCTCNnnnn 2 4188 6625
1-*- Nnnnnngagacg I 6673

1Apal GGGCCc 1 4209

1Banll GRGCYc¢ 3 4209 4492 6319
1Bsp120] Gggcec 1 4209

1PspOMI Gggceee I 4209

IBseR1 NNnnnnnnnnctcctc 1 4226
1.7 GAGGAGNNNNNNNNNN 1 4957

tEcoNI CCTNNnnnagg 1 4278
'PAIF1 GACNnngic 1 4308
'Tth11 1] GACNnngtc I 4308
'Kasl] Ggcegee 2 4327 5967
IBstX] CCANNNNNnigg 1 4415

Notl GCggecge 1 4507
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1Eagl Cggeeg 1 4508
IBamHI Ggatee I 5169
'BspDIl ATcgat 1 5476
INdel CAtatg 1 5672
!EcoRi Gaatic 1 5806

IPsil TTAtaa I 6118
Dralll CACNNNgtg I 6243 .

BsaAl YACgtr 1 6246
1

| gacgaaaggg cCTCGTGata cgectatttt tataggitaa tgicalgala ataatggitt
' BssS1(1/2)
61 cnaGACGTC aggtpgeact tticgggpaa algtgcgepg aacceclatt igtitatuit
! Aatll.
121  tctasataca tteaaatatG TATCCgetea tgagacaata aceclgatan algettcaat
! BeiVl.(l of 2)

181 aalaiigass anggaagagt
! Base #201a 1061= gen ApR de pUC119 con algunos sitios de RE eliminados

!

! 1 2345678 9101112131415
| MSIQHFRVALIPFFA
201  atg agt att caa cal tic cgl gle gee it alt coc i it gog

! 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
! A FCLPVFAHPETLVLK
246 pea ltige cit cot git (il gel cac cca gaa acg cig gig aaa

! 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
! VEKEKDAEDQLGARVGYI
291 glaaaa gat pct gaa gal cag Itg gt gec cga gig get tac ate

! 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
! ELDLNSGKILESFRP
336 gaaclig pal clc aac age gEt aag atc cit gag agl it cge coc

! 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 715
! EERFPMMSTFEKVLLC
381 paapaa cplttt cca alg alg agc act tet aaa git cig cla gt
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76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90
GAVLSRIDAGQEQLG
£E¢ geg gta tta tee cgt att gac gee ggg caa gaG CAa cic ggT

91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
RRIHYSQNDLVEYS?P?
CGc cgc ata cac tat tct cag aat gac ttg gtt gAG TAC Tca cca

...... Scal....

166107 108 109 110 101 112113114 115116117118 119120
VTEKHLTDGMTVREL
glc aca gaa aag cat ctt acg gal ggc atg aca gta aga gaa tta

120122123 124 125126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
CSAAITMSDNTAANL
tgc agl pct gee ata acc atg agt gat aac act geg gec aac la

136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
LLTTIGGPKELTATFL
ctt cig aca aCG ATC Gga gga ccg aag gag cla acc gttt ftg
Pvul.... (1/2)

151 152 153 154155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
HNMGDHVTRLDRWEP
cac aac alg ggg gal cal gia act cge ctt gat cgt tgg gaa ccg

166 167 168 169 170 171 172173 174 175176 177 178179 180
ELNEAIPNDERDTTM
gag ctg aat gaa gcc ata cca aac gac gag Cgt gac acc acg alg

181 182 183 184 185 186 187 188 189 150 191 192 193 194 195

PVAMATTLRKLLTGE

cct gia GCA ATG gca aca acg tTG CGC Aaa cta tta act ggc paa
BsrDI..(12)  Fspl.... (1/2)
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! 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210
! LLTLASRQQLIDWME
786 ctactt act cta get tcc cgg caa caa tta ata gac tgg atg gag

! 211212213 214215216 217218 219 220 221 222 223 224 225
! ADKVYAGPLLRSALPA
831 gcg gat aaa git gea gga cca it ctg cge icg gee it ceg got

! 226 227 228 229 230 231 232233 234 235 236 237 238 239 240
! GWFIADKSGAGERGS
876 ggc tgg tit att get gat aaa tCT GGA Gec ggt gag cgt gGG TCT
Bpml....(1/2) Bsal....

|
!
! 241242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255
! RGITAALGPDGKPSR

921 Cgc ggt atC ATT GCa gea ctg ggg cca gat ggt aag cec tec cgt
! Bsal...... BsrD1...(2/2)

! 256257258 259 260 26! 262 253 264 265 266 267 268 269 270
! IVVIYTTGSQATMDE
966 atc gta gtt atc tac acG ACg ggg aGT Cag gea act atg gat gaa
Ahdl.

271272273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285
RNRQIAEIGASLIKH

1011  cpa aat aga cag alc gct gag ata ggt gec tca ctg att aag cat
|

! 286 287

! w .
1056 1gg taa
1062 ctgtcagac caagtitact
1081 catatatact ttagattgat (taaaactic attittaatl tasaaggatc taggtgaaga
1141  tcctttttga taatctcatg accaanatce cttaacgtga gitttcptic cactgagegt
1201  cagaccccgt agaaaagatc aaaggatctt citgagatce tutitictg cgegtaatct
1261  gctgcltgea nacananana ccaccgetac cageggtggl tigltigecg gatcaagage
1321  taccaactcl ttttccgaap gtaactggct tcageagage geagatacea aatactgtee
1381  tictagtgta pecglagtta ggecaccact tcaagaactc tgtageaccg cctacatace
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1441 1cpeicipget aatccigtia ceaglggelg cigecaglgg ceataagtcg lgicttaccg

1501 pgnggactc aagacgalag MACCEEAlA AEECECARCE BICEEECIEA AcEERERgl

1561 cgigcataca geccagellg pagegaacga colacaccga actgagalac clacagegly

1621 agcatigaga aagegecacg cticccgaag pgagaaagec geacegGTAT CCgglaageg
! BeiVvl.. (2 of 2)

1681 geagggtege nacagpagap cgCACGAGgg agettceagg gepaaacpec lggtatettt
! BssS1.(212)

1741 atagteeigt cgggtticge caccletpac tgapegteg atimiglga tgeteglcag

1801 ggeggcppag colalggaaa aacpccagca BCECEECCH IHACERIE Clggoctt

1861 pgetggecut tgetcACATG Tiettteelg cgttatecec tgattelgtg gataaccgta
! Peil...

1921  naccgectt tgagigaget gataccgelc pecgeagecg aacgaccgag cpeagegagt

1981 capigagcea pgaagcgGAA GAGCgoccaa lacgeaaace gectclocce gogegligge
! Sapl....

2041 cgancaiia algCAGCTGg cacgacagg! Itcccgaclp gaaagcEgEc aglgagcgca
' - Pvull(1/3)

2101  acgcaatTAA TGTgagtiag cicacicait aggeacceca gecTTTACAC tuatgetic
! ~35.. Plac ~=10.

2161  cgpcicgtat grigiglgga anglgagcp pataacaan tcacaCAGGA AACAGCTATG
! M13Rev_seq primer
2221  ACcatgatta cgCCAAGCTT TGGagecrtt tuttggaga uticaac

PAiMI.......

Hind}.
seﬁal::conector::C_Liuerﬂ

12345678
M KKLLTFA
2269 pig aaa aaa tia tta tic gc

B A

LVVPFY

910111213 1415
1 P
a att ccl ia git git cct tic tat

CONBCTON ... Final de FR4
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 X0
SHSA QVQLQVDLEIEK
2314 1cicac aGT GCA  Cag gtc caa CTG CAG GTC GAC CTC GAG atc saa

e

! Apall.... Psil... Xhol...
| BspM...

I Sall...

! Accl...(1/2)
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! Hinell.(172)
!
I los dominios Viigeros podrian clonarse comeo fragmentos ApaLl-Xhol.

! los segmentos VL-CL{Kappa) pueden clonarse como fragmentos ApaLi-Ascl. Se——---
I

! Ckappa

! 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

! RGTVAAPSVFIFPPS

2359 cpl ggaact gig get gea cca tet GTC TTC atc e ecg cea (et
Bbsl..(172)

46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
DEQLEKSGTASVVCLL
2404  gat gag cag tig aaa (¢t gga act goc tot gtt gig tge clg clg
|

j' 61 62 63 64 6566 67 6B 69 T0 71 7273 74 75

! NNFYPREAKYQWKVD

2449  aat aac tic lal ccc aga gag gee aaa gla cag Igg aag gig gat

!

! 76 77 78 79 80 81 82 83 B4 B5 86 87 BY 89 90

! HNALQSGNSQESVTEH®QGQ

2494  aac gee cic caa teg Bgt aac locc cag gag agt gic aca pag cag

!

! 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105

! DSKDSTYSLSSTLTL

2539 pgac agc aag gac agc acc tac age cic age age ace cig acG CTG
Espl...

106 107 108 109 110 11T 1I2 I3 104 1150116 107 118 119120
SKADYEKHKVYACEV
2584 AGC aaa gea gac tac gag aaa cac aaa GTC TAC gec lge gaa gic
...Espl.... Accl..(2/2)

120 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132133 134 135
! THQGLSSPVTKSFNR

2629  acc cat cag ggc cig agt tcA CCG GTg aca aag age 1tc aac agg
! Agel...(112)
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' 136 137 138 139 140
! G EC..
2674 ppagagiptiaataa GG CGCGCCaatt
! Ascl.....
! BssHII.

!

2701  ctattticang gagacagtca la

|

I PelB::3-23(con relleno) ::CH1:[1l gen de fusion

!

H 1 234567891010 12131415

! MKYLLPTAAAGLLLL
2723 alg aaa tac cta Hg ccl acg gea goc gel pea tig tia tta cle

16 17 18 19 20 21 22
AAQPAMA
2768 peG GCC cag ccG GCC atg gec

I Sl
! NgoMIV..(1/2)
! Neol....
'
! FRI(DP47/V3-23)---mmreee
.l 23 24 25 26 27 28 29 30
! EVQLLESG
2789 gaalgrCAA|TTG najgagjctigp!]
! | Mfel |
!
| PR FRI--

Poo31032 33 34 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 45
! GGLVQPGGSLRLSCA

2813 |geclggtctt|giticagicctiggtiggtitcltialcgticttitcttgelge
!
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- P
46 47 48
ASG

2858

2867

2887
2947

oo
3067
un
37

3247
3307
367
3427
3487

3547
3607
3667

127

lgeyTCCIGGA|
| BspEl |

Felleno para CDR1, FR2 v CDR2 >

Mo hay codoenes de parada en este relleno.
eclicAGATC Tertigeent
Belll..
WIBIEEEEL SEIgCagalc ECRIaCcREa RAICEACCEA CIECIZREC AaaagCCacy
citaacige T GATCAggcal gggalgiat icgccaaace agicgicagg alcliaacct
Bell...
paggetttit iacctacte tgcaagcage gacalctpgt ttgacacapa pegalccpeg
Icgicaglip glagaaacal 1aacacgnp pealgpcatc aamigena algalgatgp
laaaacclgp CAgCagocag golcipeeal colpaacgtt Ippclgacca glatgtigaa
goplaccgla glgpotgecg acclatpCC Amigataag TGGlacageg ceagiggela
Xemlo...o......
CEAAACAACE CAgEACERCC caaclggilc golgaalala aptglipeag caaaaaltit
Blatgappcg glgcaggpag acaaalcacc aalcccacag gegphipate tgtigetpp
gaaaccacag caggaggtig tgtiggclge gelgpangal accigggaga clctticcaa
scgclalggc ealasiglpa glaaciggaa aacaccigca atggocttas cptlccgpec
aaalaattic Miggtglac cgeaggeege ageggaagaa ACGCG Tealc aggeggagla
' Miul..
Icanaaccgl ggancagaan acgatatgat tgtittcica ccaacgacaa gepategtee
tglgciigee Igggalgigg tcgeaccepg teagagigeg tallgele cogatggaac
agligataag caclalgaap alcageigaa aatgtacpaa aatiiggec glaagtcget
Pvull.
clgGTTAAC asgeagpatg tggaggcgea laaggagtcp
Hpal..
Hincll(2/2)

FR3 —

3767

5!5?39 10 11 12 13 1415 16

5 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
KNTLYLQM
aac|ictjaag|aat|actjctcjtaciug|cag|atg|

“ﬁu
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| Xbal |

17 18 19 20
106 107 108 109
NSLs1sircseg
3806 |aaclagCITTA|AG tctg agec at CGG TCC G
! |AfUL | Rstll..

!
!
! -FR3 5|
!
!
!

]
! qhspt.
3834 pggcaacali(clccaaaciga ccagacga cacaaacgge
3872 nacgctaaa tcccgegeat gggatggtlan agagplgpceg tetitgetgg ceiggactca
J932 (cagaigaag gccaaaaatt ggcaggaglg gacacageag geagegaaac aageactgac
3992 catcaactgg tactatgctg atgtaaacgg caatattggt tatgticata ctggtgetta
4052 1ccagalcgt caatcaggce algatcegeg attacceglt colggtacgg gaaaatpgga
4112 ciggaaaggg ctattgeclt itgaaatpaa ccclaagptg tataacccce ag
4164 aa GCTAGC ctgeggetic

H Nhel..
!

4182 GIGTCJACC] glc tca age
! | BstEll|

! 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
! ASTKGPSVFPLAPSS

4198 gce tce ace aag gge cca teg gie tic cec clg gea ccc tee tee
1
! 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
! KSTSGGTAALGCLVK

4243 aag agc acc tct gpg RC aca geg gec ctg gpc tge cig gte aag
!

! 166 167 168169170 171 172173 174175176 177178 179 180
1 DYFPEPVTYSWNSGA

4288 gac tac ltc ccc gaa ccg gig acg glig tcg tgg aac tca gge gec
!
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! 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195
! LTSGVHTFPAVLOQSS

4333  clg acc age pgc glc cac acc te cog gol gic cla cag toc ica
i

' 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210

! GLYSLSSVVTVPSSS

4378  gga clc tac lcc clc age agce gla glg acc glg coc tec age age

1

! 201212213 214215216 217 218 219 220 221 222 223 224 225

! LGTQTYICNVNHIKPS

4423 ng gge acc cag acc 1ac alc Ige aac gig aal cac aag ccc age

!

! 226227228 229 230 231 232233 234235236 237 238

! NTKVDKKVEPKSC

4468 aac acc aag gig gac aal AAA GTT GAG CCC AAATCT TGT
ON-TOHAIrec ....cocvvnnsnnnninnn,

Conector Poli His
139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
I A AAHHHHHHGAA
4507 GCG GCC GCa cat cat cat cac cat cac ggg gec gea
Matl......
Eagl....

151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
EQKLISEEDLNGAA.
4343 paa caa aaa cic afc tca gaa pag gat cig aat peg poc gea lag

!
!
!
!
!

Mature [1]-----mmmmmeeeme -3,

166 167 168 169 170171 172173 174 175176 177 178 179 180
TVESCLAKPHTEMNSTF

4588 acl gt gaa agl Lgl lla gca aaa ccl cal aca gaa aal (ca fl

1

S e cEw s

i 181 182 183 184 185 186 187 188 189 150 191 192 193 194 195
! TNVWKDDEKTLDRYAN

463] actaac gic 1gp aaa gac gac aaa acl Ma gail cgl tac got aac
!

154



ES 2375952 T3

! 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210

! YEGCLWNATGVVVCT

4678 1at gag ggc tgt ctg tgG AAT GCrt aca gge gt gtg gt tgt act
Bsml....

211212213 214215216217 218 219 220 221 222 223 224 225
GDETQCYGTWVPIGL

4723 ggt gac gaa act cag tgt tac ggt aca tgg gtt cct att ggg cut

1

!
!
!
!

i 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240
! AIPENEGGGSEGGGS

4768 gcl atc cct gaa aat gag gt ggt gec et gag gat gge gt tct
!

i 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255
! EGGGSEGGGTIKPPEY

4813 pag ppt ppc gpt tct gag gat ggc ggt act aaa ccl cet gag tac
]

! 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270
! GDTPIPGYTYINPLD

4858 ggt gat aca cct att ccg ggce tat act tat atc aac cct ctc gac
]
} 271272273 274 275276 277 278 279 280 281 282 283 284 285
! GTYPPGTEQNPANPN

4903 ggc act tat ccg cct ggt act pag caa aac ccc gt aat cct aat
|
! 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300
! PSLEESQPLNTFMFNQ
4948 cct tet ctt GAG GAG tct cag cct cit aat act ttc atg tit cag

BseRl1..(2/2)

301302 303 304 305 306 307 308 309310311312313314315
NNRFRNRQGALTVYT
4993 aat aat agg tic cga aat agg cag ggt gca tta act git tat acg
]
! J16317318319320321 322323 324 325326 327 328 329 330
! GTVTQGTDPVKTYYAQ
5038 ggc act gtt act caa gge act gac ccc gtt aaa act tat tac cag

1
!
'
.
!
]
!
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|
! 331332333 334335336337 338339340341 342 343 344 345
! YTPVSSKAMYDAYWN

5083 tac act cct gta tca (ca aaa gec atg tat gac get tac tgg aac
!
! 346 347 348 349 350 351 352 353 354 355 356 357 358 359 360
! GKFRDCAFHSGFNETPD

5128 pgpt aaa tic aga gac tgc get tec cat tct gge «t aat gaG GAT

BamHI..

!
!
! 361 362363 364 365366367368 369370371 3723733741375
! PFVCEYQGQSSDLPAQ

5173 CCa ttc gtt tgt gaa tat caa gge caa teg tet gAC CTG Cet caa
! BamHl... BspMI...(2/2)

376377378 379 380 381 382 383 384 385 386 387 388 389 390
PPVNAGGGSGGGSGG
5218 cct cct gte aat get gge gge gpc tet ggt gt gat tet pgt ggc
!
! 391 392 393 394 395 396 397 398 399 400 401 402 403 404 405
! GSEGGGSEGGGSEGG
5263 pggec ict gag gat ggc ggc tet gag gat gac gat tet gag gt gac
!
! 406 407 408 409410411 412413 414415416417418 419 420
! GSEGGGSGGGSGSGOGD

5308 gpctct gap ggt gge gt tee ggt gee ggc tee gt tec ggt gat
1

! 421422423424 425 426 427428 429430431 432 433 434435
! FDYEKMANANKGAMT

5353 ftt gat tal gaa aaa alg gca aac gel aat aag ggg get alg acc
!
! 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450
! ENADENALQSDAKGK

5398 gaa aat gcc gat gaa aac geg cla cag (ct gac gel aaa ggc aaa
!
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! 451 452 453 454 455456 457 458 459 460 461 462 463 464 465

L LDSVATDYGAAIDGETF

5443 cit gal tct gt pet act gat tac ggt get get ATC GAT ggt ue
BspDi..

466 467 468 469 470471 472473 474 475476 477 478 479 480
IGDVSGLANGNGATG
5488 att ggt gac git tcc gge cit gel aat ggt aat gpt pet act gpt

'

T I .

I 481 482 483 484 485 486 487 488 489 490 491 492 493 494 495
' DFAGSNSQMAQVGDAG

5533 pgattn get gge tet aal lcc caa alg gel caa gic ggt gac ggt

!

! 496 497 498 499 500 501 502 503 504 505 506 507 508 509 510
! DNSPLMNNFRQYLPS

5578 gat aat tca ccl (1a atg aal aat ttc cgt caa tat 1a cct ict

!

' 511512513514515516517 518 519 520 521 522 523 524 525
I LPQSVECRPYVFGAG

5623 g cct cag tcg gtt gaa 1gt cge cct tat gic it gge get gat

KPYEFSIDCDKINLTF
5668 aaacCA TAT Gaa ttt tct att gat tgt gac aaa ala aac {ta tic
Ndel....

!
! 526 527 528 529 530531 532 533 534 535 536 537 538 539 540
]

541 542 543 544 545 546 547 548 549 550 551 552 553 554 555
RGCGVFAFLLYVATFMY

STI3 cptgpt gt tit gep tt cit tta tat git gee acc tit atg tat
'

"
H
-

! 556557 558 559 560 561 562 563 564 565 566 567 568 569 570
! VFSTFANILRNKES.

5758 gtatu tcg acg ttt gct aac ata ctg cgt aat aag gag (ct 1aa
!
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! 571
I
5803 1aa GAATTC
! EcoRI.
5812  actggccgl cgttttacaa cgicgtgact gggaaaacce tggcgtiace caacttaatc
5871 gectigeage acatcecect fiegecaget ggegtaatag cgaagapgee cgeacCGATC
! Pvul..
5931  Gecectteeca acagtTGCGC Agcectgaatg gegaatGGCG CCigatgegg tatttictee
! ...Pvul... (3/3) Fspl... (2/2) Kasl...(2/2)
5991 uacgcatct glgeggtatt tcacaccgea fataaattgt aaacgttaat attttgttaa
6051 aaticgeptt aaatrttigt taaatcagct cattttitaa ccaataggec gaaatcggea
6111 aaatcccTTA TAAatcaaaa gaatagcccg agatagggtt gagtgtigtt ccagitigga
! Psil...
6171 acaagagtcc actattaaag aacgtggacl ccaacglicaa agggcgaaaa accgtetate
6231 agggcgatpg ccCACacGT Gaaccatcac ccaaatcaag Mitigggg tcgaggtgce
{ Dralll....
6291 glaaagcact aaatcggaac cclaaaggga geececgatt tagagetiga cggggaaaGC
! NgoMIV..
6351 CGGCpgaacgt ggcgagaaag pasgggaaga aagcgaaagp agcgggegel agggegetgg
I ..NpoMIV.(2/2)
6411 caagtgtagc ggtcacgctg cgegtaacca cecacaccege cgegcllaat gegeegetac
6471 agggcpcgta ctatggtige ttigacggpt geagictcag lacaatctge tetgatgeeg
6531 calagttaag ccagcccega caccegecaa cacccgetga cgegeectga cgggettgte
6591 tgcteccgpc atcepcttac agacaagelg tgaccgtete cgggagelge atgtgteaga
6651 pgtittcace glcatcaccg aaacgegega

Tabla 30: Oligonucledtidos usados para clonar la diversidad CDR1/2

Todas las secuencias son 5'a 3'.

1) ON_CD1Bsp, 30 bases

gcTTccggA
789101112131415161718

TTcAcTTTcTeceT
192021222324252627282930

2) ON_Br12, 42 bases

TTTAccAggAgeTTggecg
192021222324252627282930313233343536

AAcccA
373839404142

3) ON_CD2Xba. 51 bases
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egAAggcAgTgATcTAgA
123456789101112131415161718

gATAgTgAAgce

AccTTT

192021 222324252627282930313233343536

AAcggAgTcAgcATA

373839404142 4344454647 48 49 50 51

4) ON_BotXba, 23 bases

BBAAggcAgTgATcTAgA
123456789101112131415161718

Tabla 31: Oligonucleétidos Puente/Extensor

ON_Lam1aB7(rc) .............

............ GTGCTGACTCAGCCACCCTC. 20

ON_Lam2aB7(rc) ..........

.............. GCCCTGACTCAGCCTGCCTC. 20

ON_Lam31B7(rc) ..........

............. GAGCTGACTCAGG.ACCCTGC 20

ON_Lama3rB7(rc) ..........

.............. GAGCTGACTCAGCCACCCTC. 20

ON_LamHf1cBrg(rc) CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGAGCGTCTTGACTCAGCC....... 38

ON_LamHf1cExt CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGAGCGTCTTG............... 30

ON_LamHf2b2Brg(rc) CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGAGCGCTTTGACTCAGCC....... 38

ON_LamHf2b2Ext CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGAGCGCTTTG............... 30

ON_LamHf2dBrg(rc) CCT

CGACAGCTAAGTGCACAGAGCGCTTTGACTCAGCC....... 38

ON_LamHf2dExt CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGAGCGCTTTG............... 30

ON_LamHf31Brg(rc) CCT

ON_LamHf31Ext CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGAGCGAATTG............... 30

ON_LamHf3rBrg(rc) CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGTACGAATTGACTCAGCC....... 38

ON_LamHf3rExt CCT

CGACAGCGAAGTGCACAGTACGAATTG............. 30

ON_lamPlePCR CCT

CGACAGCGAAGTGCACAG........cccceeereee

21

Consenso
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Tabla 32: Oligonucledtidos usados para hacer el ADNss localmente

hicatenario

Adaptadores (8)

ES 2375952 T3

H43HF3.1?202#1 5'-cc gtg tat tac tgt gcg aga g-3°

H43.77.97.1-03#%2
H43.77.97.323422
H43.77.97.330423
H43.77.97.439#44
H43.77.97.551#48

5'-ct
5'-cc
5'-cys
S'-c#
5'=-cc

gtg tat
gta tat
gtg tat

tg tat
Btg tat

160

tac
tac

tac

tac
tac

tgt
et
tgt
tgt
tgt

gcg aga g-3'
BCE a g-3'
gcg aga g-3'

gcg aga g-3'
gcg aga &-3'



ES 2375952 T3

Naietel ol Aol o RA [ ARSA ReR ASN A RS
BYLIOLIY16¥bYbYIbYYobL01voL16106¥yLI0006¥21001616¥2010vbYIOYIY,S
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HavX evH
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Tabla 34: Cebadores de PCR

ES 2375952 T3

Cebadores
H43.XAPCR2 gactgg gTgTAgTgATCcTAg
Hucmnest cttttc tttgttgcecgttgggatg

Tabla 35: Programa de PCR para la amplificacion del ADN de CDR3 de cadena pesada

95 grados C 5 minutos

95 grados C 20 segundos

60 grados C 30 segundos repetir 20x
72 grados C 1 minuto

72 grados C 7 minutos

4 grados C mantenido

Reactivos (reaccion de 100 ul):

Molde 5ul mezcla de ligacién
10x tampén de PCR 1x

Taq 5 U

dNTPs 200 uM cada uno
MgCI2 2mM

H43.XAPCR2-biotina 400 nM

Hucmnest 200 nM
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¥
!
! No cortadoras

]

1Bcll Tgatca
1BstZ171 GTAtac
IFsel GGCCGGecc
IPmel GTTTaaac
'RsrIl CGgwccg
'SgfI GCGATcgc
1Stul AGGcet

!
I cortadoras
!
!

! Final de los genes ly X

! Comienzo del genV
!BsrGI Tgtaca
'BspMI Nnnnnnnnngcaggt
- ACCTGCHNHNNNN
! Final del genV/

! Comienzo del gen Vil
'BsaBI GATNNnnatc
! Comienzo del gen X

! Final del gen VIl

'SnaBI TACgta
!BspHI Tcatga

! Comienzo del gen Vil
!'Final del gen IX

! Final del gen VIl

I Comienzo del gen lll
'Eagl Cggccg

'¥bal Tctaga

!KasT Ggcgcc

'BsmI GAATGCN
'BseRI GAGGAGNNNNMNNMNNN
l=fa NNnnnnnnnnctccte
'AlwNI CAGNNNctg
'BspDI ATcgat
!Ndel CAtatg

! Final del gen

I Comienzo del genvl
'!Afel AGCgct

! Final del gen V1

I Comienzo del genl

'Earl CTCTTCNnnn
!-"-  MNnnnngaagag
!Pacl TTAATtaa

! Comienzo del gen IV
!meuggmn

!BsmFI Nnnnnnnnnnnnnnngtccec

'MscI TGGcea

!Psil TTAtaa

'End gene IV
'Start ori

'"NgoMIV Gecegge
'BanlI GRGCYc
'DraIll CACNNNgtg
'DrdI GACNNNNnngtc
!Aval Cycgrg

ES 2375952 T3

Tabla 36: Secuencia anotada de CJR DY3FT (CJR-A05)

BsiWI Cgtacg
Btrl CACgtg
Hpal GTTaac
PmlI CACgtg
Sapl GCTCTTC
SgrAl CRccggyg
Amal Cccggyg

L B L B R B e b B - W =

b L B2

B = L

10251 bases

Enzimas que cortan de 1 a 4 veces y otras caracteristicas

829

843
1021
1104
2281
1106
1108
1145
1208
1211
1268
1299
1301
1304
1522
1578
1630
le43
16350
1769
2031
7603
2210
2520
2716
2846
2848
3032
3187
3189
4067
6126
4125
4213
4235
5068
5073
5345
5493
5494
5606
5636
5709
5752
5818

163

BssSI Cacgag
EcoRV GATatc
Mlul Acgegt
PpuMI RGgwccy
SexAl Accwggt
Sphl GCATGc

5997

3967

7133
6085

8905
84386
B724
9065
8516
8623
Bo72
9883
3796

9274
8953

8515
7597
2837

8213
8080

7240

9183

7083

9039 9120

8182

9847

9160

9315
8606 8889
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!'Pvull CAGctg
'BsmBI CGTCTCNnnnn
! Final de la regién ori
!BamHI Ggatcc
'HindIII Aagctt
'BciVI GTATCCHNNNNN
! Comienzo de bla

'Eco37I CTGAAG
1Spel Actagt

'!Begl gecannnnnntcg
!Scal AGTact

'Pvul CGATcqg

'Fspl TGCgca

'Bgll GCCHNNNMnggc
'Bsal GGTCTCHnnnn
'Ahdl GACNNNnngtc
'Eaml105I GACNNNnngtc
! Final de bla

!Accl GTmkac
'Hincll GTYrac
!'Sall Gtcgac

'¥hoI Ctcgag

! Comienzo de la region PlacZ
! Final de la ragion Plac?
'Pf1MI CCAMNMNNNRtgg
'RB51

! comienzo de la seq seiial M13-iii para LC
!ApalLl Gtgcac

! final de la seq sefal M13-iil

! Comienzo de la cadena ligera kappa L20:JK1
'PE1FI GACNnngtc
'SbfI CCTGCAgg
!PstI CTGCAg

!Kpnl GGTARCc

!¥emI CCANNNNNnnnntgg
'Nsil ATGCACL

!Bsgl ctgcac

!Bbsl gtcttc

'Blpl GCtnagc

'Espl GCtnagc
'Eco0l109I RGgnccy
'Ecll3s6I GAGctc
!SacI GARGCTc

' Final de la cadena ligera
!Ascl GGcgegeco
!BssHII Gegege
!RBS2

1SfiI GGCCHNNNNnggce
'Neol Ceatgg

'Start 3-23, FR1
'Mfel Caattg

!'BspEI Tccgga
!Start CDR1

!5tatt FR2

!BstXI CCANNNNNNtgg
'EcoNI CCTNNnnnagg
!Start FR3

'!Xbal Tctaga

'RE1II Cttaag
!Start CDR3

'RatII GACGTe

164
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[y

5953
5964
5993
5994
6000
6077
6138
6238
6257
6398
6442
6553
6700
6801
6853
63920
6920
6998
7153
7153
7153
7240
7246
7381
7382
7405
7418
7470
7471
7472
7489
7542
7543
7581
7585
7626
7809
7820
8017
BO17
8073
8080
8080
8122
8126
8127
8147
8207
B218
8226
8232
8298
8316
8331
8339
B346
8373
8436
8480
8520
8556

8585

7147

71716

8208

8048

B705

9215
9503

8616

8605

8812
8675

1643

8271

7384

8976

9093



I Comienzo FR4

'PshAI GACNNnngtc
'BstEII Ggtnacc

! Comienzo CH1

'Apal GGGCCc
!Bspl20I Gggccc
!PspOMI Gggccc
'Agel Accggt
'Bsu36el CCtnagg

! Final de CH1

'Notl GCggccgce

I Comienzo etiqueta Hisé

! Comienzo etiqueta cMyc

1 Coddn ambar

!Nhel Getagc

' Comienzo M13 Il Dominio 3
'Nrul TCGecga
'8stBI TTcgaa
'EcoRI Gaattc
'XemI CCANNNNNRNnntgg
'BstAPI GCANNNNNntgc
'SacII CCGCgg

! Final anclaje soportelll
'Avrll Cctagg

' Terminador trp

'Swal ATTTaaat
'Comienzo gen ll

'BglII Rgatct

]

v

1l aat gct act act

! gene ii continued
49 ¢cca aat gaa aat
97 tct aat ggt caa
145 gtt aTa tgg aat
193 aaa cat gtt gag
241 tcec gca aaa atg
289 aat cct gac ctg
337 cga att aaa acg
385 ttt gat gca atc
433 ctg att ttt gat

481 ttt gag ggg gat

-

529 gct atc cag tct
577 ttt gca aaa gcc
625 gag ggt tat gat
673 cgt tat gta tct
721 atg aat ctt tct
769 aac gta gat ttt
817 ctt aaa atc gca

832 ggtaattca ca

! M1
843 ATG att aaa gtt
Comienzo gen V'

! 517 520
891 tect ggt gtt tct

! V35
939 tgt tac gtt gat

ata
act
gaa
cta
acc
ttg
cga
cgc
tta
tca

aaa
tct
agt
gca
acc
tct
TAA
Final

ES
gaa

cgt

ttg

gct
daa
act
cag
tct
gag
tat
ttt
tgg
ATG

cat
cge
gtt
tta
tgt
tce

X &

att

cag

ggt

= R

[

N

=
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8573 9231

8770 9509

aaa cag gtt att gac
tct act cgt teg cag
tcec aga cac cgt act
caT TaT att cag caa
tat caa aag gag caa
ttt gct tcc ggt ctg
ttg aag tct ttc ggg
gct tct gac tat aat
tca tte teg ttt tet
aat att tat gac gat
Comienzo gen X, ii continia

ttt act att acc ccc
tat ttt ggt ttt tat
gct ctt act atg cct
gtt gaa tgt ggt att
aat aat gtt gtt ccg
caa cgt cct gac tagg

11

Ql0

aaa cca tet caa gecc

P25

gge aag cct tat tca

E40

aat gaa tat ccg gtt

165

gaa
tcec

tct
cgt
cgt
cct
tta
tat

caa

ctg

ctt

agc
aag
cgc
cct
cag
ctg
gca

ggc
cgt
aat
daa
gtt
aat

ttt

aat

V45
gtc

ctt

ggt
ttt

gta

aaa
ctg
tce
tct
cgt
gag

act

E30
gag

aag

T15
act

cag

att

cgt

ctt

act



PSS
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D50 AS55 L60
987 ctt gat gaa ggt cag cca gcc tat gcg cct ggt cTG TAC Acc gtt cat
BsrGI...
L65 V70 575 RBO

1035 ctg tcc tct ttc aaa gtt ggt cag ttc ggt tcc ctt atg att gac cgt

P85 K87 finaldeV
1083 ctg cge ctc gtt ccg get aag TAA C

1108 ATG gag cag gtc gcg gat ttc gac aca att tat cag gcg atg
Comienzo gen VI

1150 ata caa atc tcc gtt gta ctt tgt ttc gcg ctt ggt ata atc

VIl y IX superposicion.

..... S2 V3 L4 V5 510
1192 gct ggg ggt caa agh TGA gt gtt tta gtg tat tect ttT gcc tet tte gtt
Final Vil
| comienzo IX
L13 W15 G20 T25 EZ29

1242 tta ggt tgg tgc ctt cgt agt ggc att acg tat ttt acc cgt tta atg gaa
1293 act tecc tc

e .. parada de IX, X y VIl superposiciin por cuatro bases
1301 ATG aaa aag tct tta gtc ctc aaa gcec tct gta gece gtt geot acc cte
Comienzo secuencia seiial de viii.

1349 gtt ccg atg ctg tct ttc gect gct gag ggt gac gat ccc gca aaa gcg
Villmadura --=2

1397 gcc ttt aac tcc ctg caa gocc tca gocg acc gaa tat atec ggt tat geg

1445 tgg gcg atg gtt gtt gtc att

1466 gtc ggc gca act atc ggt atec aag ctg ttt aag

bases 1499-1539 sonpromotor probable paraiii
1499 aaa ttc acc tcg aaa gca ! 1515
........... =35

1517 agc tga taaaccgat acaattaaag gctccttttg
eea.. —10 -

1552 gagccttttt ttt GGAGAt ttt ! 5.D. mayiscula, puede haber 9 Ts
Lmmm——= III secuenciaseilal @ 2~ -—-—————————==-----e————oeoo—o >
M K K L L F A I P L v v P F
1574 caac GTG aaa aaa tta tta ttc geca att cct tta gtt gtt cct tte ! 1620

Y s G A A E S H L D G A
1620 tat tct ggc gCG GCC Gaa tca caT CTA GRc ggc gcc

EagI.... ¥bal....
Dominio 1 ===== - s e e e e e e
A E T v E S c L A
1656 gct gaa act gtt gaa agt tgt tta gca

K s H T E I 5 F T N v W K D D K T
1683 aaR Tcc cat aca gaa aat tca ttt aCT AAC GTC TGG AAA GAC GAC AAA ACE

L D R Y A N Y E G 5 L w N A T G v
1734 tta gat cgt tac gct aac tat gag ggC tgt ctg tgG AAT GCt aca ggc gtt
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v

v

C

T

1785 gta gtt tgt act

1836 ggg ctt gct atc

L1 conector

1857 gag ggt ggt ggc

G

E

L

A

1
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T
ACT

Q
CAG

BsmI..

c Y G

T

W

v

P I

TGT TAC GGT ACA TGG GTT cct att

G

G

G

G

G

G

1887 gag ggt ggc ggt

Dominio

1917
1968
2019
2070
2118
21686
2214
2262

2307

comienzo L2

aaa
cct
aat

aat
gtt
gta

GAC

cct tet ctt

agg ttc cga
act caa ggc
tca tca aaa

TGec get tte

AlwNI
tat caa ggc caa

ggc ggc gge tct

tac
act
GAG

gag

ggt
tat
GAG

BseRI. .

aat
act
gcc
cat

tcg

agg
gac
atg
tct

tct

2 e ———————— -

cct cct gag
ctc gac ggc

gat
ccg
tct

cag

ccc
tat

ggc

gac

g9c

- —

aca
cct
cag

999
gtt
gac

tre

ctg

cct
ggqt

cct
gca
aaa
gct
aat

cct

att ccg ggc
act gag caa
ctt aat act

tta act gtt
act tat tac
tac tgg aac
gaG gat TTa

caa cct cct

tat
aac
ttc

tat
cag
ggt
ttT

gtc

act
cce
atg

acg
tac
aaa

gtt

aat

tat
gct
Lttt

gg¢
act

teC

atc aac
aat cct
cag aat

act
cct
AGA

AlwNI

tgt

gct

gaa

S o

2319 ggt ggt ggt tct
2331 ggt ggc ggc tct
2343 gag ggt ggt gge tct
2373 ggt ggt ggc tct ggt

Muchas secuencias publicadas del fago derivado de M13 tienen un conector mas largo

gag gga ggc
! end L2

ggt

tce

que el mostrado agqui por repeticiones del resto EGGGS dos veces mas.

Dominio 3

2388

24386

2484

2532

2580

2628

2676

s
tcc

M
atg

K
aaa
att
ttt

tca

tcg
F

tat tta cct

Ggc gct ggt

L F R
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2724 ttt tct att gat tgt gac aaa ata aac tta ttc cgt
Final del Dominio 3

G V' F A F L L Y V' A T F M Y V.  F140
2760 ggt gtc ttt geg ttt ctt tta tat gtt gcc acc ttt atg tat gta ttt
comienzo del segmento transmembrana

5 T F A N I L
2808 tect acg ttt get aac ata ctg

R N K E s
2829 cgt aat aag gag tct TAA ! stop of iii
Anclaje intracelular.

ML P2 WV L LS G I P L L10 L R F L G15
2847 tc ATG cca gtt ctt ttg ggt att ccg tta tta ttg cgt ttc ctc ggt
Comienzo de VI

2894 ttc ctt ctg gta act ttg ttc ggc tat ctg ctt act ttt ctt aaa aag
2942 ggc ttc ggt aag ata get att get att teca ttg ttt ctt got ctt att
2990 att ggg ctt aac tca att ctt gtg ggt tat ctc tct gat att agc gct
3038 caa tta ccc tct gac ttt gtt cag ggt gtt cag tta att ctc ccg tct
30B6 aat gcg ctt ccc tgt ttt tat gtt att cte tet gta aag geot get att
3134 ttc att ttt gac gtt aaa caa aaa atc gtt tct tat ttg gat tgg gat

ML A2 V3 F5 L10 G13
3182 aaa TAA t ATG gct gtt tat ttt gta act ggc aaa tta ggc tect gga
final V1 Comienzo del genl

K T L v S v G K I Q D K I v A
3228 aag acg ctc gtt agc gtt ggt aag att cag gat aaa att gta gct

G c K I A T N L D L R L ©Q N L
3273 ggg tgc aaa ata gca act aat ctt gat tta agg ctt caa aac ctc

P Q Vv G R F A K T P R v L R I
3318 ccqg caa gtc ggg agg ttc gct aaa acg cct cgec gtt ctt aga ata

P D K P S I 5 D L L A I G R G
3363 ccg gat aag cct tct ata tct gat ttg ctt get att ggg cgc ggt

N D 5 Y D E N K N G L L v L D
3408 aat gat tcc tac gat gaa aat aaa aac ggc ttg ctt gtt ctc gat

E [ G T W F N T R s W N D K E
3453 gag tgc ggt act tgg ttt aat acc cgt tct tgg aat gat aag gaa

R Q P I I D L F L H A R K L G
3498 aga cag ccg att att gat tgg ttt cta cat gect cgt aaa tta gga

W D I I 13 L v Q D L S I v D K
3543 tgg gat att att ttt ctt gtt cag gac tta tct att gtt gat aaa

Q A R S A L A E H v v Y C R R
3588 cag gcg cgt tct gca tta got gaa cat gtt gtt tat tgt cgt cgt

L D R I T L P F v G T L Y s L
38633 ctg gac aga att act tta cct ttt gte ggt act tta tat tct ctt

I T G S K M P L P K L H v G v
3678 att act ggc tcg aaa atg cct ctg cct aaa tta cat gtt ggec gtt
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3723

3768

3813

3858

3903

3948

3983

4038

4083

4128

4173

4218

4243
4291
4339
1387
4435
4483
4531
4579
4627
4675
4723
4771
4819
4867
4915
4963
5011
5059

gtt

ctt

gct

cct

cag

gtt

tat

acc

aat

I
ATT
Pacl

i
iv

K
aaa

tat

Tttt

tat

aag

ctt

ata

tat

cta

I

tat

act

tct

tta

atg

tgt

acc

gat

agc

agc

D

G
ggc

ggt

agt

teca

aaa

ctt

cCaa

tet

tat

gac

L

D
gat

aag

aat

cac

tta

gcg

cct

gat

cgc

gat

Cc

S
tct

aat

tat

ggt

act

att

aag

aaa

tat

tta

T
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Q
caa

ttg

gat

cqqg

aaa

gga

ccg

ttc

gtt

cag

v

L
tta

tat

tece

tat

ata

ttt

gag

act

ttec

aag

s

s
agc

aac

ggt

tte

tat

gca

gtt

att

aag

caa

I

P
cct

gca

gtt

adaa

ttg

tca

dda

gac

gat

ggt

K

T
act

tat

tatc

cca

aaa

gca

aag

tect

tct

tat

K

v
gtt

gat

tct

tta

aag

ttt

gta

tct

aag

tca

E
9ag

act

tat

aat

tet

aca

gtc

cag

gga

ctc

N

G

cgt

aaa

tta

tta

tct

tat

tct

cgt

dda

aca

5

tgg
cag
acg
qgt
cgc
20t
cag
ctt

TTR
Pac

tat

N
M1

I

E
K

att gat tta tgt act gtt tecc att aaa aaa ggt aat tca aAT Gaa

i
iv

ttc
aat
ggc
tat
gtt
att
tca
tte
aac
tect
cta
ttc
ttg
get
ctc
ggc
tca
agt

I
L3

ttg
aat
gaa
tca
tta
cag
tct
ttt
gtt
aat
tta
ctt
ata
ggc
acc
gat
aaa
tet

v
L

K
N5

gag
cag
gtt
tta
ttg
tct

Cc
v

gtt
ctg
att
gtt
aat
aat
cag
caa
aag
aaa
agt
gtt
gte
cgt
tta
g99
tct
gtT

N
I7

tca
cgc
gtt
aaa
aat
cca
gaa
aat
gat
tece
gcT
gat
cag
ggc
tct
cta
gtg
GGC

. Finaldel
F V10
att gtt aaa tgt aat TAA T TTT GTT
I continuacion . . .

N

tca
gat
tct
cct
ttt
aac
tat
gat
tta
tca
cct
ttg
caa
act
tct
tca
cca
Chg

MscI....

tct
ttt
cce
gaa
gat
aat
gat
aat
ata
aat
aaa
cca
ggt
gtk
gct
gtt
cgt
aat

tct
gta
gat
aat
atg
cag
gat
gtt
cga
gta
gat
act
gat
gca
ggt
cgc
att
gtc

ttt
act
gta
cta
gtA
gat
aat
act
gtt
tta
att
gac
gct
agc
ggt
gca
ctt
cct
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gct
tgg
aaa
cgc
ggt
tat
tcc
caa
gtc
tct
tta
cag
tta
ggt
tcg
tta
acg
ttt

cag
tat
ggt
aat
teT
att
gct
act
gaa
att
gat
ata
gat
gtt
ttec
aag
ctt
att

gta
tca
act
ttc
ahC
gat
cct
ttt
ttg
gac
daac
ttg
ttt
aat
ggt
act
tca
act

att
aag
gtt
Tttt
cct
gaa
tct
aaa
ttt
ggc
ctt
att
tca
act
att
aat
ggt
ggt

Comie

gaa
caa
act
att
tcc
ttg
ggt
att
gta
tct
cct
gag
Lttt
gac
£ttt
agc
caqg
cgt

nzo IV

atg
tca
gta
tct
atT
cca
ggt
aat
aag
aat
caa
ggt
gct
Cgl:
aat
cat
aag
gtg



5107
5155
5203
5251
5299
5347
5395
5443
5491

5503
5563

5623
5683

5743
5803
5863
5923
5983
6006
6043
6103
6138

6189
6240

6291
6342
6393
6444

6495
6546

6597

6648
6699

6750
6801
6852
6903
6954

7003
7063

act
caa
ggt
tct
acg
gat
atc

tct
ggt
gtt
gca
tcg
aac
cct tta atc
gaa agc acg tta
TAG cggcgcatt
Final vV

ggt
aat
aat
act
gtt
tat

gaa
gta
att
cag
aat
dad
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aat
agec
acc
att
cag
gat
crt
gtec

ttt
cct
gce
caa
tta
gta
cgc
acc

aat
gtt
agc
act
act
tct
agce
aaa

aat
tecec
gat
gat
gat
tct
ctc

gtg

gce
ate
ctg
agt
cgt
act
ggc
tac

gta
atg
att
gtt
gga
caG
ctyg
ctc

cca
ttt
aaqg
aat
ctt
ggc
tce
gca

aagcgeggceyg
gcecegetect

agctctaaat
caaaaaactt

tcgcecctttG
Dr
aacactcaac
accaccatca
ctctctcagg

ggtgtggtgg
ttcgetttct

cgggggctcee
gatttgggtg

ACGTTGGAGT
dI
cctatctcgg
aacaggattt

gccaggeggt

ttacgcgcag
tcccttectt

ctttagggtt
atggttCACG

Dral
Ccacgttctt
gctattcttt
tcgoectgetg
gaagggcaat

cgtgacegct
tctegecacg

ccgatttagt

TAGTGggcca
IT....

taatagtgga

tgatttataa
gggcaaacca
CAGCTGttgc

daaaccaccc

Pvull.

tGGATCC AAGCTT
BamHI

RindIII (1/2)

Inserto que porta el gen bla

gcaggtg
ctatttgttt

gataaatgct

Comienzo del gen bla

ATG agt att caa
tgc ctt cct gttt
gaa gat cag ttg

aag atc
ttt aaa
gaG CAA
Begl
TAC Teca cca
Scal.
tta tgc agt
ctg aca aCG
Pvul..
gat cat gta
ata cca aac gac
tTG CGC Raa cta
FspIl....

ggt
act

caa

gct

999

tta ata gac tgg

GCC ctt ccG GCt

BglI....

gGG TCT Cgc ggt
BsaI....

atc gta gtt atc

s s aaw

aga cag atc gct

gcacttttcg gggaaatgtg cgcggaaccc
atttttctaa atacattcaa atatGTATCC

Beivl

tcaataatat tgaaaaRAGGA AGAgt

RBS.?...

att
ctg
atc

cat ttc cgt gtc gcc ctt

ttt gct cac cca gaa acg

ggC gcA CTA GTg ggt tac
Spel....

ApaLl & BssSI Eliminados
gag agt ttt cgc ccc gaa
ctg cta tgt GGC GeG Gta
GGT CGc cgC ATA cAC tat

R

aca gaa

gaa
tta
tct
aag cat ctt acg gat
ata

gga

acc
ccg

aac
dacc

gce
Gga

atg
aag

agt
gag

gat
cta

ctt
gac
ggc

act

gag
tta

gat
acc
gaa

cgt
acg
cta

tag
atg
ctt

cgc
cgt
act

gaa
cct
act

atg
gge

aaa
gect

gag
tgg

gtt
gat

gcg
ttt

gat
att

gca
aaa

atc att gca gca ctg ggg cca

tac aGT Cag

acG ACg ggg
AhdI......
ata ggt gcc tca ctg

gca

gag att

cagaccaagt ttactcatat atactttaga ttgatttaaa
ggatctaggt gaagatcctt tttgataatc tcatgaccaa
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att
atg
ttg
att
ggc
ctg
teT
cgc

cag
gtt
gat
aga
ctc
ccg
tet
ata

acg
gca
agt
agt
ggt
ttec
gat
gta

g9ag
gct
agt
gct
ctc
tct
aac
gcc

cgt
ggc
tct
aca
act
aaa
gag
ctg

acacttgcca gcgccctage

ttcGCCGGCL
NgoMI.

gctttacgge

tcgecctgat

ctcttgttce

gggattttge

gcgtggaccg

cCGTCTCact
BsmBI.

gctcatgaga

tet
a4aa
ctg

tte
gta
gat

cecc
gtg
gaa

tte
cgt
aat

cgt
tece
cag

cca
att
gac
ggc atg aca
act
gct

gcg
tte

gce
ttg

ctg
atg
tec

cecg
gta
cta

gag
gca
gct

cca
gga

ctt
gece

gga
tet

gat ggt aag

act atg gat

aag cat tgg

ttcccegtca

acctcgacce
agacggtttt

aaactggaac
cgatttcgga

cttgctgecaa
ggtgaaaaga

caataaccct

gcg
aaa
cte

atg
gac
ttg
gta

aac
cac

aat
Gea

cgg
ctg
ggt
ccc
gaa

TAR

gca
gat
aac

atg
gce
gtt
aga

tta
aac

gaa

aca
Caa

cge
gag
tce

cga

ctgt

parada
acttcatttt taatttaaaa
aatcccttaa cgtgagtttt

ttt
gct
agc

age
9949
gAG
Scal
gaa

ctt
atg

gecc

acg
cad

teg
cgt
cgt

aat



7123
7147

7183
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cgttccactg tacgtaagac cccc

AAGCTT

HindIIT

(2/2)

GTCGAC tgaa tggcgaatgg cgctttgect
Sall..
HincII

ggtttccgge accagaagcg gtgccggaaa goctggctgga gtgcgatctt

Comienzo del casete de presentacion de Fab, el Fab DSR-A05, seleccionado
para unién a un antigeno proteico.

7233 CCTGAcG CTCGAG
xBsu3él Xhol..

El promotor PlacZ esta en el blogque siguiente

7246
7274
7324
7374

cgcaacgc aattaatgtg agttagctca
ctcattaggc accccagget ttacacttta tgcttccggce tcogtatgetg
tgtggaattg tgagcggata acaatttcac acaggaaaca gctatgacca
tgattacgCC RagcttTGGa gccttttttt tggagatttt caac

PEIMI.......
Hind3. (hay3)

Secuencia seiial del geniii:

7418

7463

7505

7517

7562

7607

7652

7697

7742

7787

1832

71877

1
M

gtg

16
s
tct

tct

gtt

ccc

cCa

acc

cag

gtg

ccg

tge

2 3 4 5 [ 7 B g 10 11 12 13
K K L L F A I P L v v P
aaa aaa tta tta ttc gca att cct tta gtt gtt cct

17 18 Comienzo de la cadena ligera (L20:JK1)
H s A Q D I Q M T Q S P

cac aGT GCA Caa gac atc_cag atg acc cag tct cca
ApalLI...
Secuencia suministrada por el eXteNS0l s sm s

T L s L
acc ctg tect ttg

P G E R A T L s c R A S
€ca ggg gaa aga gcc acc ctc tce tge agg goec agt

S S Y L A W Y Q Q K P G
agc agc tac tta gcc tgg tac cag cag aaa cct ggc

R L L I Y D A s S R A T
agg ctc ctc atec tat gAt geca tcc aAc agq goc act

A R F ] G S G B G T D F
gCc agg ttc agt ggc agt ggg Cet ggg aca gac tte

I s S L E P E D F A v Y
atc agc agC cthA gag cct gaa gat ttt gca gtT tat

Q R S W H P W T F G Q G
cag CGt aAc tgg cat ccg tgg ACG TTC GGC CAA GGG

E I K R T v A A P 5 v F
gaa atc aaa cga act gtg gCT GCA Cca tct gtc ttc
BsgI....

P S D E Q L K S G T A s
cca tct gat gag cag ttg aaa tct gga act gcc tcet

L L N N E Y P R E A K v
Ctg ctg aat aac ttc tat ccc aga gag gcc aaa gta

171

14
F
ttc

gcc

cag

cag

ggc

act

tac

ACC

atec

gtt

cag

15
Y
tat

Ggt

gct

atc

ctc

tgt

ARG

tte

gtg

tgg



7922

7967

8012

8057

8102

8126

8160

8205

8250

8295

8385

8430
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K v D N A L Q 5 G N s Q E s v
aag gtg gat aac gcc ctec caa tcg ggt aac tcc cag gag agt gtc
T E R D 5 K D S T Y s L s 5 T
aca gag cgg gac agc aag gac agc acc tac agc ctec agc age acc
L T L S K A D Y E K H K v Y A
ctg acG CTG AGC aaa gca gac tac gag aaa cac aaa gtc tac gcc

EspI.....
c E Vv T H Q G L S s P v T K 5
tgc gaa gtc acc cat cag ggc ctG AGC TCg ccec gtc aca aag agc
Sacl....
F N R G E c . .
ttec aac agg gga gag tgt taa taa
GGCGCG CCaattctat ttcaaGGAGA cagtcata
AscI..... RBS2.
PelB secuenciasefial ~—  -—--=== (22 codons)—==-=--= >
1 2 3 q 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
M K Y L L 3 T A A A G L L L L
atg aaa tac cta ttg cct acg gca gcc goct gga ttg tta tta cte
...PelB sefial =-========== > Comienzo VH, FRl===-——=—=—=====—c=== >
le 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
A A Q P .Y M A E v Q L L E S G
gcG GCC cag ccG GCC atg gcc gaa gtt CAA TTG tta gag tct ggt
SEil. . iiniinnnn. Mfel...
Ncol
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
G G L v Q P G G S L R L S c A
ggc ggt ctt gtt cag cct ggt ggt tct tta cgt ctt tct tge gect
B 3 et > CDRl-----======ee= > FR2====—==m >
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
A S G F T F S T Y E M R W V' R
get TCC GGA ttec act ttc tet act tac gag atg cgt tgg gtt cgC
BspEI. . BstXI
FRZ-v==emr e e e et e e e e e e e s e ——— > CDR2 -==-—=-==== >
61 B2 63 B4 65 66 67 68 69 TO TI1 72 73 74 75
Q A P G K G L E W v s Y I A e
Cha gct ccT GGt aaa ggt ttg gag tgg gtt tct tat atc get cct
CDR2--—=======—== E e ——————— e > FR3=-===>
76 77 78 79 B0 8l B2 83 84 B85 86 87 88 B9 90
s G G D T A Y A D s v K G R F
tct ggt ggc gat act geot tat gct gac tcc gtt aaa ggt cgc ttc
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
T I s R [} N S K N T L Y L Q y |
act atc T AGA gac asac tct aag aat act ctc tac tt a
Xbal...
Suministrado por el extensor———— === s - e ——————————————
----------------------------------------- FR3-——=====———e>
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106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
N 5 L R A E D T A v Y Y c A R
8475 aac_agC TTA AGg gct gag gac act _gca gtc tac tat tgt gcg agg
Af1II..
del extensol ccccccamcemcmc—a— - [ —— >
COR3 ==t mm e e s —————— > FR4-->
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
R L D G Y I S Y Y Y G M D v W
8520 agg ctc gat gge tat att tcec tac tac tac ggt atg GAC GTC tgg
RatII..
136 137 138 139 140 141 142 143 144 145
G Q G T T v T vV .58 s
8565 ggc caa ggg acc acG GTC ACC gtc tca agc
BstEIT...
CH1de lgG1 =========— >
A s T K G P 8 v F P L A P s S
8595 gcc tcc acc aag ggc cca teg gtc tte ccc ctg gca cce tec tee
K s T s G G T A A L G Cc L v K
8640 aag agc acc tct ggg ggc aca geg gece ctg ggc tge ctg gte aag
D Y F P E P Vv T A s W N s G A
8685 gac tac ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg tcg tgg aac tca ggc gcc
L T 5 G v H T F P A Vv L Q 5 s
8730 ctg acc agc ggc gtc cac acc ttc ccg get gte cta cag tCC TCA
Bsu3eI....
G L Y s L 5 s v v T v P s s s
8775 GGa ctc tac toc ctc agc agc gta gtg acc gtg ccc tcec agc age
Bsu3el....
L G T Q T Y I C N A N H K P S
8820 ttg ggc acc cag acc tac atc tgc aac gtg aat cac aag ccc agc
N T K v D K K Vv E P K 5 c A A
8865 aac acc aag gtg gac aag aaa gtt gaq ccc aaa tct tgt GCG GCC
WotI......
A H H H H H H G A A E Q K L I
8310 GCa cat cat cat cac cat cac ggg gcc gca gaa caa aaa ctc atc
s.NotI.... efiquetaHB. « ¢ v v v v s v e o inna EHOUEtAINIYC - -+ = v o = oo s @ s m s s s nvnnanns
s E E D L N G A A g A ] ] A
8955 tca gaa gag gat ctg aat ggg gece gca tag GCT AGC tct get
EtiquetaMyC. « « « v v o v o s maonosnsaa ... NheI...
- Ambar
III'stump
Dominic 3delll ===—=ec=recscmcmmccc e ncc—— Y L Sy ——
G D F D Y E K M A N A N K G A
8997 agt ggc gac ttc gac tac gag aaa atg gct aat gcc aac aaa GGC GCC
tce t t t t t a g a (= t t g t !'W.T.
KasI...(2/4)
T E N A D E N A L Q s D A K G
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e

9045

9093

9141

9189

9237

9285

9333

9369

9417

9453

9468
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ACT GAG AAC GCT GAC GAG aat gct ttg caa agc gat aag

c a t c t a c gc a g tct c t a c 'W.T
K L D 3 v A T D Y G A A I D G F
aag tta gac agc gTC GCG Acc gac tat GGC GCC gcc ATC GAc ggc ttt
act t tct t t t < t t t t t c !'W.T
Mrul.... KasI... (3/4)
I G D v S G L A N G N G A T G D
atc ggc gat gtc agt ggt tTG GCC Rac ggc aac gga gcc acc gga gac
t t c t tece cct t t t t t t t t t !'W.T
MscI....(3/3)
F A G S N S Q M A Q v G D G D N
ttc GCA GGT tcG AAT TCt cag atg geC CAG GTT GGA GAT GGg gac aac
t t c t c a . t a c t c t t t !W.T.
BspMI.. (2/2) XemI... oo uunanan,
EcoRI...
S P L M N N F R Q Y L P s L P Q
agt ccg ctt atg aac aac ttt aga cag tac ctt ccg tct ctt cecg cag
tca tta t t cect a tta t [+ c t a 'W.T.
s v E C R P F v F s A G K P Y E
agt gtc gag tgc cgt cca ttc gtt ttc tct goc ggc aag cct tac gag
tcg t a t c t t c t agc t t a a t a 'w.T
F S I D c D K I N L F R
ttc aGC Atc gac TGC gat aag atc aat ctt ttC CGC
t tct t £ t = a - a ct a c t 'W.T.
BstAPI........ SaclII...
Final Dominio 3
G \' F A F L L Y v A T F M Y v 13
GGc gtt ttc gect ttec ttg cta tac gtc gct act ttc atg tac gtt tte
t c t g tctta t t c c t t a t 'W.T.
comienzo del segmemo transmembrana
S T F A M I L R N K E 5
aGC ACT TTC GCC AAT ATT TTA Cgc aac aaa gaa agc
tct g t t c acg t t a g tct !W.T.
Anclaje intracelular.
tag tga tct CCT AGG
AvrII..
aag ccc gcc taa tga gcg ggo ttt ttt ttt ct  ggt

| terminador trp |

Final casete Fab

9503

9551
9611
9671
9731

9791
9850

ATGCAT CCTGAGG ccgat actgtcgtcg tcccctcaaa ctggcagatg
NsiI.. Bsu36I. (3/3)

cacggttacg
tttgttccca
tggctacagg
agctgattta

Tatttgctta

atgcgcccat
cggagaatcc
aaggccagac
acaaaaattt

tacaatcttc

ctacaccaac
gacgggttgt
gcgaattatt
aaTgcgaatt

ctgtttttgg

gtgacctatc
tactcgctca
tttgatggcg
ttaacaaaat

ggcttttctg

ATG att gac atg cta gtt tta cga tta ccg ttc

174

ccattacggt caatcecgeeg
catttaatgt tgatgaaagc
ttecctattgg ttaaaaaatg
attaacgttt acaATTTAAA
Swal...
attatcaacc GGGGTAcat
atc gat tct ctt gtt tgce



ES 2375952 T3

Comienzo genll
9301 tcc aga ctec tca ggc aat gac ctg ata gecc ttt gtA GAT CTc tca aaa ata
BglII...

9952 gct acc ctc tcc ggc atT aat tta tca gct aga acg gtt gaa tat cat.att
10003 gat ggt gat ttg act gtc tcec gge ctt tct cac cet ttt gaa tet tta cct
10054 aca cat tac tca ggc att gca ttt aaa ata tat gag ggt tct aaa aat ttt
10105 tat cct tgoc gtt gaa ata aag gct tct ccc geca aaa gta tta cag ggt cat
10156 aat gtt ttt ggt aca acc gat tta gct tta tgc tct gag got tta ttg ctt
10207 aat ttt gct aat tct ttg cct tge ctg tat gat tta ttg gat gtt !

gen Il contintia

L EmE e —————— FindelaTabla W sc==scesscmmesmaa== et ——————
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fm g sem s mww

Talla 37: Seq de ADN del gen @i wit. de M13

1 2 3 q 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
M K K L L F A I P L v v P F Y
1579 gtg aaa aaa tta tta ttc gca att cct tta gtt gtt cct tte tat
SeCUENCIASENAl . . .o v oo v es s s cstsesosssssnssnsasassssssssssssssas
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
S H S5 A E T v E s c L A K P H
1624 tct cac tcc goct gaa act gtt gaa agt tgt tta gca aaa ccc cat
Secuencia sefial > Dominip l-==——====sc e e s e -
31 32 33 34 35 36 37T 38 39 40 41 42 43 44 45
T E N S F T N v W K D D K T L
1669 aca gaa aat teca ttt act aac gtc tgg aaa gac gac aaa act tta
Dominip l=======—=-— . e e e e e
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 58 57 58 5% &0
D R Y A N Y E G C L W N A T G
1714 gat ecqt tac gct aac tat gag ggt tgt ctg tgG AAT GCt aca ggc
BsmI....
Dominip l==-======-=- - ——— e -
6l €2 63 64 B5 66 67 6B €9 70 71 I2 T3 T4 15
v v v C T G D E T Q C Y G T W
1759 gtt gta gtt tgt act ggt gac gaa act cag tgt tac ggt aca tgg
Dominio l=====s==-—=eeee==- e e ——
76 77 78 79 80 81 82 83 84 B85 86 BT 88 89 490
v P I G L A I P E N E G G G S
1804 gtt cct att ggg ctt gct atc cct gaa aat gag ggt ggt ggc tct
Dominio l====ecccccr s s e ————————— ===2> Conector l----——=——=—==
91 92 93 94 95 9 97 98 99 100 101 102 103 104 105
E G G G s E G G G 5 E G G G T
1849 gag ggt ggc ggt tct gag ggt ggc ggt tct gag ggt ggc ggt act
Conectory l-—=======s e e e e e ————— >
106 107 108 1092 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
K P P E Y G D T P I P G Y T Y
1894 aaa cct cct gag tac ggt gat aca cct att ccg ggc tat act tat
Dominip 2======e=c e c s s e c— e — e e e s e — e — e e ————————
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
I N P L D G T Y P P G T E Q N
1939 atc aac cct ctc gac gge act taT CCG CCt ggt act gag caa aac
Ecil....
DOMIiNI0 2 e e e e e - ————————— s ——————
136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
P A N P N P S L E E s Q P L N
1984 cecc get aat cct aat ceot tct ctt GAG GAG tct cag cct ctt aat
BseRI. .
Dominio 2======————————————————— N ———
151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
T F M F Q N ] R F R N R Q G A
2029% act ttc atg ttt cag aat aat agg ttc cga aat agg cag ggg gca
Dominip 2=====——" "= e e e e S ———— s s — s e
166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180

ES 2375952 T3
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bt g e

! Conector 2>

!
¢
!

e e e

2074

2119

2164

2209

2254

2299

2344

L T A
tta act gtt

ES 2375952 T3

v T
gtt act

Dominip 2=—=——— - === = e mm——— e e e

181 182 183
K T Y
aaa act tat

P v

DOMINIT 2= e e o o o e o e

196 197 198
D A Y
gac gct tac

203 204
F R
ttC AGa

AlwNI

-----

DomiNnin 2===—=— o e e e

211 212 213
G F N
ggce ttt aat

226 227 228
S D L
tet gac ectg

214 215
E D
gaG GAT

BamHI. ..
DOITHINO 7 o= o o o o o om0 0 0 0 e e

v c

Dominip 2==—=====cccccmcc e ccc e ————— )

241 242 243
G G 5
ggt ggt tct

236 237 238
G G G

ggc ggc ggc

Conector 2—-—-———=—=—=

251 252

CONBCION 2= === et e e e e e = ——————————

256 257 258
G S E
ggt tet gag

CONEBCIOT 2 o e e o o e 0 0 0 0000 0 e o i 8 i e e e e e

271 272 273
5 66 S5

274 275
G D

2389 tct ggt tcc ggt gat

2434

2479

2524

2569

286 287 288
K G A

aag ggg gct

Dominio 3

289

T S o e 5 bl i e i . e e e o . e o

Dominip 3-—————===m==mmrm e mmEm e —— e ————

301 302 303
b A K
gac gct aaa

Dominip 3—————————=———————==mfsms e m————m——————e———————————

316 317 318
A I D
gct atc gat

Dominip 3=———————m——m s s e mm s s s e s e —— s msm—————————————————

331 332 333
N G A

aat ggt gct

DOMINID Jom e e m e e e e e e e o o o e o e o e o o o i i
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- -

2614

2659

2704

2749

2794

346 347 348 349 350
Q v G D G
caa gtc ggt gac ggt

351
D
gat

ES 2375952 T3

352 353 354 355
N S P L
aat tca cct tta

356
M
atg

357
N
aat

358
N
aat

359 360
F R

ttc cgt

Don]i“io 3 ——————————————————————————————————————————————— P

36l 362 363 364 365
Q Y L P S
caa tat tta

366

368 369 370

374 375

Dominio J=====-cec s e e e cm e c e e e e s c e mn e ——————

376 377 378
v 3 5
gtc ttt age
Dominip 3---====-=-= -

391 392 393
K I N
aaa ata aac
Dominie 3--—-—--—-——=—

406 407 408 409 410
A T E M Y
gcc acc ttt atg tat

Segmento transmembrana

421 422 423 424 425
N K E s

398 399 400
G v F A F
ggt gtc ttt geg ttt
Segmentoe transmembrana

412 413 414 415 416
F S T F A
ttt tct acg ttt get

aat aag gag tct taa ! 2853

Fin de la Tabla

ICA = anclaje intracelular

- T T S = R i S o
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Tabla 38: Anclaje maduro completo ll derivado de
anclaje lll de M13 con ADN recodificado

! 1 2 3
! A A A
1 GCG gcc geca
MotI..,....

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
H H H H H H G A A E Q K L I
10 cat cat cat cac cat cac ggg gcc gca gaa caa aaa ctc ate

! 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
! s E E D L N G A A . A s

52 tca gaa gag gat ctg aat ggg gcc gca Tag GCT AGC
! Nhel.
i
! 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
! D I N D o R M A s T

88 G at gat cgt at gct tct act

(ON_G37bot) [RC] 5'-c_aac gat gat cgt atg gcG CAt Gect gocc gag aca g-3°
EcoRV..

Sitio de escision de enteroquinasa.

Comienzo llmaduro (recodificado) Dominio 1 —==->
40 41 42 43
A E T v
118 lgeClgaGlacA|gtC}
t a = £t ! W.T.

44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 658
E s [ L A K P H T E M s F T N
130 |gaa|TCCItgC|CTGIGCC|RaG|ccTicaClacTlgaG|aat |AGTIttClaCAlAat|
agt £t ta a a c t a a tca t t c ! W.T.
MscI....

59 &0 61 €2 63 64 65 66 67 68 69 70 1 T2 73
v W K D D K T L D R Y A N Y E
175 |gtngGGlaaGIanIgaTlaaGlar.'CICtTlgATICGMTaTEgu:CIaaTItaCJgaAI
c a c c a tta t [~ t g ! W.T.
BspDI

74 75 76 77 78 79 BO Bl B2 83 B84 B5 B6 B7 B8
G C L W N A T G v v v Cc T G D
220 IggCIthITtAItggI'aatIgcCIACCIGGCIGtCIgtTIgtClTGCIACG1ngIgaT!
t tecg a t a t t £ c ! W.T.
SgrnI ...... BsgI....

g2 90 91 922 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
E T Q c Y G T W v P I G L A I
265 |gaGlacAlcaR|tgC|taTlggCIACG|TGglgtGlceGlatA|gGC|ITTA|GCC|atA|
a t g t e t a t t t gect t ¢! WT.
PmlI.... BlpI.....

Dominio l=-----= > Conectoly le===-c—=———ceee——— >
104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118
P E N E G G G s E G G G 5 E G
310 IccGIgaGIaaCIqaalggCquCquTIRGCIQaAIngIQqTIggCIAGC|quIggCI
H t a t g C tct g t c £ tct g ' W.T.

Conector 1=====s-—o====-=--=--=- > Dominip 2-=-====-=c=—==-= >
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119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133

G 6 8§ E 6 G G T K P P E Y 6 D
355 |ggTIGGAITCCIgaR|gghlggT|gghlacC|aaG|ccGlecGlgaAltaT |ggCligaCl
c t t g t c t t a t t g c t t

BamHI.. {2/2)

134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148

T p I P G Y T ¥ I N P L D G T
400 lacTlccGlatA|ICCTIGGT | taClacCitaClatT|aaTlccG|TtAlgaT|gghlacC|
a t t g c t t t c c tce c c t

SexAI....

445

149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159
P
ItaClcchccGngCIacClgaAlcaG|aaT|ccT|gcCIaaC1ccG|aac|ccA|ﬂGCl
t tet ! W.T.
HindIII...

Y

T

P

P

G

t

T

E

9

o]

a

N

c

c

A

t

N

t

160 161 162 163
P

t

N

t

P

5

164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178

Hpal...

180

! W.

W.

T.

T.

T.

L E E 5 Q P L N T F M 3 Q N N
490 |TTA|gaAlgaAlAGC|caAlccG|TtAlaaClacC|ttTlatglttClcahAlaaClaaCl
ct G G tect g tct t t c t g t t ! W.T.
HindIII.
179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193
R F R 1} R Q G R L T v Y T G T
535 ICgTIttTIAgG|aaC|CgT|caA|gGTIGCT|CtT|acCIgTG| TAC|ACT IggAlacC|
ag cca tag g g ata t t t g c t ! W.T.
HgiAI. BsrGI...
194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208
v T Q G T D P ' K T Y Y Q Y T
580 |gtClacC|lcaGIGGT|ACC|gaT|ccT|IgtClaaGlacC|taC|taT|)calA|taTlacC|
t t a c t c c t a t t c g c t ! W.T.
KpnI...
209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223
P v S S K A M Y D A Y L N G K
625 IccGIgtCITCGIAGtIaaGIgcTIatgItaCfgaTIgcCItaTitgglaaTlggClaaGl
t a a tca a c t c t t a ! W.T.
BsaI....
XhoI. .
224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238
F R D c A F H =] G F N E D P F
670 |ttTICgTIgaTlthIgcClttTrcaCIRGCIquIttCIaaCIgaalgacICCtlttTE
CAa c c t (= t tct c t G T a c ! W.T.
239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253
v c E Y G S s o L P Q P P
715 IthIthIgathaClcaGiquicaGIAGTIAGCIgaTthAIccG!caGIccHICCGI
t a t a c a tcg tct ccg t a t t ! W.T.
DrdI..... Agel.....
Dominio 2==—-=---- > Conectol 2——————mmm e >
254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268
v N A G G G s G G G s G G G 5
760 IGTTIAACIchIggTIgnggngAGCngCIQQAIQQCIAGCIQQCququqTIAGCI
c [+ c c tct t t tct t c Cc tct ! W.
! AgeI..
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HincII.

Conector

E

G

i T > Dominio 3-->
269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283

G G s E G G G s G G G S G

BOS Iqanlggcrggnlqulhac|gaA|qu|ggTIggCIAGCiggAlggClgngAGClggC!

B850

895

KasI

940

985

1030

g

t c tct g t c t tet g t c tct t

——————————— Dominio J====—-=============3
284 28BS 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298

s

|AGT |ggClgacittecigac|tac|gaglaaalatglgct|aatigecjaaciaaalGGC|
t

tece

G

t

299 300

A

M

D F D Y E K M A N A N K G

t t t a g a c t t g g

W.T.

W.T.

KasI....

301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313
T E N A D E N A L Q s D A

IGCCIatqlactlgaqlaaclgct|gaclgaGIAAT|GCA|ctglcaalagtigatigcct

t

c a t t a [+ g a g tct c
BsmI.... St

314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328

K

G

yI.

K L D s v A T D Y G A A I
|RAG|GGt|aaq|ttaIgaclaqclgTC|GCc|AcalgacttatlgngGctlgcclatcl
[ act t tct t t t t
PE1FI...

329 330 331 332 333 334 335 336 337 338 339 340 341 342 343

D

igaclggc[tttlatcIggcIgatIgtcIagtIggtIctglgctlaaclgqclaaclggal
t t t

G

F I G D v S G L A N G N G

t tcc cct

344 345 346 347 348 349 350 351 352 353

A

T

G D F A G s N s

|lgeclaccliggalgaclttc | GCAIGGT | teGIAAT |TCL |
t

t

t t t t [+ t c ! W.T.
BstBI...
EcoRI...

BspMI . .

354 355 356 357 358 359 360 361 362 363

Q

M

A Q v G D G D N

1060 cag atg gcC CAG GTT GGA GAT GGg gac aac

1090

1138

1186

t a c t c t t t ! W.T.

364 365 366 367 368 369 370 371 372 373 374 375 376 377 378
s P
agt ccg ctt atg aac aac ttt aga cag tac ctt ccg tct ctt ceg
tta t t cct a tta t c c t

tca

L M N N F R Q Y L P S L P

380 381 3B2 383 384 3B5 386 387 388 389 390 391 392 393 394
S v
agt gtc gag tgc cgt cca ttc gtt ttc tct goc gge aag cot tac

tcg

t

Dominio 3
396 397 398 359 400 401 402 403 404 405 406 407

F 5

E c R P F v F s A G K P Y

a t c t t c t agc t t a a t

I D o D K I N L F R

ttc aGC Atc gac TGC gat aag atc aat ctt ttC CGC
t tet

t t t c a a cta t

181

379

cag

395

gag

W.T.
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BstAPI........ SacII...

segmento ransmembrana =======s=c=== >
408 409 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423
v F A F L L Y v A T F M Y v F
1222 GGec gtt ttc get ttc ttg cta tac gtc gct act ttc atg tac gtt ttc

R

! L c t g tctta t t c c t t a t ! W.T.
!
! 424 425 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435
! s T F A . N I L R N K E s
1270 aGC ACT TTC GCC AAT ATT TTA Cgc aac aaa gaa agc
tct g t t c acg t t g g tet ! W.T.

Anclaje intracelular.

1 e e e

1306 tag tga tct CCT AGG
! BvrII..

1321 aag ccc gcc taa tga gog gge ttt ttt ttt ct  ggt
! | Terminador trp |

! Final del casete Fab
R et L L L e e T FindelaTabla  ceceeececemcmccccccccce———_——

Tabla 39: ON para hacer deleciones en

! ONparausarse con Nhel
]

N

{ON_GZ29inf ) 5*-c gTT gAT ATc gcT Rgc cTA Tgc-3'
22

1 éste es el complemento inverso de 5'-gca tag gct agc gat atc aac g-3'
! NheI... scab.........

{ON_G104 sup ) 5'-g|ataIggcltta|gcT|aGClccg|qag|aac|gaalgg 3

30

! Scab.......... NheI... 104 105 106 107 108

(ON _G236sup | 5'-c|tttlcaclagcliggt|ttc|GCT|AGCIgaclcct|itttigte|tge=3"

37

' NheI... 236 237 238 239 240

(ON_G236tCS) 5'—c1tttIcaclaqcIggt|tt=|GCT|AGC|qac|cctlttthtcihgc-

! Hhel... 236 237 238 239 240
gaglitac|cagiggt|c-3°' !

50

! ON parausarse con Sphl G CAT Ge

(ON_X37inf ) 5'-gAc TgT cTc ggc Agc ATg cgc cAT Acg ATc ATc gTIT g-3°
37

! N D D R M A H A

'(ON X37inf )=[RC} 5'-c aac gat gat cgt atg gcG_CAt Gect gcc gag aca gtc-3°
SphI....Scab...........

[ON_)EIO-!supI 5'-glgtG ccg]atalggclttGlCﬂTlGCalccglgaqlaaclgaalgg-3'

36

! Scab....ciieiiinnnn SphI.... 104 105 106 107 108

(ON_X236sup) 5"- cItttIcaclagclqgtittGICa‘I‘IqCaiqaclcctltttlgtcitqc 3 !

37

! Sphl.... 236 237 238 239 240
(ON_X236tCS) 5'—cItttIcaclagclggtlttGICaTlgCaIgaclcctitttlgtclhgc-
H Nhel... 236 237 238 235 240

gag|tacjcaglggtic=-3" !
50
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Tabla 40: Titulaciones de fagos y enriquecimientos de unas selecciones con una biblioteca de Fab humano basada en

DY3F31

Entrada (cfu totales)

Salida (cfu totales)

Proporcioén salida/entrada

R1-ox seleccionado en phOx-BSA

4,5x10"

3,4x10°

75x10%

R2-Strep seleccionado en lechos Strep

9,2x 10"

3x10°

3,3x10°

Tabla 41: Frecuencia de positivos en ELISA en bibliotecas de Fab basadas en DY3F31

Anti-M13 HRP  |9E10/RAMHRP | Anti-CK/CL Gar-HRP
R2-ox (con induccién con IPTG) R2-0x (sin IPTG) 18/44 13/44 10/44 ND 10/44 ND

R3-strep (con IPTG) 39/44 38/44 36/44

R3-strep (sin IPTG) 33/44 ND ND

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LADNER, ROBERT C.

COHEN, EDWARD H.

NASTRI, HORACIO G.

ROOKEY, KRISTIN L.

HOET, RENE

HOOGENBOOM, HENDRICUS R. J. M.

<120> NUEVOS METODOS PARA CONSTRUIR BIBLIOTECAS QUE COMPRENDEN MIEMBROS PRESENTADOS
Y/O EXPRESADOS DE UNA FAMILIA DIVERSA DE PEPTIDOS, POLIPEPTIDOS O PROTEINAS Y LAS NUEVAS

BIBLIOTECAS
<130> DYAX/002 CIP2

<140> 10/045,674
<141>2001-10-25

<150> 06/198,069
<151> 2000-04-17

<150> 09/837,306
<151>2001-04-17

<160> 635

<170> Patentln Ver. 2.1
<210> 1

<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 1
catgtgtatt actgtgc 17

<210> 2

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 2
cacatccgtg cttcttgcac ggatgtggca cagtaataca catg 44

<210>3

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 3
gtgtattaga ctgctgcc 18

<210>4

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 4
ggcagcagtc taatacacca catccgtgtt cttcacggat gtg 43

<210>5

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 5
cacatccgtg tttgttacac ggatgtggtg tcttacagtc cattctg 47

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 6
cagaatggac tgtaagacac 20

<210>7

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 7
atcgagtctc actgagccac atccgtggtt ttccacggat gtg 43

<210> 8

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 8
gctcagtgag actcgat 17

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (10)..(24)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400>9
cacgaggagn nnnnnnnnnn nnnn 24

<210> 10

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 10
atgaccgaat tgctacaag 1 9

<210> 11

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 11
gactcctcag cttcttgctg aggagtcctt gtagcaattc ggtcat 46

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: etiqueta 6 His

<400> 12
His His His His His His
1 5

<210> 13

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6)..(10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 13
gtctcnnnnn 10
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<210> 14

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(6)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 14
nnnnnngagac 11

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (11)..(24)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 15
cacggatgtg nnnnnnnnnn nnnn 24

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(14)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 16
nnnnnnnnnn nnnncacatc cgtg 24

<210> 17

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 17
gtotattact gtgc 14

<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 18
cacatccgtg cacggatgtg gcacagtaat acac 34
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<210> 19

<211>14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 19
gtgtattaga ctgc 14

<210> 20

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 20
gcagtctaat acaccacatc cgtgcacgga tgtg 34

<210> 21

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 21
cacatccgtg cacggatgtg gtgtcttaca gtcc 34

<210> 22

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 22
ggactgtaag acac 14

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 23
gagtctcact gagccacatc cgtgcacgga tgtg 34

<210> 24

<211>14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 24
gctcagtgag actc 14

<210> 25
<211>14
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 25
gtotattact gtgc 14

<210> 26

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 26
gtatattact gtgc 14

<210> 27

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 27
gtotattact gtaa 14

<210> 28

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 28
gtotattact gtac 14

<210> 29

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 29
ttgtattact gtgc 14

<210> 30

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 30
ttgtatcact gtgc 14

<210> 31

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 31
acatattact gtgc 14

<210> 32

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 32
acgtattact gtgc 14

<210> 33

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 33
atgtattact gtgc 14

<210> 34

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
agggtcacca tgaccaggga cacgtccatc agcacagcct acatgabcecga gctgagcagg 60
ctgagatctg acgacacggc cgtgtattac tgtgcgagag- a 101

<210> 35

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
agagtcacca ttaccaggga cacatccgcg agcacagcct acatggagct gagcagcectg 60
agatctgaag acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 36

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
agagtcacca tgaccaggaa cacctccata agcacagcct acatggagct gagcagcctg 60
agatctgagg acacggccgt gtattactgt gcgagagg 98

<210> 37

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
agagtcacca tgaccacaga cacatccacg agcacagcct acatggagct gaggagectg 60
agatctgacg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 38

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 38
agagtcacca tgaccgagga
agatctgagg acacggccgt

<210> 39

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
agagtcacca ttaccaggga
agatctgagg acacagccat

<210> 40

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
agagtcacca tgaccaggga
agatctgagg acacggccgt

<210> 41

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
agagtcacca ttaccaggga
agatccgagg acacggccgt

<210> 42

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
agagtcacga ttaccgegga
agatctgagg acacggccegt

<210> 43

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43
agagtcacga ttaccgcgga
agatctgagg acacggccgt

<210> 44

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44
agagtcacca taaccgcgga
agatctgagg acacggccgt

<210> 45

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45
aggctcacca tcaccaagga
gaccctgtgg acacagccac

cacatctaca
gtattactgt

caggtctatg
gtattactgt

cacgtccacg
gtattactgt

catgtccaca
gtattactgt

cgaatccacg
gtattactgt

caaatccacg
gtattactgt

cacgtctaca
gtattactgt

cacctccaaa
atattactgt

ES 2375952 T3

gacacagcct
gcaacaga

agcacagcct
gcaagata

agcacagtct
gcgagaga

agcacagcct
gcggcaga

agcacagect
gcgagaga

agcacagect
gcgagaga

gacacagcct
gcaacaga

aaccaggtgg
gcacacagac

acatggagct

acatggagct

acatggagct

acatggagct

acatggaget

acatggagct

acatggagct

tccttacaat

190

gagcagcctg

gagcagcctg

gagcagcctg

gagcagectg

gagcagcctg

gagcagceccetg

gagcagcctg

gaccaacatg

60

60
98

60
98

60

60
98

60
98

60
98

60
100
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<210> 46

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46
aggctcacca tctccaagga cacctccaaa agecaggtgg tcettaccat gaccaacatg 60
gaccctgtgg acacagccac atattactgt gcacggatac 100

<210> 47

<211> 100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

aggctcacca tctccaagga cacctccaaa aaccaggtgg tccttacaat gaccaacatg 60

gaccctgtgg acacagccac gtattactgt gcacggatac

<210> 48

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48
cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagccgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 49

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49
cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactccctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agagctgagg acacggcctt gtattactgt gcaaaagata 100

<210> 50

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50
cgattcacca tctccaggga caacgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagccgagg acacggecgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 51

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51
cgattcacca tctccagaga aaatgccaag aactccttgt atcttcaaat gaacagcctg 60
agagccgggg acacggctgt gtattactgt gcaagaga 98

<210> 52

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52
agattcacca tctcaagaga tgattcaaaa aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacagccgt gtattactgt accacaga 98

<210> 53

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 53
cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactccctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agagccgagg acacggcctt gtatcactgt gcgagaga - 98

<210> 54

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
Cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagccgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 55

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55
cggttcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagccgagg acacggccgt atattactgt gcgaaaga 98

<210> 56

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56

cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60

agagctgagg acacggcetgt gtattactgt gcgaaaga

<210> 57

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57
cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 58

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58
cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt gcgaaaga 98

<210> 59

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59

98

cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagectg 60

agagccgaggq acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98
<210> 60

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60

cgattcacca tctccagaga caacagcaaa aactccctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agaactgagg acaccgcctt gtattactgt gcaaaagata 100
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<210> 61

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61
cgattcacca tctccagaga caatgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagacgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 62

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62
agattcacca tctcaagaga tggttccaaa agcatcgcect atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacagccgt gtattactgt actagaga 98

<210> 63

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63
cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atcttcaaat gaacagcctg 60
agagccgagg acacggccgt gtattactgt gcgagaga ) " 98

<210> 64

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 64
agattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atcttcaaat gggcagcctg 60
agagctgagg acatggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 65

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 65
agattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atcttcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 66

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66
agattcacca tctcaagaga tgattcaaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacggccgt gtattactgt gctagaga 98

<210> 67

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 67
aggttcacca tctccagaga tgattcaaag aacacggcgt atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacggccgt gtattactgt actagaca- 98

<210> 68

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 68
cgattcacca tctccagaga caacgccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agagccgagg acacggctgt gtattactgt gcaagaga 98

<210> 69

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 69
agattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgce atcttcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt aagaaaga 98

<210> 70

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 70
cgagtcacca tatcagtaga caagtccaag aaccagttct ccctgaagcect gagctctgtg 60
accgccgecgqg acacggeccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 71

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 71
cgagtcacca tgtcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgrg 60
accgcegtgg acacggecgt gtattactgt gegagaaa 98

<210>72

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72
cgagttacca tatcagtaga cacgtctaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
actgccgegg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210>73

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 73
cgagtcacca tatcagtaga caggtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgecegegg acacggecgt gtattactgt gccagaga 98

<210>74

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74
cgagttacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaaget gagctctgtg 60
actgccgcag acacggccgt gtattactgt gccagaga 98

<210>75

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75
cgagttacca tatcagtaga cacgtctaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
actgccgcgg acacggceccgt gtattactgt gcgagaga ) 98
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<210> 76

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 76
cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagetctgtg 60
accgccgegg acacggctgt gtattactgt gcgagaga CE:]

<210> 77

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 77
Cgagtcacca tatccgtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgccgcag acacggcectgt gtattactgt gcgagaca 98

<210>78

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 78
cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagetctgtg 60
accgctgcgg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210>79

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 79
cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgetgegg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 80

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 80
cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgecgeag acacggecgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 81

<211>98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 81
caggtcacca tctcagccga caagtccatc agcaccgect acctgcagtg gagcagcctg 60
aaggcctcgg acaccgccat gtattactgt gcgagaca 98

<210> 82

<211> 96

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 82
cacgtcacca tctcagctga caagtccatce agcactgect acctgcagtg gagcagectg 60
aaggcctcgg acaccgccat gtattactgt gcgaga 96

<210> 83

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

195



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2375952 T3

<400> 83
cgaataacca tcaacccaga cacatccaag aaccagttct ccctgcaget gaactctgtg 60
actcccgagg acacggctgt gtattactgt gcaagaga 98

<210> 84

<211> 98

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 84
cggtttgtct tctccttgga cacctctgtc agcacggcat atctgcagat ctgcagccta 60
aaggctgagg acactgccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 85

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> <223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (3)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 85
gennnnnnng ¢ 11

<210> 86

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 86
caynnnnrtg 10

<210> 87

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 87
gagtcnnnnnn 11

<210> 88

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<220>
<221> base_modificada
<222> (1)..(6)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 88
nnnnnngagac 11

<210> 89
<211>10
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2375952 T3

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> base modificada
<222> (4)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 89
gaannnnttc 10

<210> 90
<211> 90
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Secuencia de nucledtidos 3-23 FRS sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(90)

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (9)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (12)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (21)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (30)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (36)

<223>A, T,CoG

<220>
<221> base_modificada
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<223>A,T,C0G

<220>

<221> base_modificada
<222> (57)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (60)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (69)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (72)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (75)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base_modificada
<222> (78)

<223>A, T,CoG

<220>

<221> base modificada
<222> (87)

<223>A, T,CoG

<400> 90

acn ath wsn mgn gay aay wsn

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
1 5

wsn
Ser

ttr mgn gcn gar gay acn
Leu Arg Ala Glu Asp Thr
20

<210> 91

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2375952 T3

aar aay acn
Lys Asn Thr
10

ytn tay ttn car a
Leu Tyr Leu Gln M

gcn gtn tay tay tgy gcn aar
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys
25 30

tg aay
et Asn
15

48

90

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de la proteina 3-23 FR3 sintética

<400> 91

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Lep Tyr Leu Gln Met Asn

1 5

10

15

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys

20

<210> 92

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética
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<400> 92
agttctccct gcagctgaac tc 22

<210> 93

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 93
cactgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 94

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 94
ccctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 95

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 95
ccgcctacct gcagtggagce ag 22

<210> 96

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 96
cgctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 97

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 97
cggcatatct gcagatctgc ag 22

<210> 98

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 98
cggcgtatct gcaaatgaac ag 22
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<210> 99

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 99
ctgcctacct gcagtggagce ag 22

<210> 100

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 100
tcgcctatct gcaaatgaac ag 22

<210> 101

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 101

cgettcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgecagat gaacagetta 60

agg

<210> 102

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 102
caagtagaga gtattcttag agttgtctct agacttagtg aagcg 45

<210> 103

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 103
cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagct gaac 54

<210> 104

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 104
cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcaaat gaac 54
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<210> 105

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 105
cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagtg gage 54

<210> 106

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 106
cgcttcacta agtctagaga c 21

<210> 107

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 107
acatggagct gagcagcctg ag 22

<210> 108

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 108
acatggagct gagcaggctg ag 22

<210> 109

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 109
acatggagct gaggagcctg ag 22

<210> 110

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 110
acctgcagtg gagcagcectg aa 22

<210> 111
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 111
atctgcaaat gaacagcctg aa 22

<210> 112

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 112
atctgcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 113

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 113
atctgcaaat gaacagtctg ag 22

<210> 114

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 114
atctgcagat ctgcagccta aa 22

<210> 115

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 115
atcttcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 116

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 116
atcttcaaat gggcagcctg ag 22

<210> 117

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 117
ccctgaagct gagcetcetgtg ac 22

<210> 118

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 118
ccctgcagcet gaactctgtg ac 22

<210> 119

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 119
tccttacaat gaccaacatg ga 22

<210> 120

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 120
tecttaccat gaccaacatg ga 22

<210> 121

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 121
acatggagct gagcagcctg ag 22

<210> 122

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 122
ccctgaagct gagcetcetgtg ac 22

<210> 123

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 123
cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaac 54

<210> 124

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 124 cgcttcactc agtctagaga taacagtaaa aatactttgt acttgcagct gagcagectg 60

<210> 125

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 125
cgcttcactc agtctagaga taacagtaaa aatactttgt acttgcagct gagctctgtg 60

<210> 126

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 126
tcagctgcaa gtacaaagta tttttactgt tatctctaga ctgagtgaag cg 52

<210> 127

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 127
cgcttcactc agtctagaga taac 24

<210> 128

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 128
ccgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 129

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 129
ctgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

204



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2375952 T3

<210> 130

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 130
ccgtgtatta ctgtgcgaga gg 22

<210> 131

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 131
ccgtgtatta ctgtgcaaca ga 22

<210> 132

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 132
ccatgtatta ctgtgcaaga ta 22

<210> 133

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 133
ccgtgtatta ctgtgcggca ga 22

<210> 134

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 134
ccacatatta ctgtgcacac ag 22

<210> 135

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 135
ccacatatta ctgtgcacgg at 22

<210> 136
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 136
ccacgtatta ctgtgcacgg at 22

<210> 137

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 137
ccttgtatta ctgtgcaaaa ga 22

<210> 138

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 138
ctgtgtatta ctgtgcaaga ga 22

<210> 139

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 139
ccgtgtatta ctgtaccaca ga 22

<210> 140

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 140
ccttgtatca ctgtgcgaga ga 22

<210> 141

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 141
ccgtatatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 142

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 142
ctgtgtatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 143

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 143
ccgtgtatta ctgtactaga ga 22

<210> 144

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 144
ccgtgtatta ctgtgctaga ga 22

<210> 145

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 145
ccgtgtatta ctgtactaga ca 22

<210> 146

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 146
ctgtgtatta ctgtaagaaa ga 22

<210> 147

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 147
ccgtgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 148

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 148
ccgtgtatta ctgtgccaga ga 22

<210> 149

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 149
ctgtgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 150

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 150
ccatgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 151
ccatgtatta ctgtgcgaga 2 0

<210> 152

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 152
ccgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 153

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 153
ctgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 154

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 154
ccgtgtatta ctgtgcgaga g 21
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<210> 155

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 155
ccgtatatta ctgtgcgaaa g 21

<210> 156

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 156
ctgtgtatta ctgtgcgaaa g 21

<210> 157

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 157
ctgtgtatta ctgtgcgaga c 21

<210> 158

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 158
ccatgtatta ctgtgcgaga c 21

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 159
ccatgtatta ctgtgcgaga 2 0

<210> 160

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 160

ggtgtagtga tctagtgaca actctaagaa tactctctac ttgcagatga acagctttag 60

ggctgaggac actgcagtct actattgtgc gaga

<210> 161
<211>94
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 161
ggtgtagtga tctagtgaca actctaagaa tactctctac ttgcagatga acagctttag 60
ggctgaggac actgcagtct actattgtgc gaaa 94

<210> 162

<211> 85

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 162
atagtagact gcagtgtcct cagcccttaa getgttcatc tgcaagtaga gagtattctt 60
agagttgtct ctagatcact acacc 85

<210> 163

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 163
ggtgtagtga tctagagaca ac 22

<210> 164

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 164
ggtgtagtga aacagcttta gggctgagga cactgcagtc tactattgtg cgaga 55

<210> 165

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 165
ggtgtagtga aacagcttta gggctgagga cactgcagtc tactattgtg cgaaa 55

<210> 166

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 166
atagtagact gcagtgtcct cagcccttaa gcetgtttcac tacacc 46

<210> 167
<211> 46
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 167
ggtgtagtga aacagcttaa gggctgagga cactgcagtc tactat 46

<210> 168

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 168
ggtgtagtga aacagcttaa gggctg 26

<210> 169

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 169
agttctcect gcagcetgaac tc 22

<210> 170

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 170
cactgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 171

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 171
ccctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 172

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 172
ccgcctacct gcagtggage ag 22

<210> 173

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 173
cgctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 174

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 174
cggcatatct gcagatctge ag 22

<210> 175

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 175
cggcgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 176

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 176
ctgcctacct gcagtggage ag 22

<210> 177

<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 177
tcgcctatct gcaaatgaac ag 22

<210> 178

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 178
acatggagct gagcagcctg ag 22

<210> 179

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 179
acatggagct gagcaggctg ag 22

<210> 180

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 180
acatggagct gaggagcctg ag 22

<210> 181

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 181
acctgcagtg gagcagcctg aa 22

<210> 182

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 182
atctgcaaat gaacagcctg aa 22

<210> 183

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 183
atctgcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 184

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 184
atctgcaaat gaacagtctg ag 22

<210> 185

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 185
atctgcagat ctgcagccta aa 22
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<210> 186

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 186
atcttcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 187

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 187
atcttcaaat gggcagcctg ag 22

<210> 188

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 188
ccctgaagct gagctctgtg ac 22

<210> 189

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 189
ccctgcagct gaactctgtg ac 22

<210> 190

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 190
tccttacaat gaccaacatg ga 22

<210> 191

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 191
tccttaccat gaccaacatg ga 22

<210> 192
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 192
ccgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 193

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 193
ctgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 194

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 194
ccgtgtatta ctgtgcgaga gg 22

<210> 195

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 195
ccgtgtatta ctgtgcaaca ga 22

<210> 196

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 196
ccatgtatta ctgtgcaaga ta 22

<210> 197

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 197
ccgtgtatta ctgtgcggcea ga 22

<210> 198

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 198
ccacatatta ctgtgcacac ag 22

<210> 199

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 199
ccacatatta ctgtgcacgg at 22

<210> 200

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 200
ccacgtatta ctgtgcacgg at 22

<210> 201

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 201
ccttgtatta ctgtgcaaaa ga 22

<210> 202

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 202
ctgtgtatta ctgtgcaaga ga 22

<210> 203

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 203
ccgtgtatta ctgtaccaca ga 22

<210> 204

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 204
ccttgtatca ctgtgcgaga ga 22

<210> 205

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 205
ccgtatatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 206

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 206
ctgtgtatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 207

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 207
ccgtgtatta ctgtactaga ga 22

<210> 208

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 208
ccgtgtatta ctgtgctaga ga 22

<210> 209

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 209
ccgtgtatta ctgtactaga ca 22

<210> 210

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 210
ctgtgtatta ctgtaagaaa ga 22

217



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2375952 T3

<210> 211

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 211
ccgtgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 212

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 212
ccgtgtatta ctgtgccaga ga 22

<210> 213

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 213
ctgtgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 214

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 214
ccatgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 215

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 215
ccatgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 216

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 216

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60

tcctgcaagg cttctggata caccttcace

<210> 217

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 217
caggtccagc ttgtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt 60
tcctgecaagg cttctggata caccttcact 90

<210> 218

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 218
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggata caccttcacc 90

<210> 219

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 219
caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggtta cacctttace 90

<210> 220

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 220
caggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtce 60
tcctgcaagg tttccggata caccctcact

<210> 221

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 221
cagatgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaaga ctgggtcctc agtgaaggtt 60
tcctgcaagg cttecggata caccttcace 90

<210> 222

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 222

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt 60
tectgcaagg catctggata caccttcacce 90

<210> 223

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 223
caaatgcagc tggtgcagtc tgggcctgag gtgaagaagc ctgggacctc agtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggatt cacctttact 90

<210> 224

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 224

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaage ctgggtcctc ggtgaaggtc 60
tcctgcaagg -cttctggagg caccttcagce 90
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<210> 225

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 225
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggagg caccttcagce 90

<210> 226

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 226
gaggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc 60
tcctgcaagg tttctggata caccttcace 90

<210> 227

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 227
cagatcacct tgaaggagtc tggtcctacg ctggtgaaac ccacacagac cctcacgctg 60
acctgcacct tctctgggtt ctcactcagce 90

<210> 228

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 228
caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgtg ctggtgaaac ccacagagac cctcacgctg 60
acctgcaccg tctctgggtt ctcactcage 90

<210> 229

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 229

caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgcg ctggtgaaac ccacacagac cctcacactg 60
acctgcacct tctctgggtt ctcactcage 90

<210> 230

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 230

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt 90

<210> 231

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 231
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat 90

<210> 232

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 232
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtcaagc ctggagggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 233

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 233
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 234

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 234

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtaaagc ctggggggtce ccttagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cactttcagt 90

<210> 235

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 235

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggt gtggtacggc ctggggggtc cctgagacte 60
tcctgtgcag cctetggatt cacctttgat 90

<210> 236

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 236

gaggtgcagc tggtggagtce tgggggaggc ctggtcaagce ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 237

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 237

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagacte 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage 90

<210> 238

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 238

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 239

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 239

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90
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<210> 240

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 240

caggtgcage tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggtc cctgagacte 60
tcctgtgecag cctetggatt caccttcagt 90

<210> 241

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 241

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt 90

<210> 242

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 242

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggagtc gtggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat . 90

<210> 243

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 243

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacage ctggggggte cctgagacte 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 244

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 244

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc cagggcggtce cctgagactc 60
tcetgtacag cttctggatt cacctttggt 90

<210> 245

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 245

gaggtgcagc tggtggagac tggaggaggc ttgatccagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cectetgggtt caccgtceage 90

<210> 246

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 246

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcage 90

<210> 247
<211>90
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 247

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccgtcagt 90

<210> 248

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 248

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggagggtc cctgagacte 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 249

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 249

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggggggtce cctgaaactc 60
tcctgtgcag cctctgggtt caccttcagt 30

<210> 250

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 250

gaggtgcagc tggtggagtc cgggggaggc ttagttcagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 251

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 251

gaggtgcagc tggtggagtc tcggggagtc ttggtacagc ctggggggtc cctgagacte 60
tcctgtgcag cctctggatt caccgtcagt 90

<210> 252

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 252
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggggac cctgtcccte 60
acctgcgctg tctctggtgg ctccatcagce 90

<210> 253

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 253

caggtgcage tgcaggagte gggcccagga ctggtgaage ctteggacac cctgtcccte 60
acctgcgectg tctctggtta ctccatcage 90

<210> 254

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 254

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc 90

<210> 255

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 255

cagctgcagc tgcaggagtc cggctcagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtcecte 60
acctgcgetg tctctggtgg ctccatcagce 90

<210> 256

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 256

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtcccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc 90

<210> 257

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 257

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtcecte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcage 90

<210> 258

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 258
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtcccte 60
acctgegetg tctatggtgg gtccttcagt 90

<210> 259

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 259
cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtcccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagce 90

<210> 260

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 260

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtcccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt S0

<210> 261

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 261
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccgtcage 90
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<210> 262

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 262
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cetgtececte 60
acctgcgectg tctetggtta ctccatcage 90

<210> 263

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 263
gaggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc tctgaagatc 60
tcctgtaagg gttctggata cagctttacc : 90

<210> 264

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 264
gaagtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc tctgaggatc 60
tcctgtaagg gttctggata cagctttace 90

<210> 265

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 265
caggtacagc tgcagcagtc aggtccagga ctggtgaagc cctcgcagac cctctcactc 60
acctgtgcca tetecgggga cagtgtetcet 90

<210> 266

<211>90

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 266
caggtgcagc tggtgcaatc tgggtctgag ttgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt 60
tcctgcaagg cttctggata caccttcact 90

<210> 267

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 267
ccgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 268

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 268
ctgtgtatta ctgtgcgaga ga 22
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<210> 269

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 269
ccgtgtatta ctgtgcgaga gg 22

<210> 270

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 270
ccgtatatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 271

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 271
ctgtgtatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 272

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 272
ctgtgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 273

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 273
ccatgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 274

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 274
ccatgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 275
<211> 69
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 275
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 276

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 276

gacatccaga tgacccagtc tccatcctec ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcace 60
atcacttgce 69

<210> 277

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 277
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 278

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 278
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 279

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 279
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 280

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 280
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcee ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 281

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 281
aacatccaga tgacccagtc tccatctgcc atgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 282

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 282
gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 283

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 283
gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 284

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 284
gccatccagt tgacccagtc tccatcctec ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacce 60
atcacttgce 69

<210> 285

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 285
gccatccagt tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 286

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 286
gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 287

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 287
gacatccaga tgacccagtc tccatcttct gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttqgt 69

<210> 288

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 288
gacatccagt tgacccagtc tccatccttc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc: 69

<210> 289

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 289

gccatccgga tgacccagtc tccattctcec ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69
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<210> 290

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 290

gccatccgga tgacccagtc tccatcctca ttctctgcat ctacaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 291

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 291
gtcatctgga tgacccagtc tccatcctta ctctctgcat ctacaggaga cagagtcacc 60
atcagttqgt 69

<210> 292

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 292
gccatccaga tgacccagtce tccatcctec ctgtetgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 293

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 293
gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 294

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 294
gatattgtga tgacccagac tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga geccggcectece 60
atctcctgce

<210> 295

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 295
gatattgtga tgacccagac tccactctcc ctgccegtca cccctggaga gecggectece 60
atctecctgce 69

<210> 296

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 296
gatgttgtga tgactcagtc tccactctec ctgcccgtca cccttggaca geccggectee 60
atctcctgce 69

<210> 297

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 297
gatgttgtga tgactcagtc tccactctee ctgcccgtca cccttggaca gecggectee 60
atctcctgce 69

<210> 298

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 298
gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgtccgtca ceecctggaca gecggectee 60
atctcctge . 69

<210> 299

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 299
gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgtccgtca cccctggaca gccggectee 60
atctcctge 69

<210> 300

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 300
gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca ccecctggaga gecggectee 60
atctcctgce 69

<210> 301

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 301
gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggcctcc 60
atctecctge 69

<210> 302

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 302
gatattgtga tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca geccggectee 60
atctcctgce 69

<210> 303

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 303
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctecctge 69

<210> 304

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 304
gaaattgtgt tgacgcagtc tccagccacc ctgtetttgt ctccagggga aagagccace 60
ctetectge - €9
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<210> 305

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 305
gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctectge 69

<210> 306

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 306
gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc 60
Cctctectge 69

<210> 307

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 307

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctectge 69

<210> 308

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 308
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctccetgc 69

<210> 309

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 309
gaaattgtaa tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctectge 69

<210> 310
<211>69
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 310
gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggectgtgt ctctgggega gagggccacc 60
atcaactgce 69

<210> 311

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 311

gaaacgacac tcacgcagtc tccagcattc atgtcagcga ctccaggaga caaagtcaac 60

atctcctgce

<210> 312
<211>69
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 312
gaaattgtgc tgactcagtc tccagacttt cagtctgtga ctccaaagga gaaagtcacc 60
atcacctgce 69

<210> 313

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 313
gaaattgtgc tgactcagtc tccagacttt cagtctgtga ctccaaagga gaaagtcacc 60
atcacctgc 69

<210> 314

<211>69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 314
gatgttgtga tgacacagtc tccagctttc ctctctgtga ctccagggga gaaagtcacc 60
atcacctgce 69

<210> 315

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 315
cagtctgtgc tgactcagcc accctcggtg tctgaagccc ccaggcagag ggtcaccatc 60
tcctgt 66

<210> 316

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 316
cagtctgtgc tgacgcagcc gccctcagtg tctggggcce cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctge 66

<210> 317

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 317
cagtctgtge tgactcagcc accctcagecg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc 60
tcttgt 66

<210> 318

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 318
cagtctgtgc tgactcagcc accctcageg tctgggacce ccgggcagag ggtcaccatc 60
tcttgt 66

<210> 319

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 319

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctgcggccc caggacagaa ggtcaccatc 60

tectge

<210> 320

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 320
cagtctgccc tgactcagcc tccctccgeg tccgggtctc ctggacagtc agtcaccatc 60
tcctgc 66

<210> 321

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 321

cagtctgccc tgactcagcc tcgctcagtg tccgggtctc ctggacagtc agtcaccatc 60
tcctge 66

<210> 322

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 322
cagtctgcecc tgactcagcec tgcctccgtg tctgggtcte ctggacagtc gatcaccate 60
tectgce 66

<210> 323

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 323
cagtctgccc tgactcagcc tccctceogtg tccgggtcte ctggacagtc agtcaccatc 60
tcctge 66

<210> 324

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 324
cagtctgecc tgactcagec tgectecegtg tctgggtcte ctggacagtc gatcaccatc 60
tcctgce 66

<210> 325

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 325

tcctatgagc tgactcagec accctcagtg tccgtgtccc caggacagac agccagcatce 60

acctge

<210> 326

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 326
tcctatgage tgactcagcc actctcagtg tcagtggccc tgggacagac ggccaggatt 60
acctgt 66
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<210> 327

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 327
tcctatgage tgacacagcc accctcggtg tcagtgtcce caggacaaac ggccaggatc 60
acctgc 66

<210> 328

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 328

tcctatgage tgacacagcc accctcggtg tcagtgtccc taggacagat ggccaggatc 60
acctge 66

<210> 329

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 329

tcttctgagec tgactcagga ccctgectgtg tctgtggcect tgggacagac agtcaggatc 60
acatgc 66

<210> 330

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 330
tcctatgtge tgactcagcc accctcagtg tcagtggecc caggaaagac ggccaggatt 60
acctgt 66

<210> 331

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 331
tcctatgagc tgacacagct accctcggtg tcagtgtccc caggacagac agccaggatc 60
acctgc 66

<210> 332

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 332
tcctatgage tgatgcagcc accctcggtg tcagtgtccc caggacagac ggccaggatc 60

acctge 66

<210> 333

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 333
tcctatgage tgacacagcec atcctcagtg tcagtgtctc cgggacagac agccaggatc 60
acctgc 66

<210> 334

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 334
ctgcctgtge tgactcagee cccgtctgea tctgcecttge tgggagecte gatcaagete 60
acctgce 66

<210> 335

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 335
cagcctgtgc tgactcaate atcetetgee tetgetteee tgggatecte ggtcaagete 60
acctgc 66

<210> 336

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 336
cagcttgtgc tgactcaatc gccctctgec tctgectcce tgggagcctc ggtcaagete 60
acctge 66

<210> 337

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 337
cagcctgtgc tgactcagcee accttcectece teccgecatcte ctggagaatc cgccagacte 60
acctgce 66

<210> 338

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 338
caggctgtge tgactcagec ggcttcccte tctgecatete ctggagcate ageccagtcte 60
acctge 66

<210> 339

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 339
cagcctgtge tgactcagcc atcttcccat tctgcatctt ctggagcatc agtcagactc 60
acctgce 66

<210> 340

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 340
aattttatgc tgactcagcc ccactctgtg tcggagtcte cggggaagac ggtaaccatc 60
tcetge : 66

<210> 341

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 341
cagactgtgg tgactcagga gccctcactg actgtgtccc caggagggac agtcactcte 60
acctgt 66
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<210> 342

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 342

caggctgtgg tgactcagga gccctcactg actgtgtccc caggagggac agtcactctc 60
acctgt 66

<210> 343

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 343
cagactgtgg tgacccagga gccatcgttc tcagtgtcce ctggagggac agtcacactc 60
acttgt 66

<210> 344

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 344
cagcctgtge tgactcagcc accttctgea tcagecctccc tgggagcctc ggtcacactc 60
acctgce R 66

<210> 345

<211> 66

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 345
caggcagggc tgactcagcc accctcggtg tccaagggct tgagacagac cgccacactc 60
acctgce 66

<210> 346

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1) .. (6)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 346
nnnnnngactc 11

<210> 347

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 347
gagtcnnnnnn 11
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<210> 348

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (3) .. (9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 348
gennnnnnngc 11

<210> 349

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 349
acctgennnnn 11

<210> 350

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 350
cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 25

<210> 351

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 351
aatagtagac tgcagtgtcc tcagccctta agctgttcat ctgcaagtag agagtattct 60
tagagttgtc tctagactta gtgaagcg 88

<210> 352

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 352

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60

agggctgagg acactgcagt ctactatt

<210> 353
<211>95
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 353
cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60
agggctgagg acactgcagt ctactattgt gcgag 95

<210> 354

<211>95

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 354
cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60
agggctgagg acactgcagt ctactattgt acgag 95

<210> 355

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 355
cgcttcacta agtctagaga caac 24

<210> 356

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (8) .. (15)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 356 cacctgcnnn nnnnn 15

<210> 357

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(17)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 357
cagctcnnnn nnnnnnn 1 7

<210> 358

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(17)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 358
gaagacnnnn nnnnnnn 17

<210> 359

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (17)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 359
gcagcnnnnn nnnnnnn -~ 17

<210> 360

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 360
gaagachnnnnn 12

<210> 361

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (22)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 361
cttgagnnnn nnnnnnnnnn nn 22

<210> 362

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> base_modificada

239



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2375952 T3

<222> (6) .. (19)
<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 362
acggcnnnnn nnnnnnnnn 19

<210> 363

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (18)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 363
acggcnnnnn nnnnnnnn 18

<210> 364

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 364
gtatccnnnn nn = 12

<210> 365

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 365
actgggnnnnn 11

<210> 366

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 366
ggatcnnnnn 10
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<210> 367

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 367
gcatcnnnnnn 11

<210> 368

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (16)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 368
gaggagnnnn nnnnnn 1 6

<210> 369

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (19)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 369
gggacnnnnn nnnnnnnnn 19

<210> 370

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (14)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 370
acctgennnn nnnn 14

<210> 371

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada

<222> (7)..(17)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 371
ggcggannnn nnnnnnn 17

<210> 372

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (22)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 372
ctgaagnnnn nnnnnnnnnn nn 22

<210> 373

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 373
cccgennnnnn - 11

<210> 374

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (18)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 374
ggatgnnnnn nnnnnnnn 18

<210> 375

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> base_modificada
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<222> (7) .. (22)
<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 375
ctggagnnnn nnnnnnnnnn nn 22

<210> 376

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6)..(15)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 376
gacgcnnnnn nnnnn 15

<210> 377

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (13)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 377
ggtgannnnn nnn 13

<210> 378

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (13)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 378
gaagannnnn nnn 13

<210> 379

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 379
gagtcnnnnn 10
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<210> 380

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (26)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 380
tccracnnnn nnnnnnnnnn nnnnnn 26

<210> 381

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (5) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 381
cctecnnnnnnn 11

<210> 382

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 382
gagtcnnnnn 10

<210> 383

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (18)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 383
cccacannnn nnnnnnnn 18

<210> 384

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (14)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 384
gcatcnnnnn nnnn 14

<210> 385

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (13)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 385
ggtgannnnn nnn 13

<210> 386

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (5)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 386
cccgnnnnnnnn = 12

<210> 387

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (6) .. (19)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 387
ggatgnnnnn nnnnnnnnn 19

<210> 388

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> base_modificada
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<222> (7) .. (17)
<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 388
gaccgannnn nnnnnnn 17

<210> 389

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (17)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 389
cacccannnn nnnnnnn 17

<210> 390

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base modificada

<222> (7) .. (17)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 390
caarcannnn nnnnnnn 1 7

<210> 391

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 391
gctgtatatt actgtgcgag 20

<210> 392

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 392
gccgtgtatt actgtgcgag 20

<210> 393

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética
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<400> 393
gccgtatatt actgtgcgag 20

<210> 394

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 394
gccgtgtatt actgtacgag 20

<210> 395

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 395
gccatgtatt actgtgcgag 20

<210> 396

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 396
cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 25

<210> 397

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 397

aatagtagac tgcagtgtcc tcageccctta agectgttcat ctgcaagtag agagtattct 60

tagagttgtc tctagactta gtgaagcg

<210> 398

<211> 95

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 398

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60

agggctgagg acactgcagt ctactattgt gcgag

<210> 399

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 399
cgcttcacta agtctagaga caac 24

<210> 400

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 400
cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggagg atggagactg ggtc 44

<210> 401

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 401
cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggaga gtggagactg agtc 44

<210> 402

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 402
cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggtgc ctggagactg cgtc 44

<210> 403

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 403
cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggtgg ctggagactg cgtc 44

<210> 404

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 404
cctctactct tgtcacagtg cacaagacat ccag 34

<210> 405

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 405
cctctactct tgtcacagtg 2 0
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<210> 406

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 406
ggaggatgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 407

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 407
ggagagtgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 408

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 408
ggtgcctgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 409

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 409
ggtggctgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 410

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 410
cacatccgtg ttgttcacgg atgtggatcg actgtccagg agac 44

<210> 411

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 411
cacatccgtg ttgttcacgg atgtggactg tctgtcccaa ggce 44

<210> 412
<211> 44
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 412
cacatccgtg ttgttcacgg atgtggactg actgtccagg agac

<210> 413

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 413
cacatccgtg ttgttcacgg atgtggaccc tctgcectgg ggcece

<210> 414

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 414

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttagcg gttccccgg

<210> 415

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 415

44

44

59

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccgget agtgttagcg gttccccggg 60

acagtcgat

<210> 416

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 416

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccgget agtgttageg gttccccggg 60

acagacagt

<210> 417

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 417

69

69

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttagecg gttcceceggg 60

acagtcagt
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<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2375952 T3

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 418

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttagcg gtstccccgg 60

ggcagagggt

<210> 419

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 419
cctetgactg agtgcacaga gtgc 24

<210> 420

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (5)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 420
ggcennnnng gcc - 13

<210> 421

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 421
ccannnnnnn nntgg 15

<210> 422

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 422
cgannnnnntgc 12

<210> 423

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 423
gecennnnnggc 11

<210> 424

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 424
gatnnnnatc 10

<210> 425

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 425
gacnnnnngtc 11

<210> 426

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 426
gcannnnntgc 11

<210> 427
<211>12
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 427
gtatccnnnnnn 12

<210> 428

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 428
gacnnnnnng tc 12

<210> 429

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 429
ccannnnntgg 11

<210> 430

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1) .. (6)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 430
nnnnnngagacg 12

<210> 431

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 431
ccannnnnntgg 12

<210> 432

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 432
gaannnnttc 10

<210> 433

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 433
ggtctecnnnnn 11

<210> 434

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1) .. (10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 434
nnnnnnnnnn ctcctc 16

<210> 435

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1) ..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 435
nnnnnnnnnt ccgcc 15

<210> 436

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (5)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 436
ggcennnnng gcc 13

<210> 437

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 437
ccannnnnntgg 12

<210> 438

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 438
gacnnnnnng tc 12

<210> 439

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 439
cgannnnnntgc 12

<210> 440
<211> 11
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 440
gcannnnntgc 11

<210> 441

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 441
ccannnnntgg 11

<210> 442

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 442
gaannnnttc 10

<210> 443

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(6)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 443
nnnnnngagacg 12

<210> 444

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 444
gtatccnnnnnn = 12

<210> 445

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, C, G, otra o desconocida

<400> 445
gacnnnnngtc 11

<210> 446

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 446
ggtctecnnnnn 11

<210> 447

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 447
gcennnnnggc 11

<210> 448

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

257
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<400> 448
ccannnnnnn nntgg 15

<210> 449

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 449
nnnnnnnnnn ctcctc 16

<210> 450

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 450
nnnnnnnnnt ccgcc 15

<210> 451

<211> 9532

<212> ADN

<213> Organismo Desconocido

<220>

<223> Descripcion de Organismo Desconocido: Secuencia de nucleétidos MALIA3

<220>
<221> CDS
<222> (1579)..(1638)

<220>
<221> CDS
<222> (2343)..(3443)

<220>
<221> CDS
<222> (3945)..(4400)

<220>
<221> CDS
<222> (4406)..(4450)

<220>
<221> CDS
<222> (4746)..(5789)

<400> 451

258



aatgctacta
atagctaaac
cgttcgcaga
gttgcatatt
tccgcaaaaa
ttggagtttg
tctttegggce
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttatc
aattcctett
atgaatcttt
tcttcccaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgcgccect
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctct
cgatccegea
tgcgtgggcg
attcacctcg

tttttggaga

gtt cct ttc tat tct cac
Val Pro Phe Tyr Ser His

ctattaqgtag
aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttecggtct
ttcctcttaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctattacccc
gtcgtctggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtcc
cgttccgget
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagccgttg
aaagcggcect
atggttgttg

aaagcaagct

ttttcaac gtg
Met

aattgatgece
ccatttgcga
aactgttaca
tgagctacag
tcaaaaggag
ggttcgettt
tctttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattctttceg
cgtttaatgg
ctaccctcgt
ttaactccecct
tcattgtcgg
gataaaccga
aaa aaa
Lys Lys
1

agt gca
Ser Ala
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accttttcag
aatgtatcta
tggaatgaaa
caccagattc
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccgcet
tcattctcgt
gattccgcag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagtte
ccagttctta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca
ttggtcagtct
gagcaggtcg
tgtttegege
cctctttcgt
aaacttcctce
tccgatgcetg
gcaagcctca
cgcaactatc
tacaattaaa

tta
Leu

tta ttc
Leu Phe
5

cag
Gln

259

ctcgcgeece
atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgcg
ttgcttctga
tttctgaact
tattggacgce
caaaagcctc
ttgctcttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggttcecctt
cggatttcga
ttggtataat
tttaggttgg
atgaaaaagt
tctttcgetg
gcgaccgaat
ggtatcaagc

ggctcctttt

aaatgaaaat
taaatctact
ccgtacttta
ctctaageca
tcctgaccetg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtct
tcgctatttt
tatgcctcgt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgttt
ttgggtaatg
gcgcctggtce
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttegta
ctttagtect
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa

ggagcctttt

gca att cct tta gtt
Ala Ile Pro Leu Val

10

tctgtcgtga cgcageccgec

60
120
1804
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1611

1658



ctcagtgtct
catcggggca
cctcatctat
gtctggcacc
ttactgccag
ggtcaccgtc
tgaggagctc
agctgtgaca
cacaccctcec
tgagcagtgg
ggagaagaca

ttctatttca

gct
Ala
30

ttg
Leu

gga
Gly

tta
Leu

ttg
Leu

gag
Glu

ctt
Leu

tet
Ser

tgc
Cys

gtt
val

tgg
Trp

cgc
Arg
80

tct
Ser

tct
Ser

ggt
Gly
95

ttc
Phe
110

atc
Ile

act
Thr

aac
Asn

tta
Leu

agc
Ser

tat
Tyr

gaa
Glu

ggt
Gly

15
ggggccccag
ggttatgatg
ggtaacagca
tcagectcece
tcctatgaca
ctaggtcagc
caagccaaca
gtggcctgga
aaacaaagca
aagtcccaca
gtggccccta

aggagacagt

tta
Leu

tta
Leu

tct
Ser

ggt
Gly
50

gct
Ala
65

gct
Ala

caa
Gln

gct
Ala

ggt
Gly

ggce
Gly

tct
Ser

aga
Arg

ctc
Leu
35

ggce
Gly

tcc
Ser

cct
Pro

agt
Ser

gac
Asp

ggcagagggt
tacactggta
atcggccctce
tggccatcac
gcagcctgag
Ccaaggccaa
aggccacact
aggcagatag
acaacaagta
gaagctacag

cagaatgttc
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20

caccatctcc
ccagcagctt
aggggtccct
tgggctccag
tggcctttat
cceccactgtce
agtgtgtctg
cagccecgtce
cgcggccagce
ctgccaggtc

ataataaacc

tgcactggga
ccaggaacag
gaccgattct
gctgaggatg
gtcttcggaa
actctgttcc
atcagtgact
aaggcgggag
agctatctga
acgcatgaag

gcctccaccqg

cata atg aaa tac cta ttg cct acg
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr

gcg
Ala

gcc
Ala

ctt
Leu

ggt
Gly

ttc
Phe

gga
Gly

aaa
Lys
85

ggt
Gly

tac
Tyr

act
Thr
100

tct
Ser

aac
Asn

115

gct
Ala
130

agg
Arg

act
Thr

qgt
Gly

gag
Glu

tat
Tyr

act
Thr

gac
Asp

ttc
Phe

gct
Ala

cag
Gln

ccg
Pro

gce
Ala
40

cct
Pro

gtt
Val

cag
Gln
55

ttc
Phe

tct
Ser

act
Thr
70

ggt
Gly

ttg
Leu

gag
Glu

tat
Tyr

gct
Ala

gac
Asp

aat
Asn

aag
Lys

act
Thr
120

gtc
Val
135

tac
Tyr

gca
Ala

ata
Ile

gac
Asp

tag
Trp

260

25

atg
Met

gcc
Ala

gaa
Glu

tct
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly

tac
Tyr

tcg
Ser

gct
Ala
75

tct
Ser

gtt
Val
30

tgg
Trp

tce
Ser
105

gtt
Val

aaa
Lys

ctec
Leu

tac
Tyr

ttg
Leu

tat
Tyr

tgc
Cys

gct
Ala

caa
Gln

ggt
Gly

ggt
Gly

gcagctccaa
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ctgggaccaa
cgccctecte
tctacccggg
tggagaccac
gcctgacgcec
ggagcaccgt
ggcgcgccaa
gca gcc

Ala Ala

gtt caa
Val Gln
45

tta
Leu
60

cgt
Arg

tct
Ser

atg
Met

atc
Ile

gct
Ala

ggt
Gly

cgc
Arg

caqg
Gln

atg
Met
125

aaa
Lys
140

gac
Asp

act
Thr

atg
Met

1718
1778
1838
1898
1958
2018
2078
2138
2198
2258
2318

2369

2417

2465

2513

2561

2609

2657

2705

2753



gtc
Val

gca
Ala

ctg
Leu
190

ggc
Gly

agc
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

cac
His
270

ctg
Leu

gaa
Glu

act
Thr

gag
Glu

gaa
Glu
350

gaa
Glu

acc
Thr

ccce
Pro
175

gtc
val

gcc
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys
255

cac
His

aat
Asn

act
Thr

aac
Asn

ggt
Gly
335

act
Thr

aat
Asn

gtc
Val
160

tcc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
240

gtg
Val

cat
His

ggt
Gly

gtt
Val

gtc
val
320

tgt
Cys

cag
Gln

gag
Glu

145

tct
Ser

tce
Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr
225

cag
Gln

gac
Asp

cat
His

gcc
Ala

gaa
Glu
305

tgg
Trp

ctg
Leu

tgt
Cys

ggt
Gly

agt
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser
210

tcc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

cac
His

gca
Ala
290

agt
Ser

aaa
Lys

tgg
Trp

tac
Tyr

agt
Gly
370

gce
Ala

agc
Ser

ttc
Phe
195

ggc
Gly

ctc
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

tct
Ser
275

gat
Asp

tgt
Cys

gac
Asp

aat
Asn

ggt
Gly
355

ggc
Gly

tce
Ser

acc
Thr
180

ccce
Pro

gtc
vVal

agc
Ser

atc
Ile

gtt
Val
260

gct
Ala

atc
Ile

tta
Leu

gac
Asp

gct
Ala
340

aca
Thr

tct
Ser

ace
Thr
165

tct
Ser

gaa
Glu

cac
His

age
Ser

tgce
Cys
245

gag
Glu

gaa
Glu

aac
Asn

gca
Ala

aaa
Lys
325

aca

Thr

tag
Trp

gag
Glu
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150

aag
Lys

999
Gly

ccg
Pro

acc
Thr

gta
Val
230

aac
Asn

cce
Pro

caa
Gln

gat
Asp

aaa
Lys
310

act
Thr

ggce

Gly

gtt
vVal

ggt
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe
215

gtg
Val

gtg
vVal

aaa
Lys

aaa
Lys

gat
Asp
295

cce
Pro

tta
Leu

gtt
val

cct
Pro

ggc
Gly
375

cca
Pro

aca
Thr

acgqg
Thr
200

ccg
Pro

acc
Thr

aat
Asn

tct
Ser

ctc
Leu
280

cgt
Arg

cat
His

gat
Asp

gta
Val

att
Ile
360

ggt
Gly

261

tcg
Ser

gcg
Ala
185

gtg
Val

gct
Ala

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys
265

atc
Ile

atg
Met

aca
Thr

cgt
Arg

gtt
Val
345

gg9g9
Gly

tct
Ser

gtc
Val
170

gcc
Ala

tcg
Ser

gtc
Val

cce
Pro

aag
Lys
250

gcg
Ala

tca
Ser

gct
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr
330

tgt
Cys

ctt
Leu

gag
Glu

155

ttc
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

cta
Leu

tct

Ser
235

cce
Pro

gcc
Ala

gaa
Glu

ggc
Gly

aat
Asn
315

gct
Ala

act
Thr

gct
Ala

ggt
Gly

cce
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln
220

tct
Ser

agc
Ser

gct
Ala

gag
Glu

gce
Ala
300

tca
Ser

aac
Asn

ggt
Gly

atc
Ile

ggc
Gly
380

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser
205

tct
Ser

agc
Ser

aac
Asn

cat
His

gat
Asp
285

gct
Ala

Tttt
Phe

tat
Tyr

gac
Asp

cct
Pro
365

ggt
Gly

2801

2849

2897

2945

2993

3041

3089

3137

3185

3233

3281

3329

33717

3425
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tct gag ggt ggc ggt act aaacctcctg agtacggtga tacacctatt
Ser Glu Gly Gly Gly Thr

ccgggetata
cccgctaatce
aataataggt
ggcactgacc
gacgcttact
ccattcgttt
ggcggcggcet

ggttctgagg

ttt
Phe

gat
Asp
390

gat
Asp

aat
Asn

gaa
Glu

gcc
Ala

tct
Ser

gat
Asp

gtc
val

tcc
Ser
440

gac
Asp

gtt
val

tect
Ser
455

aat
Asn

ggc
Gly

tta
Leu
470

atg
Met

aat
Asn

gaa
Glu

tgt
Cys

cgce
Arg

att
Ile

gat
Asp

tgt
Cys

tta
Leu

tat
Tyr

gtt
vVal
520
ctg

cgt aat

385
cttatatcaa
ctaatccttc
tccgaaatag
ccgttaaaac
ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtgg
gtggcggcete

tat
Tyr

gaa
Glu

aag
Lys

ccctctegac
tcttgaggag
gcagggggca
ttattaccag
attcagagac
aggccaatcg
ttctggtggc

tgagggaggc

atg
Met

gca
Ala

395

gat
Asp

gaa
Glu
410

act
Thr

gct
Ala
425

ctt
Leu

ggc
Gly

tce
Ser

caa
Gln

aat
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

gat
Asp

gct
Ala

atg
Met

cgt
Arg

cta
Leu

gcg
Ala

tac
Tyr

ggt
Gly

aat
Asn

ggt
Gly
445

caa
Gln

gct
Ala
460

tat
Tyr

caa
Gln

475

ttt
Phe
490

cct
Pro

gac
Asp
505

aaa
Lys

acc
Thr

gce
Ala

aag gag

gtc
Val

ata
Tle

tet
Phe

tct

ttt
Phe

agc
Ser

tta
Leu

aac
Asn

tat
Tyr
525

atg
Met

ggcacttatc
tctcagectc
ttaactgttt
tacactcctg
tgcgetttce
tctgacctgce
ggctctgaqag
ggttccgétg
aat

Asn
400

aac
Asn

gct
Ala

tct
Ser
415

gac
Asp

cag
Gln

atc
Ile

gct
Ala
430

gct
Ala

aat
Asn

gct
Ala

ggt
Gly

ggt
Gly

gtc
val

gac
Asp

tta
Leu

cct
Pro

tcc
Ser
480

gct
Ala

aaa
Lys

ggt
Gly
495

ttc
Phe
510

cgt
Arg

ggt
Gly

ttt
Phe

tct
Ser

gta
vVal

262

cgcectggtac
ttaatacttt
atacgggcac
tatcatcaaa
attctggctt
ctcaacctcce
gtggtggctc

gtggctctgg

aag
Lys

gg99
Gly

gct
Ala

aaa
Lys

gct
Ala

ggc
Gly

ttc
Phe
435

gat
Asp

ggt
Gly

act
Thr

gat
Asp

ggt
Gly
450

aat
Asn

gat
Asp

ggt
Gly
465

cct
Pro

ctc
Leu

caa
Gln

tat
Tyr

cca
Pro

gaa
Glu

ttt
Phe

gtc
Val

gcg
Ala
515

ttt
Phe
530

acg
Thr

gct
Ala

tgagcaaaac
catgtttcag
tgttactcaa
agccatgtat
taatgaagat
tgtcaatgct
tgagggtggce

t tcc ggt
Ser Gly

acc
Thr
405

atg
Met

ctt
Leu

aaa
Lys
420

att
Ile

ggt
Gly

ttt
Phe

gct
Ala

cct
Pro

tca
Ser

tcg
Ser

gtt
Val
485

ttt
Phe
500

tct
Ser

tte
Phe

ctt
Leu

ata
Ile

aac
Asn

3473
3533
3593
3653
3713
3773
3833

3893

3950

3998
4046
4094
4142
4190
4238
4286
4334

4382

taatc atg cca gtt ctt ttg ggt att ccg tta 4432



Leu Arg Asn Lys Glu Ser

535
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540

545

Met Pro Val Leu Leu Gly Ile Pro Leu

tta ttg cgt ttc ctc ggt ttccttctgg taactttgtt cggctatctg
Leu Leu Arg Phe Leu Gly

550
cttactttte
cttattattg
ccctctgact
tatgttattc

tcttatttgg

tta
Leu

tct
Ser

ggc
Gly
565

att
Ile
580

gta

val Ala

ctc
Leu

aac
Asn

ccg
Pro

ata
Ile

ccg
Pro

gat
Asp

tecc
Ser
630

aat
Asn

gat
Asp

tge
Cys

act
Thr

ggt
Gly
645

att
Ile

att
Ile

ccg
Pro
660

att
Ile

tte
Phe

ctt
Leu

tta
Leu

gca
Rla

gct
Ala

tta
Leu

cct
Pro

ttt
Phe
710

gct

ttaaaaaggg
ggcttaactc
ttgttcaggg
tctctgtaaa

attgggataa

gga
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

gg9g
Gly

acg
Thr

aaa
Lys

cttcggtaag atagctattg

aattcttgtg ggttatctct

tgttcagtta attctcccgt

ggctgctatt ttcatttttg

ataat atg
Met
555

ctc
Leu
570

gtt
Val

ata
Ile

gca
Ala

585

caa
Gln

gtc
val
600

cct
Pro

aag
Lys
615

tac
Tyr

gat
Asp

ttt
Phe

tgg
Trp

gat
Asp

tgg
Trp

999
Gly

tct
Ser

gaa
Glu

aat
Asn

tet
Phe

ttc
Phe

agg
Arg

tct
Ser

ata
Ile

aat
Asn

aaa
Lys
635

acc
Thr
650

cgt
Arg

cta
Leu

cat
His

665

gtt
Val

cag
Gln
680

cat
His

gaa
Glu
695

gtc
val

ggt
Gly

gac
Asp

gtt
Val

act
Thr

tta
Leu

tct
Ser

tat
Tyr

gtt
val

tta
Leu

tat
Tyr
715

gct gtt
Ala Val

agce
Ser

gtt
Val

act
Thr

aat
Asn

aaa
Lys
605

gct
Ala

gat
Asp
620

ttg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

tct
Ser

tgg
Trp

gct
Ala

cgt
Arg

att
Ile

gtt
Val
685

tgt
Cys
700

cgt
Arg

tct
Ser

ctt
Leu

tat
Tyr

agt
Gly

ctt
Leu
590

acg
Thr

ctt
Leu

ttg
Leu

aat
Asn

aaa
Lys
670

gat
Asp

cgt
Arg

att
Ile

ctatttcati
ctgatattag
ctaatgcgcet
acgttaaaca

ttt
Phe

act
Thr

gta
val
560

att
Ile

aag
Lys
575

cag
Gln

tta
Leu

gat
Asp

agg
Arg

cct
Pro

cge
Arg

gtt
Val

att
Ile

gct
Ala

999
Gly
625

ctt
Leu

ctc
Leu

gtt
val
640

gat
Asp
655

aag
Lys

gaa
Glu

tta
Leu

gga
Gly

tgg
Trp

aaa
Lys

cag
Gln

gcg
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

aga
Arg
705

act
Thr

tcg
Ser

ggc
Gly
720

263

gtttcttgcet
cgctcaatta
tccctgtttt
aaaaatcgtt

aaa
Lys

ggc
Gly

aaa
Lys

gat
Asp

ctt
Leu

caa
Gln
595

ctt
Leu
610

aga
Arg

ggt
Gly

cgc
Arg

gat
Asp

gag
Glu

aga
Arg

cag
Gln

att
Ile
675

gat
Asp

tct
Ser

cgt
Arg
690

att
Ile

act
Thr

aaa
Lys

atg
Met

4480
4540
4600
4660
4720
4772
4820
4868
4916
4964
5012
5060
5108
5156

5204

5252



cct
Pro

cct
Pro

ctg
Leu
725

cct
Pro

tta
Leu
740

agc
Ser

tat
Tyr

aac
Asn

gca
Ala

tat
Tyr

tct
Ser

gtt
val

tta
Leu

aat
Asn
790

cca
Pro

trt
Phe
805

tct
Ser

aag
Lys

tat
Tyr

aca
Thr
820

agt
Ser

tct
Ser

cag
Gln

acc
Thr

ctt
Leu

aat
Asn

cta
Leu

att
Ile

aat
Asn

agc
Ser
870

gat
Asp

tta
Leu
885

tgt
Cys

aaa
Lys
900

aat
Asn

tgt
Cys
gctcaggtaa
caatcaggcg
tctgacgtta
tttgatatgg

tatattgatg

aaa
Lys

tta
Leu

act
Thr

gtt
val

cat
His

gag
Glu

gtt
Val
730

gg9c¢
Gly

tgg
Trp

cgt
Arg

745

act
Thr
760

gat
Asp

tat
Tyr
775

tta
Leu

tta
Leu

ggt
Gly

cgc
Arg

gtt
Val

tat
Tyx

ata
Ile

aaa
Lys

acg
Thr

cag
Gln

ctt
Leu

acc
Thr

cag
Gln

gct
Ala

tat
Tyr

cct
Pro

atg
Met
795

aag
Lys

ctt
Leu

tgt
Cys
810

cct
Pro

caa
Gln

825

tat
Tyr

gat
Asp
840

tat
Tyr

agc
Ser
855

gac
Asp

gat
Asp

act
Thr

gtt
Val

ttt
Phe

cgc
Arg

tta
Leu

tce
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr

gtt
Val

cag
Gln

aag
Lys
875

att
Ile
890

aaa
Lys

ES 2375952 T3

aaa
Lys

gtt
val

gtt
vVal

ctt
Leu

tat
Tyr

act
Thr
750

tet
Ser
765

tte
Phe

agt
Ser

tta
Leu
780

tca
Ser

cac
His

tta
Leu

act
Thr

aaa
Lys

att
Ile

gcg
Ala

gga
Gly

aag
Lys

ccg
Pro

gag
Glu
830

ttc
Phe

act
Thr
845

att
Ile

tte
Phe
860

aag
Lys

gat
Asp

caa
Gln

tat
Tyr

ggt
Gly

aaa
Lys

ggt aat
Gly Asn

tat
Tyr
735

gat
Asp

ggc
Gly

aat
Asn

ggt
Gly

aag
Lys

aat
Asn

tat
Tyr

gat
Asp

tat
Tyr
785

ggt
Gly

cgg
Arg

tat
Tyr

ata
Ile
800

aaa
Lys

tct
Phe
815

tca
Ser

gca
Ala

aaa
Lys

gtt
val

aag
Lys

tct
Ser

tct
Ser

gac
Asp

tct
Ser

aag
Lys

gga
Gly
865

tca
Ser

ctc
Leu
880

aca
Thr

tca
Ser
895

aat gaa
Asn Glu

taattttgtt ttcttgatgt ttgtttcatc atcttctttt

ttgaaatgaa
aatccgttat
aacctgaaaa
ttggttcaat

aattgccatc

taattcgect
tgtttcteee
tctacgcaat
tccttccata

atctgataat

ctgcgcgatt
gatgtaaaag
ttctttattt
attcagaagt

caggaatatg

ttgtaacttg
gtactgttac
ctgttttacg
ataatccaaa

atgataattc

264

caa
Gln

tct
Ser

tat
Tyr
755

ttg
Leu

tcc
Ser
770

ggt
Gly

ttc
Phe

aaa
Lys

ttg
Leu

aaa
Lys

tce
Phe

gca
Ala

gta
val

gtc
val
835

cag
Gln
850

cgt
Arg

tta
Leu

aaa
Lys

tat
Tyr

att
Ile

att
Ile

gtt
val

gtattcaaag
tgtatattca
tgctaataat
caatcaggat

cgctccttet

5300
5348
5396
5444
5492
5540
5588
5636
5684
5732
5780
5829
5889
5949
6009

6069

6129



ggtggtttct
cgggcaaagg
tcaaatgtat
ttagataacc
gagggtttga
tctcagegtg
tctgctggtg
ttaaagacta
cagaagggtt
gaatctgcca
atgagcgttt
gccgatagtt
gctacaacgg
aaaaacactt
ctgtttagct
accatagtac
cgtgaccgct
tctcgccacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
gggcaaacca
cagctgttgc
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcctgtttet

gcgcacgagt

ttgttccgca
atttaatacg
tatctattga
ttcctecaatt
tatttgaggt
gcactgttgc
gttcgttcgg
atagccattce
ctatctctgt
atgtaaataa
ttecctgttge
tgagttcttc
ttaatttgcg
ctcaagattc
ccecgectectga
gcgecctgta
aéacttgcca
ttcgecegget
gctttacggce
tcgeceetgat
ctcttgttce
gggattttgc
gcgtggaccg
ccgtctcact
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca

gggttacatc

aaatgataat
agttgtcgaa
cggctctaat
cctttctact
tcagcaaggt
aggcggtgtt
tatttttaat
aaaaatattg
tggccagaat
tccatttcag
aatggctggce
tactcaggca
tgatggacag
tggcgtaccg
ttccaacgag
gcggcgeatt
gcgecctage
ttccccgtca
acctcg;ccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgga
cttgctgcaa
ggtgaaaaga
cgcggaaccec
caataaccct
ttcecgtgtceg
gaaacgctgg

gaactggatc

ES 2375952 T3

gttactcaaa
ttgtttgtaa
ctattagttg
gttgatttgc
gatgctttag
aatactgacc
ggcgatgttt
tctgtgecac
gtcccttcta
acgattgagc
ggtaatattg
agtgatgtta
actcttttac
ttcctgtcta
gaaagcacgt
aagcgcggcyg
gcccgcetcet
agctctaaat
caaaaaactt
tcgeccectttg
aacactcaac
accaccatca
ctctctcagg
aaaaccaccce
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattcc
tgaaagtaaa

tcaacagcgg

265

cttttaaaat
agtctaatac
tttctgcace
caactgacca
atttttcatt
gcctcacctce
tagggctatc
gtattcttac
ttactggtcyg
gtcaaaatgt
ttctggatat
ttactaatca
tcggtggcct
aaatcccttt
tatacgtgct
ggtgtggtgg
ttcgetttct
cgggggctcc
gatttgggtg
acgttggagt
cctatctcgg
aacaggattt
gccaggeggt
tggatccaag
atttttctaa
tcaataatat
cttttregecg
agatgctgaa

taagatcctt

taataacgtt
ttctaaatcc
taaagatatt
gatattgatt
tgctgctggce
tgttttatct
agttcgcgceca
gctttcaggt
tgtgactggt
aggtatttcc
taccagcaag
aagaagtatt
cactgattat
aatcggcctc
cgtcaaagca
ttacgcgcag
tcecctteectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
gctattecttt
tcgecctgetg
gaagggcaat
cttgcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg

gagagttttc

6189
6249
6309
6369
6429
6489
6549
6609
6669
6729
6789
6849
6909
6969
7029 .
7089
7149
7209
7269
7329
7389
7449
7509
7569
5629
7689
7749
7809

7869



gccccgaaga
tatccegtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgt
tagcttcccg
tgcgcetegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
gtcgactgaa
gctggctgga
tgcacggtta
cgtttgttee
gctggctaca
tgagctgatt
aatatttgct
tatgattgac
Ctcaggcaat
gaatttatca
ttctcaccct
gggttctaaa
gggtcataat
tttergctaat

<210> 452
<211> 20
<212> PRT

acgttttcca
tgacgcecggg
gtactcacca
tgctgecata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatgcca
gcaacaatta
ccttcegget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
tggcgaatgg
gtgcgatctt
céatgcgccc
cacggagaat
ggaaggccag
taacaaaaat
tatacaatct
atgctagttt
gacctgatag
gctagaacgg
tttgaatctt
aatttttatc
gtttttggta

tctttgeett

<213> Organismo Desconocido

ES 2375952 T3

atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
cgctttgect
cctgaggcceg
atctacacca
ccgacggétt
acgcgaatta
ttaacgcgaa
tcctgttttt
tacgattacc
cctttgtaga
ttgaatatca
tacctacaca
cttgcgttga
caaccgattt

gcctgtatga

cttttaaagt
tcggtcgceg
agcatcttac
ataacactge
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ggtttccgge
atactgtcgt
acgtaaccta
gttactcgcet
tttttgatgg
ttttaacaaa
ggggcttttc
gttcatcgat
tctctcaaaa
tattgatggt
ttactcaggc
aataaaggct
agctttatge

tttattggat

266

tctgctatgt
ggcgeggtat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gcecctcecegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
tacgtaagac
accagaagcg
cgtccectca
tccecattacg
cacatttaat
cgttcctatt
atattaacgt
tgattatcaa
tctcttgttt
atagctaccce
gatttgactg
attgcattta
tcteccecgcaa
tctgaggctt

gtt

catacactat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
ccccaagcett
gtgccggaaa
aactggcaga
gtcaatccgce
gttgatgaaa
ggttaaaaaa
ttacaattta
ccggggtaca
gctccagact
tctecggeat
tctececggect
aaatatatga
aagtattaca

tattgcttaa

7929
7989
8049
8109
8169
8229
8289
8349
8409
8469
8529
8589
8649

8709

‘8769

8829
8889
8949
3009
9069
9129
9189
9249
9309
9369
9429
9489

9532
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<220>
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<223> Descripcion de Organismo Desconocido: secuencia peptidica MALIA3

<400> 452

Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser

1

His Ser Ala Gln
20

<210> 453
<211> 367
<212> PRT

5

<213> Organismo Desconocido

<220>

10

15

<223> Descripcion de Organismo Desconocido: Secuencia de la proteina MALIA3

<400> 453
Met Lys Tyr Leu
1

Ala Gln Pro Ala
20

Leu Val Gln Pro
35

Phe Thr Phe Ser
50

Lys Gly Leu Glu
65

Tyr Tyr Ala Asp
Ser Lys Asn Thr
100

Thr Ala Val Tyr
115

Phe Asp Ile Trp
130

Thr Lys Gly Pro
145

Ser Gly Gly Thr

Leu

5

Met

Gly

Ser

Trp

Ser

85

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ala

Pro

Ala

Gly

Tyr

Val

70

val

Tyr

Cys

Gln

Val

150

Ala

Thr
Glu
Ser
Ala

55
Ser
Lys
Leu
Ala
Gly
135

Phe

Leu

Ala Ala Ala Gly Leu

Val
Leu

40
Met
Ala
Gly
Gln
Lys
120
Thr

Pro

Gly

10

Gln Leu

25
Arg Leu
Ser Trp
Ile Ser
Arg Phe
90

Met Asn
105

Asp Tyr
Met Val

Leu Ala

Cys Leu

Leu

Ser

Val

Gly

75

Thr

Ser

Glu

Thr

Pro

155

Val

267

Glu

Cys

Arg

60

Ser

Ile

Leu

Gly

val

140

Ser

Lys

Leu

Ser

Ala

45

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

125

Ser

Ser

Asp

Leu

Gly

30

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

110

Gly

Ser

Lys

Tyr

Leu

15

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

95

Glu

Tyr

Ala

Ser

Phe

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

80

Asn

Asp

Ala

Ser

Thr

160

Pro
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165 170 175

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
180 185 190

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
195 200 205

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile
210 215 220
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Glu Pro Lys Ser Cys Ala Ala Ala His His His His His His Ser Ala

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala Asp Ile
260 265 270

Asn Asp Asp Arg Met Ala Gly Ala Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu
275 280 285

Ala Lys Pro His Thr Glu Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp
290 295 300

Lys Thr Leu Asp Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala
305 310 315 320

Thr Gly Val Val Val Cys Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr
325 330 335

Trp Val Pro Ile Gly Leu Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser
340 345 350

Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr
355 360 365

<210> 454
<211> 152
<212> PRT
<213> Organismo Desconocido

<220>
<223> Descripcion de Organismo Desconocido: Secuencia de la proteina MALIA3

<400> 454
Ser Gly Asp Phe Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala
1 S 10 15

Met Thr Glu Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly
20 25 30

Lys Leu Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe
35 40 45

268



10

15

Ala

Met

Arg

Val

Ile

120

Phe

Ser

Asn

Ala

Gln

Phe

105

Asn

Met

ES 2375952 T3

Gly
Gln
Tyr

90
Ser

Leu

Tyr

Asn Gly Ala
60

Val Gly Asp
75

Leu Pro Ser
Ala Gly Lys

Phe Arg Gly
125

Val Phe Ser
140

Thr

Gly

Leu

Pro

110

Val

Thr

Gly Asp

Asp Asn

80

Pro Gln

Tyr Glu

Phe Ala

Phe Ala

<223> Descripcion de Organismo Desconocido: secuencia peptidica MALIA3

Met Pro Val Leu Leu Gly Ile Pro Leu Leu Leu Arg Phe Leu Gly

Ile Gly Asp Val Ser Gly Leu
50 55
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gln
65 70
Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe
85
Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe
100
Phe Ser Ile Asp Cys Asp Lys
115
Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr
130 135
Asn lIle Leu Arg Asn Lys Glu
145 150
<210> 455
<211>15
<212> PRT
<213> Organismo Desconocido
<220>
<400> 455
1 5
<210> 456
<211> 34B
<212> PRT

<213> Organismo Desconocido

<220>

<223> Descripciéon de Organismo Desconocido: Secuencia de la proteina MALIA3

<400> 456
Met Ala Val Tyr Phe Val Thr Gly Lys Leu Gly Ser

1

5

10

10

Val Ser Val Gly Lys Ile Gln Asp Lys Ile Val Ala
25

20

Ala Thr Asn Leu Asp Leu Arg Leu Gln Asn Leu Pro
35

40

Phe Ala Lys Thr Pro Arg Val Leu Arg Ile Pro Asp
50

55

269

60

Gly Lys
Gly Cys
30

Gln Val
45

Lys Pro

Thr
15
Lys

Gly

Ser

15

Leu

Ile

Arg

Ile



Ser

65

Lys

Arg

His

Ser

Tyr

145

Tyr

Gly

Trp

Ala

Tyr

225

Met

Leu

Pro

Lys

Val

305

Lys

Lys

<210>
<211>

<212> ADN

Asp

Asn

Ser

Ala

Ile

130

Cys

Ser

Val

Leu

Phe

210

Leu

Lys

Ala

Lys

Phe

290

Phe

Gln

Lys

457
24

Leu

Gly

Trp

Arg

115

val

Arg

Leu

Val

Tyr

195

Ser

Ser

Leu

Ile

Pro

275

Thr

Lys

Gly

Gly

Leu
Leu
Asn
100
Lys
Asp
Arg
Ile
Lys
180
Thr
Ser
His
Thr
Gly
260
Glu
Ile
Asp

Tyr

Asn
340

Ala

Leu

85

Asp

Leu

Lys

Leu

Thr

165

Tyr

Gly

Asn

Gly

Lys

245

Phe

Val

Asp

Ser

Ser

325

Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ile
70

val

Lys

Gly

Gln

Asp

150

Gly

Gly

Lys

Tyr

Arg

230

Ile

Ala

Lys

Ser

Lys

310

Leu

Asn

Gly

Leu

Glu

Trp

Ala

135

Arg

Ser

Asp

Asn

Asp

215

Tyr

Tyr

Ser

Lys

Ser

295

Gly

Thr

Glu

ES 2375952 T3

Arg

Asp

Arg

Asp

120

Arg

Ile

Lys

Ser

Leu

200

Ser

Phe

Leu

Ala

Val

280

Gln

Lys

Tyr

Ile

Gly

Glu

Gln

105

Ile

Ser

Thr

Met

Gln

185

Tyr

Gly

Lys

Lys

Phe

265

Val

Arg

Leu

Ile

val
345

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

Asn
Cys

90
Pro
lle
Ala
Leu
Pro
170
Leu
Asn
Val
Pro
Lys
250
Thr
Ser
Leu
Ile
Asp

330

Lys

270

Asp

75

Gly

Ile

Phe

Leu

Pro

155

Leu

Ser

Ala

Tyr

Leu

235

Phe

Tyr

Gln

Asn

Asn

315

Leu

Cys

Ser

Thr

Ile

Leu

Ala

140

Phe

Pro

Pro

Tyr

Ser

220

Asn

Ser

Ser

Thr

Leu

300

Ser

Cys

Asn

Tyr

Trp

Asp

Val

125

Glu

Val

Lys

Thr

Asp

205

Tyr

Leu

Tyr
Tyr
285
Ser

Asp

Thr

Asp

Phe

Trp

110

Gln

His

Gly

Leu

val

130

Thr

Leu

Gly

Val

Ile

270

Asp

Tyr

Asp

Val

Glu

Asn

95

Phe

Asp

Val

Thr

His

175

Glu

Lys

Thr

Gln

Leu

255

Thr

Phe

Arg

Leu

Ser
335

Asn

80

Thr

Leu

Leu

Val

Leu

160

val

Arg

Gln

Pro

Lys

240

Cys

Gln

Asp

Tyr

Gln

320

Ile
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<400> 457
tggaagaggc acgttcitttt cttt 24

<210> 458

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 458
cttttctttg ttgccgttgg ggtg 24

<210> 459

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 459
acactctccc ctgttgaagce tett 24

<210> 460

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 460
accgcctcca ccgggegcegc cttattaaca ctetcecectg ttgaagctct t

<210> 461

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 461
tgaacattct gtaggggcca ctg 23

<210> 462

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 462
agagcattct gcaggggceca ctg 23

<210> 463

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 463
accgcctcca ccgggcegcegc cttattatga acattctgta ggggcecactg

271
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<210> 464

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador

<400> 464
accgcctcca ccgggegcegc cttattaaga gceattctgca ggggcecactg 50

<210> 465

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 465
cgactggagc acgaggacac tga 23

<210> 466

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 466
ggacactgac atggactgaa ggagta 26

<210> 467

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 467
gggaggatgg agactgggtc 20

<210> 468

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 468
gggaagatgg agactgggtc 20

<210> 469

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 469
gggagagtgg agactgagtc 20

<210> 470
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 470
gggtgcectgg agactgegtc 20

<210> 471

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 471
gggtggctgg agactgegtc 20

<210> 472

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 472
gggaggatgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 473

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 473
gggaagatgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 474

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 474
gggagagtgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 475

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 475
gggtgcctgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 476

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

273
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 476
gggtggcetgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 477

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 477
gggagtctgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 478

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 478
cctetgtcac agtgcacaag acatccagat gacccagtct cc 42

<210> 479

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 479
cctetgtcac agtgcacaag ac 22

<210> 480

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 480
acactctccc ctgttgaagce tett 24

<210> 481

<211> 668

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(668)\

<400> 481

274



agt gca caa
Ser Ala Gln

tct cca ggg
Ser Pro Gly

agt aac aac
Ser Asn Asn
35

ctc ctc atc
Leu Leu Ile
50

ttc agt ggc
Phe Ser Gly
65

ctg gag cct
Leu Glu Pro

tca ccg ggg
Ser Pro Gly

act gtg gct
Thr val Ala
115

ttg aaa tct
Leu Lys Ser
130

ccc aga gag
Pro Arg Glu
145

ggt aac tcc

gac
Asp

gaa
Glu
20

tta

Leu

tat
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

tag
Trp
100

gca
Ala

gga
Gly

gcc
Ala

cag

atc
Ile

agg
Arg

gcc
Ala

ggt
Gly

g99
Gly

gat
Asp
85

acg
Thr

cca
Pro

act
Thr

aaa
Lys

gag

cag
Gln

gce
Ala

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser
70

ttt
Phe

ttc
Phe

tct
Ser

gcc
Ala

gta
Val
150

agt

atg
Met

acc
Thr

tac
Tyr

tce
Ser
55

999
Gly

gca
Ala

ggc
Gly

gtc
val

tct
Ser
135

cag
Gln

gtc

Gly Asn Ser Gln Glu Ser
165

tac agc ctc
Tyr Ser Leu

cac aaa gtc
His Lys Vval

agc
Ser

180

195

gtc aca aag
val Thr Lys

210

<210> 482
<211> 223
<212> PRT

tac
Tyr

agc
Ser

<213> Homo sapiens

agc
Ser

gcc
Ala

ttc
Phe

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

acc
Thr

ctc
Leu

cag
Gln
40

acc

Thr

aca
Thr

gtg
Val

caa
Gln

ttc
Phe
120

gtt
Val

tgg
Trp

aca

val

ctg
Leu

gaa
Glu

aaa
Lys
215

cag
Gln

tcc
Ser
25

cag

Gln

agg
Arg

gac
Asp

tat
Tyr

999
Gly
105

atc
Ile

gtg
val

aag
Lys

gag

Thr

acg
Thr

gtc
Val
200

gga
Gly

ES 2375952 T3

tct
Ser
10

tgc
Cys

aaa
Lys

gcc
Ala

tte
Phe

tac
Tyr
90

acc
Thr

ttc
Phe

tge
Cys

gatg
val

cag

Glu

ctg
Leu
185

acc

Thr

gag
Glu

cca
Pro

agg
Arg

cct
Pro

act
Thr

act
Thr
75

tgt
Cys

aag
Lys

ccg
Pro

ctg
Leu

gat
Asp
155

gac

Gln

gcc
Ala

gcc
Ala

ggc
Gly

gat
Asp
60

ctc

Leu

cag
Gln

gtg
val

cca
Pro

ctg
Leu
140

aac
Asn

agc

170

agc
Ser

cat
His

tgt
Cys

aaa
Lys

cag
Gln

aag
Lys

acc
Thr

agt
Ser

cag
Gln
45

atc

Ile

acc
Thr

cgg
Arg

gaa
Glu

tct
Ser
125

aat
Asn

gcc
Ala

aag

gca
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln
30

gtt
val

cca
Pro

atc
Ile

tat
Tyr

atc
Ile
110

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu

gac

tct
Ser
15

agt

Ser

ccc
Pro

gce
Ala

agce
Ser

ggt
Gly
95

aaa
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

caa
Gln

agc

Asp Ser Lys

gac
Asp

ctg
Leu

205

220

275

gaa
Glu

gtg
val

gtt
val

agg
Arg

agg
Arg

aga
Arg
80

agc

Ser

cga
Arg

cag
Gln

tat
Tyr

tcg
Ser
160

acc

Asp

tac
Tyr
190

agc

Ser

ttc
Phe

48

96

144
192
240
288
336
384
432
480

528

Ser Thr
175

gag aaa

Glu Lys

tcg cct
Ser Pro

gc
Ala

576

624

668
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15

<400> 482
Ser Ala Giln
1

Asp

Glu
20

Ser Pro Gly

Asn Leu

35

Ser Asn

Leu Ile

S0

Leu Tyr

Phe
65

Ser Gly Ser

Leu Glu Pro Glu

Ser Pro Gly Trp

100
Thr

Val Ala

115

Ala

Leu Lys Ser

130

Gly

Pro Glu Ala

145

Arg

Gly Asn Ser Gln

Ser Leu Ser

180

Tyr

His Lys

195

val
210

<210> 483
<211>13
<212> ADN

Ile

Arg

Ala

Gly

Gly

Asp

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln

Ala

Trp

Ala

Ser

70

Phe

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

val

Ser

135

Gln

val

Leu

Thr Gln

Ser
25

Leu

Gln
40

Gln

Thr Arg

Thr Asp

Val Tyr

Gln Gly

105

Phe
120

Ile
Val Vval
Trp Lys
Thr Glu

Thr Leu

185

200

215

ES 2375952 T3

Ser

10

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

val

Gln

170

Ser

Pro

Arg

Pro

Thr

Thr

75

Cys

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Ala

Ala

Gly

Asp

60

Leu

Gln

val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln

Thr Lys Ser Phe Asn Lys Gly Glu Cys Lys

Thr Leu Ser Val

15

Ser Gln
30

Ser Val

Gln
45

Val Pro Arg

Ile Pro Ala Arg

Thr Ile Ser Arg

80
Arg Ser

Tyr Gly

95

Ile
110

Glu Lys Arg

Ser Glu Gln

125

Asp

Asn Asn Phe Tyr

Ala Leu Gln Ser

160
Ser Thr
175

Lys Asp

Asp Tyr Glu

190

Lys

Gly Leu Ser Ser Pro

205

Gly Glu Phe Ala
220

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 483

agccaccctg tct 13

<210> 484
<211>700

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(699)
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<400> 484

agt
Ser
1

tct
Ser

cca
Pro

tgg
Trp

gct
Ala
65

tct
Ser

ttt
Phe

ggc
Gly

gtc
val

tct
Ser
145

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu

agg
Arg
225

gca
Ala

cca
Pro

999
Gly

tac
Tyr
50

tcc
Ser

999
Gly

gca
Ala

gga
Gly

ttc
Phe
130

gtt
val

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr

gtc
Val
210

gga
Gly

caa
Gln

g9t
Gly

gaa
Glu
35

cag
Gln

acc
Thr

aca
Thr

gtg
Val

999
Gly
115

atc
Ile

gtg
val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
195

acc

Thr

gag
Glu

<210> 485
<211> 233
<212> PRT
<213> Homo sapiens

gac
Asp

gaa
Glu
20

aga
Arg

cag
Gln

999
Gly

gag
Glu

tat
Tyr
100

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gtg
Val

cag
Gln
180

agc

Ser

cat
His

tgt
Cys

atc
Ile

aga
Arg

gcc
Ala

aaa
Lys

gce
Ala

ttc
Phe
85

tte
Phe

aag
Lys

ccg
Pro

ccg
Pro

gat
Asp
165

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

gcc
Ala

acc
Thr

cct
Pro

att
Ile
70

act
Thr

tgt
Cys

gtg
val

cca
Pro

ctg
Leu
150

aac
Asn

aac
Asn

gta
val

ggc
Gly

aaa
Lys
230

atg
Met

acc
Thr

ctc
Leu

ggc
Gly
55

ggt
Gly

ctc
Leu

cag
Gln

gag
Glu

tct
Ser
135

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctt
Leu
215

gaa
Glu

acc
Thr

ctc
Leu

tce
Ser
40

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

cag
Gln

atc
Ile
120

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
200

agc

Ser

ttc
Phe

cag
Gln

tce
Ser

tgc
Cys

gct
Ala

cca
Pro

atc
Ile

tat
Tyr
105

aaa
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

caa
Gln

agc
Ser
185

gag
Glu

tecg
Ser

gtt
val

ES 2375952 T3

tct
Ser
10

tgc
Cys

aat
Asn

ccc
Pro

gcc
Ala

agc
Ser
90

ggt
Gly

cga
Arg

cag
Gln

tat
Tyr

teg
Ser
170

acc
Thr

aaa
Lys

ccc
Pro

cct
Pro

agg
Arg

ctt
Leu

agg
Arg

agg
Arg
75

age
Ser

acce
Thr

act
Thr

ttg
Leu

cec
Pro
155

ggt
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtc
Val

gcc acc
Ala Thr

gcc agt
Ala Ser

ctc agc
Leu Ser
45

ctc ctc
Leu Leu
60

ttc agt
Phe Ser

ctg cag
Leu Gln

tca ccg
Ser Pro

gtg gct
Val Ala
125

aaa tct
Lys Ser
140

aga gag
Arg Glu

aac tcc
Asn Ser

agc ctc
Ser Leu

gaa gtc
Glu val
205

acg aag

Thr Lys
220

277

ctg
Leu

cag
Gln
30

aac
Asn

atc
Ile

ggc
Gly

tct
Ser

cce
Pro
110

gca
Ala

gga
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

agc
Ser
190

tac

Tyr

agc
Ser

tct
Ser

gtg
val

tta
Leu

tat
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu
95

act
Thr

cca
Pro

act
Thr

aaa
Lys

gag
Glu
175

agc

Ser

gcc
Ala

ttc
Phe

gtg
Val

tct
Ser

gcc
Ala

agt
Gly

ggg
Gly
80

gat
Asp

ttc
Phe

tct
Ser

gcc
Ala

gta
val
160

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

700
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<400> 485

Ser Ala
1

Ser Pro
Pro Gly
Trp Tyr

50

Ala Ser
65

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gly
val Phe
130

Ser Val
145

Gln Trp

val Thr

Leu Thr

Glu Vval

210

Arg Gly
225

Gln

Gly

Glu

35

Gln

Thr

Thr

vVal

Gly

115

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

195

Thr

Glu

<210> 486
<211> 419
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia de nucleétidos de 3-23 VH sintética

<220>

<221> CDS
<222> (12)..(419)

Asp

Glu

20

Arg

Gln

Gly

Glu

Tyr

100

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

180

Ser

His

Cys

Ile

Arg

Ala

Lys

Ala

Phe

85

Phe

Lys

Pro

Pro

Asp

165

Asp

Lys

Gln

Lys

Gln
Ala
Thr
Pro
Ile

70

Thr

Cys

val
Pro
Leu
150
Asn
Asn
val

Gly

Lys
230

Met

Thr

Leu

Gly

S5

Gly

Leu

Gln

Glu
Ser
135
Asn
Ala
Lys
Asp
Leu

215

Glu

Thr

Leu

Ser

40

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

120

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

200

Ser

Phe

Gln

Ser

25

Cys

Ala

Pro

Ile

Tyr

105

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

185

Glu

Ser

Val

ES 2375952 T3

Ser

10
Cys
Asn
Pro
Ala
Ser

90

Gly

Arg

Gln

Tyr

Ser

170

Thr

Lys

Pro

Pro

Arg

Leu

Arg

Axg

75

Ser

Thr

Thr

Leu

Pro

155

Gly

Tyr

His

val

Ala

Ala

Leu

Leu

60

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

140

Arg

Asn

Ser

Glu

Thr
220

Thr

Ser

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

125

Ser

Glu

Ser

Leu

val

205

Lys

278

Leu

Gln

30

Asn

Ile

Gly

Ser

Pro

110

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

190

Tyr

Ser

Ser

15

val

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

175

Ser

Ala

Phe

val

Ser

Ala

Gly

Gly
80
Asp

Phe

Ser

Ala

val

160

Ser

Thr

Cys

Asn



<400> 486

ctgtctgaac g gcc cag c¢cg gcc atg gcc gaa gtt caa ttg tta gag tct
Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

ggt
Gly

gct
Ala
30

gct
Ala

ggc
Gly

aga
Arg

gct
Ala

ggt
Gly
110

agt
Ser

ggc ggt
Gly Gly

15

tcc gga
Ser Gly

cct ggt
Pro Gly

agt act
Ser Thr

gac aac
Asp Asn
80

gag gac
Glu Asp
95

tat gct
Tyr Ala

gce tcc
Ala Ser

<210> 487
<211> 136
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Secuencia de la proteina 3-23 VH sintética

tac
Tyr
65

tct

Ser

act
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

1

tat
Tyr

aag
Lys

gca
Ala

gac
Asp

aag
Lys
130

ttc act
Phe Thr

aaa ggt
Lys Gly

50

gct
Ala

aat
Asn

gtc
Val

ata
Ile
115

ggc
Gly

ctt gtt cag
Leu Val Gln

tte
Phe
35

ttg
Leu

gac
Asp

act
Thr

tac
Tyr
100

tgg
Trp

cca
Pro

cct
Pro
20

tct
Ser

gag
Glu

tce
Ser

ctc
Leu
85

tat
Tyr

ggt
Gly

tcg
Ser

ES 2375952 T3

5

ggt ggt tct
Gly Gly Ser

tcg tac gct
Ser Tyr Ala

tgg gtt tct
Trp Val Ser

gtt aaa ggt
vVal Lys Gly
70

tac ttg cag
Tyr Leu Gln

tgc gct aaa
Cys Ala Lys

caa ggt act
Gln Gly Thr
120

gtc ttc ccc
Val Phe Pro
135

55

cgc
Arg

atg
Met

gac
RAsp
105

atg
Met

tta
Leu

atg
Met
40

gct
Ala

tte
Phe

aac
Asn
90

tat

Tyr

gtc
vVal

279

cgt
Arg
25

tct
Ser

atc
Ile

act
Thr
75

agce
Ser

gaa
Glu

acc
Thr

10

ctt tct
Leu Ser

tgg gtt
Trp Val

tct ggt
Ser Gly

atc tct
Ile Ser

tta agg
Leu Arg

ggt act
Gly Thr

gtc tct
Val Ser
125

tgc
Cys

cgce
Arg

tct
Ser
60

242

290

338

386

419

gct
Ala

caa
Gln
45

ggt
Gly

98

146

194
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<400> 487
Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 . 5 10

Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20 25 30

Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35 40 45
Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 S5 60
Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70 75
Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 90

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Asp Tyr Glu Gly Thr Gly
100 105 110

Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
130 135

<210> 488

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 488

ctgtctgaac ggcccagcecg 20

<210> 489

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 489

ctgtctgaac ggcccagccg geccatggccg aagttcaatt gttagagtct ggtggcggte 60
83

ttgttcagcc tggtggttct tta

<210> 490

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 490
gaaagtgaat ccggaagcag cgcaagaaag acgtaaagaa ccaccaggct gaac

<210> 491

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

280

Gly

15

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

80

Asp

Ala

Ser

54
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ES 2375952 T3

<400> 491
agaaacccac tccaaacctt taccaggagc ttggcgaacc ca 42

<210> 492

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 492

agtgtcctca gcccttaage tgttcatctg caagtagaga gtattcttag agttgtctct 60

agagatagtg aagcgacctt taacggagtc agca

<210> 493

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 493
gcttaagggc tgaggacact gcagtctact attgcgctaa agactatgaa ggtactggtt 60
atgctttcga catatggggt ¢ 81

<210> 494

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 494
ggggaagacc gatgggccct tggtggaggc actagagacg gtgaccatag taccttgacc 60
tatgtcgaaa gc 72

<210> 495

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 495
ggggaagacc gatgggccct tgg 23

<210> 496

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base modificada

<222> (22)..(24)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(30)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<221> base_modificada
<222> (34)..(36)
<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<220>

ES 2375952 T3

<223> nnn codifica cualquier aminoacido excepto Cys

<400> 496

gcttceggat tecactttctc tnnntacnnn atgnnntggg ttcgccaagce tcectgg

<210> 497
<211> 68
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada
<222> (19)..(21)
<223>A, T,CorG

<220>

<221> base_modificada
<222> (25)..(30)
<223>A, T,Cor G

<220>

<221> base_modificada
<222> (40)..(42)
<223>A, T,CorG

<220>

<221> base_modificada
<222> (46)..(48)
<223>A, T,Cor G

<400> 497

ggtttggagt gggtttctnn natcnnnnnn tctggtggen nnactnnnta tgctgactcc 60
68

gttaaagg

<210> 498
<211>912
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 498

tceggagett
gaccgactgce
caaaccagtc
tctggtttga
ggcatcaatt
aacgtttggce
gataagtggt
aatataagtg
ccacaggcgg
gaagatacct
cctgcaatgg
gaagaaacgc
ttctcaccaa
agtgggttta
tacgaaaatt
gagtcgtcta

<210> 499
<211>10

cagatctgtt
ttgagcaaaa
gtcaggatct
cacagagcga
tgcttaatga
tgaccagtat
acagcgccag
ttggagcaaa
ttgatctgtt
gggagactct
ccttaacgtt
gtcatcaggce
cgacaagcga
ttgctccecega
ttggccgtaa
ga

tgecctttttg
gccacgctta
taacctgagg
tccgegtcegt
tgatggtaaa
gttgaagcgt
tggctacgaa
aattttgtat
tgctgggaaa
ttccaaacgc
ccgggcaaat
ggagtatcaa
tcgtectgtg
tggaacagtt
gtcgetcetgg

tggggtggtg
actgctgatc
ctttttttac
cagttggtag
acctggcagc
accgtagtgg
acaacccagg
gaggcggtgce
ccacagcagg
tatggcaata
aatttctttg
aaccgtggaa
cttgeetggg
gataagcact
ttaacgaagc

cagatcgcgt
aggcatggga
ctactctgca
aaacattaac
agccaggctc
ctgccgtacce
acggeccaac
agggagacaa
aggttgtgtt
atgtgagtaa
gtgtaccgca
cagaaaacga
atgtggtcgc
atgaagatca
aggatgtgga
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tacggagatc
tgttattcge
agcagcgaca
acgttgggat
tgccatcctg
tatgccattt
tggttcgctg
atcaccaatc
ggctgcgetg
ctggaaaaca
ggccgcageg
tatgattgtt
acccggtcag
gctgaaaatg
ggcgcataag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>.

<221> base_modificada

<222> (4)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 499
gatnnnnatc 10

<210> 500

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(15)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 500
nnnnnnnnnn nnnnngtccc 20

<210> 501

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 501
gcannnnntgc 11

<210> 502

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (9)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 502
gacnnnngtc 10

<210> 503

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

283



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2375952 T3

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 503
nnnnnnngcg gg 12

<210> 504

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 504
gtatccnnnnnn 12

<210> 505

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 505
gcannnnnntcg 12

<210> 506

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 506
gcennnnnggc 11

<210> 507

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 507
ggtctecnnnnn 11

<210> 508

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 508
gacnnnnngtc 11

<210> 509

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 509
gacnnnnngtc 11

<210> 510

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> base_modificada

<222> (4)..(9)
<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 510
gacnnnnnng tc 12

<210> 511

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 511 ccannnnntg g 11

<210> 512
<211> 15
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 512
nnnnnnnnng caggt 15

<210> 513

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 513
acctgennnnn 11

<210> 514

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (5)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 514
ggcennnnng gcc - 13

<210> 515

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 515
ccannnnnnn nntgg 15

<210> 516

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> base_modificada

<222> (7) .. (11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 516
cgtctecnnnnn 11

<210> 517

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(6)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 517
nnnnnngagacg 12

<210> 518

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 518
nnnnnnnnnn ctcctc 16

<210> 519

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(16)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 519
gaggagnnnn nnnnnn 1 6

<210> 520

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 520
cctnnnnnagg 11

<210> 521

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 521
ccannnnnntgg 12

<210> 522

<211> 6680

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de nucledtidos del vector pCES5

<220>
<221> CDS
<222> (201)..(1058)

<220>
<221> CDS
<222> (2269)..(2682)

<220>
<221> CDS
<222> (2723)..(2866)

<220>
<221> CDS
<222> (3767)..(3850)

<220>
<221> CDS
<222> (4198)..(5799)

288



<400> 522
gacgaaaggg

cttagacgtc
tctaaataca

aatattgaaa

cCC ttt ttt
Pro Phe Phe

ctg gtg aaa
Leu Val Lys
30

tac atc gaa
Tyr Ile Glu
45

ccc gaa gaa
Pro Glu Glu

ggc gcg gta
Gly Ala Val

cgc ata cac
Arg Ile His

gaa aag cat
Glu Lys His
110

gcc ata acc
Ala Ile Thr
125

atc gga gga
Ile Gly Gly
140

cat gta act
Ris val Thr

cca aac gac
Pro Asn Asp

ttg cgc aaa

ES 2375952 T3

cctcgtgata cgcctatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggttt

aggtggcact tttcggggaa atgtgcgcgg aacccctatt tgtttatttt

ttcaaatatg tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat

aaggaagagt atg agt att caa cat ttc cgt gtc gcc ctt att

gcg
Ala
15

gta
Val

ctg
Leu

cgt
Arg

tta
Leu

tat
Tyr
95

ctt

Leu

atg
Met

ccg
Pro

cgce
Arg

gag
Glu
175

cta

gca
Ala

aaa
Lys

gat
Asp

tet
Phe

tce
Ser
80

tct

Ser

acg
Thr

agt
Ser

aag
Lys

ctt
Leu
160

cgt
Arg

tta

Met Ser Ile Gln His Phe Arg Val Ala Leu Ile
1 5 10

ttt tgc ctt cct gtt ttt gct cac cca gaa acg
Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro Glu Thr
20 25

gat gct gaa gat cag ttg ggt gcc cga gtg ggt
Asp Ala Glu Asp Gln Leu Gly Ala Arg Val Gly
35 . 40

ctc aac agc ggt aag atc ctt gag agt ttt cgc
Leu Asn Ser Gly Lys Ile Leu Glu Ser Phe Arg
50 55

cca atg atg agc act ttt aaa gtt ctg cta tgt
Pro Met Met Ser Thr Phe Lys Val Leu Leu Cys
65 70 75

cgt att gac gcc ggg caa gag caa ctc ggt cgc
Arg Ile Asp Ala Gly Gln Glu Gln Leu Gly Arg
85 90

cag aat gac ttg gtt gag tac tca cca gtc aca
Gln Asn Asp Leu Val Glu Tyr Ser Pro Val Thr
100 105

gat ggc atg aca gta aga gaa tta tgc agt gct
Asp Gly Met Thr Val Arg Glu Leu Cys Ser Ala
115 120

gat aac act gcg gcc aac tta ctt ctg aca acg
Asp Asn Thr Ala Ala Asn Leu Leu Leu Thr Thr
130 135

gag cta acc gct ttt ttg cac aac atg gggqg gat
Glu Leu Thr Ala Phe Leu His Asn Met Gly Asp
145 150 155

gat cgt tgg gaa ccg gag ctg aat gaa gcc ata
Asp Arg Trp Glu Pro Glu Leu Asn Glu Ala Ile
165 170
gac acc acg atg cct gta gca atg gca aca acg
Asp Thr Thr Met Pro Val Ala Met Ala Thr Thr
180 185

act ggc gaa cta ctt act cta gect tcec cgg caa
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180
233
281
329
377
425
473
521
569
617
665
%13
761
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Leu Arg Lys

190

tta
Leu
205

ata
Ile

caa
Gln

cgc
Arg
220

tcg
Ser

gcc
Ala

cgt
Arg

ggt
Gly

gag
Glu

tcc
Ser

aag
Lys

ccc
Pro

atg
Met

gat
Asp

gaa
Glu
270

cat
His
285

aag
Lys

tgg
Trp

atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgcet
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttctttce
ctgataccgce

aagagcgccc

Leu Leu

gac
Asp

tgg
Trp

ctt
Leu

ccg
Pro

Thr

atg
Met

gct
Ala

ES 2375952 T3

Glu
195

Gly

gag
Glu
210

g9cg
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

225

tct
Ser
240

999
Gly

atc
Ile

cgt
Arg
255

aat
Asn

cga
Arg

cgce
Arg

gta
Vval

aga
Arg

atc
Ile

ggt
Gly

atc
Ile

gtt
val

atc
Ile
275

cag
Gln

Leu Leu Thr

aaa
Lys

gat
Asp

gtt
val

tte
Phe

att
Ile

gct
Ala
230

att
Ile

geca
Ala
245

gca
Ala

tac
Tyr
260

acg
Thr

acg
Thr

ata
Ile

gct
Ala

gag
Glu

Ala Ser

200

Leu

cca
Pro

gca
Ala
215

gga
Gly

tct
Ser

gat
Asp

aaad
Lys

ctg
Leu

cca
Pro

999
Gly

agt
Ser

gagg
Gly

cag
Gln
265

tca
Ser

ggt
Gly

gce
Ala
280

taactgtcag accaagttta ctcatatata ctttagattg

tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
aécagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagctteea
acttgagcgt
caacgcggcc
tgcgttatcce
tcgecegeage

aatacgcaaa

tttaaaagga
gagttttcgt
ccttetttte
gtttgtttge
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggcet
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccg

ccgcectectce

tctaggtgaa
tccactgagce
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtc
tcctggeett
tggataaccg
agecgcagega

ccgegegttg

290

gatccttttt
gtcagaccce
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctcgctctg
cgggttggac
ttcgtgcata
tgagcattga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggggggcgyg
ttgctggcct
tattaccgcc
gtcagtgagc

gccgattcat

Arg Gln

ctt
Leu

ctg
Leu

gcc
Ala
235

gga
Gly

gat
Asp
250

ggt
Gly

act
Thr

gca
Ala

att
Ile

ctg
Leu

gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttce
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg

taatgcagct

857

905

953

1001

1049

1098

1158
1218
1278
1338
1398
1458
1518
1578
1638
1698
1758
1818
1878
1938
1998

2058



ggcacgacag gtttcccgac tggaaagcgg
agctcactca ttaggcaccc caggctttac
gaattgtgag cggataacaa tttcacacag

tttggagcct tttttttgga gattttcaac

cct
Pro
295

gtc
Val

atc
Ile

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu
375

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

cta
Leu

gcc
Ala

cct
Pro
460

tta
Leu

gac
Asp

ttc
Phe

tgc
Cys

gtg
vVal
360

cag
Gln

agc
Ser

cat
His

tgt
Cys

ttg
Leu

atg
Met
445

ggt
Gly

gtt
Val

ctc
Leu

ccg
Pro

ctg
Leu
345

gat
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

gtt
val

gag
Glu

cca
Pro
330

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

gca
Ala

ggc
Gly
410

cct
Pro

atc
Ile
315

tct
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp
395

ctg
Leu

ttc
Phe
300

aaa
Lys

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp
380

tac

Tyr

agt
Ser

tat
Tyr

cgt
Arg

gag
Glu

ttec
Phe

caa
Gln
365

agc

Ser

gag
Glu

tca
Ser

tct
Ser

gga
Gly

cag
Gln

tat
Tyr
350

tcg
Ser

acc
Thr

aaa
Lys

ccqg
Pro

ES 2375952 T3

gcagtgagcg caacgcaatt aatgtgagtt 2118

actttatgct tccggctcgt atgttgtgtg 2178

gaaacagcta tgaccatgat tacgccaagc 2238

gtg aaa aaa tta tta ttc gca att
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile

cac
His

act
Thr

ttg
Leu
335

ccc
Pro

ggt
Gly

tac
Tyr

cac
His

gtg
val
415

agt gca
Ser Ala
305

gtg gct
Val Ala
320

aaa tct
Lys Ser

aga gag
Arg Glu

aac tcc
Asn Ser

agc ctc
Ser Leu
385

aaa gtc
Lys Val
400

aca aag
Thr Lys

290

cag
Gln

gca
Ala

gga
Gly

gcc
Ala

cag
Gln
370

agc

Ser

tac
Tyr

agc
Ser

gtc
Val

cca
Pro

act
Thr

aaa
Lys
355

gag
Glu

agc
Ser

gee
Ala

ttc
Phe

taataaggcg cgccaattct atttcaagga gacagtcata

cct
Pro
430

gcc

Ala

ggt
Gly

acg
Thr

gaa
Glu

tct
Ser

gca
Ala

gtt
vVal

tta
Leu

gcc
Ala

caa
Gln

cgt
Arg
465

gct
Ala

ttg
Leu
450

ctt
Leu

gga
Gly
435

tta

Leu

tct
Ser

ttg
Leu

gag
Glu

tgc
Cys

tta tta
Leu Leu

tct ggt
Ser Gly

gct gct
Ala Ala
470

291

ctc
Leu

ggc
Gly
455

tce
Ser

gcg
Ala
440

ggt
Gly

gga
Gly

caa
Gln

tct
Ser

gcc
Ala
340

gta
Val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
420

atg
Met
425

gcc
Ala

ctt
Leu

ctg
Leu

gtc
val
325

tct
Ser

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu
405

agg
Arg

aaa
Lys

cag
Gln

gtt
val

cag
Gln
310

ttc
Phe

gtt
Val

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr
390

gtc
val

gga
Gly

tac
Tyr

ccyg
Pro

cag
Gln

gcttcagatc

2292

2340

2388

2436

2484

2532

2580

2628

2676

2731

2779

2827

2876



tgtttgcectt
aaaagccacg
atcttaacct
gcgatccgeg
atgatgatgg
gtatgttgaa
ccagtggcta
caaaaatttt
tgtttgctgg
ctctttccaa
cgttccgggce
aggcggagta
gcgatcgtcc
ccgatggaac
gtaagtcgct
gac

Asp
475

aac
Asn

atet
Ile

agc
Ser
cttacgctaa
atcagatgaa
ccatcaactg
atccagatcg
actggaaagg

cctgeggett

tct aag
Ser Lys

cgg tcc
Arg Ser

tttgtggggt
cttaactgct
gaggcttttt
tcgtcagttg
taaaacctgg
gcgtaccgta
cgaaacaacc
gtatgaggcg
gaaaccacag
acgctatggc
aaataatttc
tcaaaaccgt
tgtgcttgcc
agttgataag
ctggttaacg

aat
Asn

act
Thr

ggtgcagatc
gatcaggcat
ttacctactc
gtagaaacat
cagcagccag
gtggctgcceg
caggacggcc
gtgcagggag
caggaggttg
aataatgtga
tttggtgtéc
ggaacagaaa
tgggatgtgg
cactatgaag
aagcaggatg

ctc
Leu

480

gg99
Gly
495
atcccgcgcea
ggccaaaaat
gtactatgct
tcaatcaggc

gctattgcct

cggtcaccgt

caa
Gln

cat
His
tgggatggta
tggcaggagt
gatgtaaacgqg
catgatccgce

tttgaaatga

tac ttg cag
Tyr Leu Gln

tct cca aac
Ser Pro Asn

ES 2375952 T3

gcgttacgga
gggatgttat
tgcaagcagce
taacacgttg
gctctgecat
tacctatgcc
caactggttc
acaaatcacc
tgttggctge
gtaactggaa
cgcaggccgce
acgatatgat
tcgcacccgg
atcagctgaa
tggaggcgcea
atg

Met
485

500
aagaggtggc
ggacacagca
gcaatattgg
gattacccgt

accctaaggt

gatcgaccga
tcgccaaace
gacatctggt
ggatggcatc
cctgaacgtt
atttgataag
gctgaatata
aatcccacag
gctggaagat
aacacctgca
agcggaagaa
tgttttctca
tcagagtggg
aatgtacgaa

taaggagtcg

ctgcttgagc
agtcgtcagg
ttgacacaga
aatttgctta
tggctgacca
tggtacagcg
agtgttggag
gcggttgatce
acctgggaga
atggccttaa
acgcgtcatc
ccaacgacaa
tttattgctc
aattttggcc

tct aga
Ser Arg

aac agc tta agt ctg
Asn Ser Leu Ser Leu

gtctttgctg
ggcagcgaaa
ttatgttcat
tcctggtacg

gtataacccce

490

tgaccagacg acacaaacgg

gcctggactce
caagcactga
actggtgctt

ggaaaatggg

cagaagctag

ctcaagc gcc tcc acc aag ggc cca teg gtc ttc
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe

505

Ccc ctg gca ccc tcec tcec aag agec acc tct ggg ggc aca gcg gcc ctg
Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
515

510

520

292

525

2936

2996

3056

3116

3176

3236

3296

3356

3416

3476

3536

3596

3656

3716

3772

3820

3870

3930

3990

4050

4110

4170

4224

4272



ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
590

gca
Ala

gaa
Glu

aaa
Lys

act
Thr

ggc
Gly

gtt
Val
685

gqgt
Gly

cct
Pro

cte
Leu

aat
Asn

tgc
Cys

tca
Ser

tce
Ser

agce
Ser
575

aac
Asn

cat
His

gag
Glu

cct
Pro

tta
Leu

gtt
Val
670

cct

Pro

ggc
Gly

gag
Glu

gac
Asp

cct
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser
560

ttg
Leu

acc
Thr

cat
His

gat
Asp

cat
His

gat
Asp
655

gtg
Val

att
Ile

ggt
Gly

tac
Tyr

ggce
Gly
735

tet
Ser

gtc
Val

gce
Ala
545

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cat
His

ctg
Leu
625

aca
Thr
640

cgt
Arg

gtt
val

999
Gly

tct
Ser

ggt
Gly
720

act
Thr

ctt
Leu

aag
Lys
530

ctg
Leu

ctc
Leu

acc
Thr

gtg
Val

cac
His
610

aat
Asn

gaa
Glu

tac
Tyr

tgt
Cys

ctt
Leu

gag
Glu
705

gat
Asp

tat
Tyr

gag
Glu

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
AsSp
595

cat
His

ggg
Gly

aat
Asn

gct
Ala

act
Thr

gct
Ala
690

ggt
Gly

aca
Thr

ccg
Pro

gag
Glu

tac
Tyr

agc
Ser

tce
Ser

acc
Thr
580

aag
Lys

cac
His

gce
Ala

tca
Ser

aac
Asn

ggt
Gly

675
atc

Ile

ggc
Gly

cct
Pro

cct
Pro

tct
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu
565

tac
Tyr

aaa
Lys

999
Gly

gca
Ala

ttt
Phe

tat
Tyr
660

gac
Asp

cct
Pro

ggt
Gly

att
Ile

ggt
Gly
740

cag
Gln

ES 2375952 T3

ccce
Pro

gtc
Val
550

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gcc
Ala

tag

act
Thr
645

gag
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

tct
Ser

ceqg
Pro
125

act
Thr

cct
Pro

gaa
Glu
535

cac
His

age
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

gca
Ala
615

act
Thr
630

aac
Asn

ggc
Gly

act
Thr

aat
Asn

gag
Glu
710

ggc
Gly

gag
Glu

ctt
Leu

ccg
Pro

acc
Thr

gta
val

aac
Asn

cce
Pro
600

gaa

Glu

gtt
val

gtc
val

tgt
Cys

cag
Gln

gag
Glu
695

ggt
Gly

tat
Tyr

caa
Gln

aat
Asn

293

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
Val
585

aaa
Lys

caa
Gln

gaa
Glu

tgg
Trp

ctg
Leu

tgt
Cys
680

ggt
Gly

ggc
Gly

act
Thr

aac
Asn

act
Thr

acg
Thr

ccg
Pro

acc
Thr
570

aat
Asn

tct
Ser

aaa
Lys

agt
Ser

aaa
Lys

tgg
Trp
665

tac
Tyr

ggt
Gly

ggt
Gly

tat
Tyr

ccc
Pro
745

tte
Phe

gtg
vVal

gct
Ala
555

gtg
val

cac
His

tgt
Cys

ctce
Leu

tgt.

Cys

gac
Asp
650

aat
Asn

ggt
Gly

ggc
Gly

act
Thr

atc
Ile
730

gct
Ala

atg
Met

tcg
Ser
540

gtc
Val

ccc
Pro

aag
Lys

gacg
Ala

atc
Ile
620

tta
Leu
635

gac
Asp

gct
Ala

aca
Thr

tct
Ser

aaa
Lys
715

aac
Asn

aat
Asn

tet
Phe

tgg
Trp

cta
Leu

tcc
Ser

cce
Pro

gcc
Ala
605

tca
Ser

gca
Ala

aaa
Lys

aca
Thr

tgg
Trp

gag
Glu
700

cct

Pro

cct
Pro

cct
Pro

cag
Gln

4320

4368

4416

4464

4512

4560

4608

4656

4704

4752

4800

4848

4896

4944

4992



aat
Asn
765

act
Thr

cct
Pro

aga
Arg

gaa
Glu

ggc
Gly
845

tct
Ser

ggt
Gly

gct
Ala

tct
Ser

gct
Ala
925

ggqt
Gly

ggt
Gly

cct
Pro

750

aat
Asn

gtt
val

gta
Val

gac
Asp

tat
Tyr
830

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly

aat
Asn

gac
Asp
910

atc
Ile

gct
Ala

gac
Asp

tct
Ser

agg
Arg

act
Thr

tca
Ser

tgc
Cys
815

caa
Gln

ggc
Gly

ggt
Gly

ggc
Gly

aag
Lys
895

gct
Ala

gat
Asp

act
Thr

ggt
Gly

teg
Leu
975

ttc
Phe

caa
Gln

tca
Ser
800

gct
Ala

ggc
Gly

tct
Ser

ggc
Gly

tcc
Ser
880

999
Gly

aaa
Lys

gagt
Gly

ggt
Gly

gat
Asp
960

cct
Pro

cga
Arg

ggc
Gly
785

aaa
Lys

ttc
Phe

caa
Gln

ggt
Gly

ggt
Gly
865

ggt
Gly

gct
Ala

ggc
Gly

ttc
Phe

gat
Asp
945

aat
Asn

cag
Gln

aat
Asn
770

act
Thr

gce
Ala

cat
His

tcg
Ser

ggt
Gly
850

tect
Ser

tce
Ser

atg
Met

aaa
Lys

att
Ile
930

ttt
Phe

tca
Ser

tcg
Ser

755

agg
Arg

gac
Asp

atg
Met

tct
Ser

tct
Ser
835

ggt
Gly

gag
Glu

ggt
Gly

acc
Thr

ctt
Leu
915

ggt
Gly

gct
Ala

cct
Pro

gtt
Val

cag
Gln

ccc
Pro

tat
Tyr

ggc
Gly
820

qac
Asp

tct
Ser

ggt
Gly

gat
Asp

gaa
Glu
900

gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

tta
Leu

gaa
Glu
980

ggt
Gly

gtt
Val

gac
Asp
805

ttt
Phe

ctg
Leu

gagt
Gly

ggc
Gly

ttt
Phe
885

aat
Asn

tct
Ser

gtt
Val

tct
Ser

atg
Met
965

tgt
Cys

ES 2375952 T3

gca
Ala

aaa
Lys
790

gct
Ala

aat
Asn

cct
Pro

ggc
Gly

ggc
Gly
870

gat
Asp

gcc
Ala

gtc
Val

tce
Ser

aat
Asn
950

aat
Asn

cgc
Arg

tta
Leu
775

act
Thr

tac
Tyr

gag
Glu

caa
Gln

ggc
Gly
855

tct
Ser

tat
Tyr

gat
Asp

gct
Ala

ggc
Gly
935

tcc
Ser

aat
Asn

cct
Pro

760

act
Thr

tat
Tyr

tgg
Trp

gat
Asp

cct
Pro
840

tct
Ser

gag
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

act
Thr
920

ctt
Leu

caa
Gln

tte
Phe

tat
Tyr

294

gtt
val

tac
Tyr

aac
Asn

cca
Pro
825

cct
Pro

gag
Glu

ggt
Gly

aaa
Lys

aac
Asn
905

gat
Asp

gct
Ala

atg
Met

cgt
Arg

gtc
Val
985

tat
Tyr

cag
Gln

ggt
Gly
810

ttc
Phe

gtc
val

ggt
Gly

ggc
Gly

atg
Met
890

gcg
Ala

tac
Tyr

aat
Asn

gct
Ala

caa
Gln
970

ttt
Phe

acg
Thr

tac
Tyr
795

aaa
Lys

gtt
Val

aat
Asn

ggc
Gly

ggt
Gly
8175

gca
Ala

cta
Leu

ggt
Gly

ggt
Gly

caa
Gln
955

tat
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly
780

act
Thr

ttc
Phe

tgt
Cys

gct
Ala

ggc
Gly
860

tcc
Ser

aac
Asn

cag
Gln

gct
Ala

aat
Asn
940

gtc
val

tta
Leu

gct
Ala

5040

5088

5136

5184

5232

5280

5328

5376

5424

5472

5520

5568

5616

5664
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aac tta ttc 5712

Asn Leu Phe

aaa
Lys
990

cca
Pro

tat
Tyr

tct
Ser
995

att
Ile

ata
Ile

gaa ttt
Glu Phe

gat tgt gac aaa
Asp Cys Asp Lys
1000

ggt
Gly

(444 5760

Phe

tta
Leu

ctt
Leu

tte
Phe

acc
Thr

atg tat gta
Met Tyr Val
1020

cgt
Arg
1005

ggt
Gly

gtc
val

gcg ttt
Ala Phe
1010

tat gtt gcc
Tyr Val Ala

1015
ttt tcg 5809
Phe Ser

tct
Ser

ata
Ile

acg
Thr

ttt gct aac
Phe Ala Asn

ctg
Leu

cgt aat aag gag taataagaat

Glu

tcactggccg
cgccttgcag
cgececttece
cttacgcate
aaattcgcgt
aaaatccctt
aacaagagtc
153999C93t9
cgtaaagcac
ccggcgaacg
gcaagtgtag
cagggcgcegt
gcatagttaa
ctgcteccegg

aggttttcac

<210> 523
<211> 286
<212> PRT

1025
tcgttttaca
cacatccceccce

aacagttgcg

tgtgeggtat

taaatttttg
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacgct
actatggttg
gccagccceg
catccgctta

cgtcatcacc

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

<400> 523

Met Ser Ile Gln His Phe Arg Val Ala Leu Ile Pro Phe Phe Ala Ala

1

Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro Glu Thr Leu Val Lys Val Lys

20

acgtcgtgac
tttcgccage
cagcctgaat
ttcacaccgce
ttaaatcagc
agaatagccc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gcgcgtaacc
ctttgacggg
acacccgcca
cagacaagct

gaaacgcgceg

5

Arg Asn Lys
1030

tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggce
atataaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
accacacccg
tgcagtctca
acacccgctg
gtgaccgtct

a

25

ctggcgttac
gcgaagaggc
gcctgatgceg
taaacgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggcege
ccgcgcettaa
gtacaatctg
acgcgccctg

ccgggagetg

10

295

ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttcte
tattttgtta
cgaaatcggc
tccagtttqg
aaccgtctat
gtcgaggtgce
acggggaaag
tagggcgetg
tgecgccgeta
ctctgatgcec
acgggcttgt

catgtgtcag

5869
5929
5989
6049
6109
6169
6229
6289
6349
6409
6469
6529
6589
6649

6680

Secuencia de proteina del vector pCES5

30

15
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Asp Ala Glu Asp Gln Leu Gly Ala Arg Val Gly Tyr Ile Glu Leu Asp
35 40 45

Leu Asn Ser Gly Lys Ile Leu Glu Ser Phe Arg Pro Glu Glu Arg Phe
Pro Met Met Ser Thr Phe Lys Val Leu Leu Cys Gly Ala Val Leu Ser
65 70 .75 80

Arg Ile Asp Ala Gly Gln Glu Gln Leu Gly Arg Arg Ile His Tyr Ser
85 90 95

Gln Asn Asp Leu Val Glu Tyr Ser Pro Val Thr Glu Lys His Leu Thr
100 105 110

Asp Gly Met Thr Val Arg Glu Leu Cys Ser Ala Ala Ile Thr Met Ser
115 120 125

Asp Asn Thr Ala Ala Asn Leu Leu Leu Thr Thr Ile Gly Gly Pro Lys
130 135 140

Glu Leu Thr Ala Phe Leu His Asn Met Gly Asp His Val Thr Arg Leu
145 150 155 160

Asp Arg Trp Glu Pro Glu Leu Asn Glu Ala Ile Pro Asn Asp Glu Arg
165 170 175

Asp Thr Thr Met Pro Val Ala Met Ala Thr Thr Leu Arg Lys Leu Leu
180 185 190

Thr Gly Glu Leu Leu Thr Leu Ala Ser Arg Gln Gln Leu Ile Asp Trp
195 . 200 205

Met Glu Ala Asp Lys Val Rla Gly Pro Leu Leu Arg Ser Ala Leu Pro
210 215 220

Ala Gly Trp Phe Ile Ala Asp Lys Ser Gly Ala Gly Glu Arg Gly Ser
225 230 235 240

Arg Gly Ile Ile Ala Ala Leu Gly Pro Asp Gly Lys Pro Ser Arg Ile
245 250 255

Val val Ile Tyr Thr Thr Gly Ser Gln Ala Thr Met Asp Glu Arg Asn
260 265 270

Arg Gln Ile Ala Glu Ile Gly Ala Ser Leu Ile Lys His Trp
275 280 285

<210> 524
<211> 138
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de proteina del vector pCES5
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<400> 524
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser
1 5 10 15
His Ser Ala Gln Val Gln Leu Gin Val Asp Leu Glu Ile Lys Arg Gly
20 25 30
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
35 40 45
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
50 55 60
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
65 70 75 80
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
85 90 95
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
100 105 110
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
115 120 125
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
130 135
<210> 525
<211> 48
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de proteina del vector pCES5
<400> 525
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15
Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
20 25 30
Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
35 40 45
<210> 526
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de proteina del vector pCES5
<400> 526
Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr lLeu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
1 5 ) 10 15
Ser Leu Ser Ile Arg Ser Gly Gln His Ser Pro Asn
20 25
<210> 527
<211> 533
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de proteina del vector pCES5
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<400> 527

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Lys
Gly
Ala
Thr
145
Glu

Glu

Glu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Thr

130

Asn

Gly

Thr

Asn

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

val

val

Cys

Gln

Glu
195

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Glu

Trp

Leu

Cys

180

Gly

Gly

Gly

vVal

Phe

Val

Val

85

Lys

Gln

Ser

Lys

Trp

165

Tyr

Gly

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Lys

Cys

Asp

150

Asn

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Leu

Leu

135

Asp

Ala

Thr

Ser

ES 2375952 T3

Val

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

Ala

Ile

120

Ala

Lys

Thr

Trp

Glu
200

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Ala

105

Ser

Lys

Thr

Gly

val

185

Gly

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Ala

Glu

Pro

Leu

val

170

Pro

Gly

298

Leu

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Glu

His

Asp

155

vVal

Ile

Gly

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

His

Asp

Thr

140

Arg

val

Gly

Ser

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

His

Leu

125

Glu

Tyr

Cys

Leu

Glu
205

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

His

110

Asn

Asn

Ala

Thr

Ala

190

Gly

Ser

15
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp

95
His
Gly
Ser
Asn
Gly
175

Ile

Gly

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr

80
Lys
His
Ala
Phe
Tyr
160
Asp

Pro

Gly
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Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp Thr Pro Ile
210 215 220

Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr Pro Pro Gly
225 230 235 240

Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro Ser Leu Glu Glu Ser Gln
245 250 255

Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg Asn Arg Gln
260 265 270

Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly Thr Asp Pro
275 280 285

val Lys Thr Tyr Tyr Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys Ala Met Tyr
290 295 300

Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe His Ser Gly
305 310 315 320

Phe Asn Glu Asp Pro Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln Ser Ser Asp
325 330 335

Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
340 345 350

Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly
355 360 365

Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp
370 . 375 380

Phe Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu
385 390 395 400

Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu Asp
405 410 415

Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe Ile Gly Asp
420 425 430

Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp Phe Ala Gly
435 440 445

Ser Asn Ser Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn Ser Pro Leu
450 455 460

Met Asn Asn Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln Ser Val Glu
465 470 475 480

Cys Arg Pro Tyr Val Phe Gly Ala Gly Lys Pro Tyr Glu Phe Ser Ile
485 490 495

Asp Cys Asp Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu
500 505 510

Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala Asn Ile Leu
515 520 525

Arg Asn Lys Glu Ser
530

<210> 528

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 528
acctcactgg cttccggatt cactttctct 30

<210> 529

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 529
agaaacccac tccaaacctt taccaggagc ttggcgaacc ca 42

<210> 530

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 530
ggaaggcagt gatctagaga tagtgaagcg acctttaacg gagtcagcata 51

<210> 531

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 531
ggaaggcagt gatctagaga tag 23

<210> 532

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 532
gtgctgactc agccaccctc 20

<210> 533

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 533
gccctgactc agectgecte 20

<210> 534

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 534
gagctgactc aggaccctgc 20
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<210> 535

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 535
gagctgactc agccaccctc 20

<210> 536

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 536
cctcgacage gaagtgcaca gagcgtcttg actcagcc 38

<210> 537

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 537
cctcgacagc gaagtgcaca gagcgtcttg 30

<210> 538

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 538
cctcgacagc gaagtgcaca gagcgctttg actcagcc 38

<210> 539

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 539
cctcgacagc gaagtgcaca gagcegctttg 30

<210> 540

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 540
cctcgacagc taagtgcaca gagcegctttg actcagec 38

<210> 541
<211> 30
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 541
cctcgacagc gaagtgcaca gagcegctttg 30

<210> 542

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 542
cctcgacagc gaagtgcaca gagcgaattg actcagcc 38

<210> 543

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 543
cctcgacagc gaagtgcaca gagcgaattg 30

<210> 544

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 544
cctcgacagc gaagtgcaca gtacgaattg actcagcc 38

<210> 545

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 545
cctcgacagce gaagtgcaca gtacgaattg 30

<210> 546

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 546
cctcgacagce gaagtgcaca g 21

<210> 547

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 547
ccgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 548

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 548
ctgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 549

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 549
ccgtatatta ctgtgcgaaa g 21

<210> 550

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 550
ctgtgtatta ctgtgcgaaa g 21

<210> 551

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 551
ctgtgtatta ctgtgcgaga ¢ 21

<210> 552

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 552
ccatgtatta ctgtgcgaga ¢ 21

<210> 553

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 553

ggtgtagtga tctagtgaca actctaagaa tactctctac ttgcagatga acagctttag 60

ggctgaggac actgcagtct actattgtgc gaga

<210> 554

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 554
ggtgtagtga tctagtgaca actctaagaa tactctctac ttgcagatga acagctttag 60
ggctgaggac actgcagtct actattgtgce gaaa 94

<210> 555

<211> 85

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 555

atagtagact gcagtgtcct cagcccttaa gctgttcatc tgcaagtaga gagtattctt 60

agagttgtct ctagatcact acacc

<210> 556

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 556
gactgggtgt agtgatctag 20

<210> 557

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 557
cttttctttg ttgcegttgg ggtg 24

<210> 558

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 558
nnnnnnnnng caggt 15

<210> 559
<211> 11
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 559
acctgecnnnnn 11

<210> 560

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base modificada

<222> (4)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 560
gatnnnnatc 10

<210> 561

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(16)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 561
gaggagnnnn nnnnnn 1 6

<210> 562

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 562
nnnnnnnnnn ctcctc 16

<210> 563

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 563
ctcttecnnnn 10

<210> 564

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(5)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 564
nnnnngaagag 11

<210> 565

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(15)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 565
nnnnnnnnnn nnnnngtccc 20

<210> 566

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 566
gacnnnnnng tc 12

<210> 567

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 567
cgtctcnnnnn 11

<210> 568

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222>(7) .. (12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 568
gtatccnnnn nn = 12

<210> 569

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 569
gcannnnnntcg 12

<210> 570

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (9)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 570
gcennnnnggc 11

<210> 571

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(11)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 571
ggtctecnnnnn 11

<210> 572
<211> 11
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 572
gacnnnnngtc 11

<210> 573

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 573
gacnnnnngtc 11

<210> 574

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 574
ccannnnntgg 11

<210> 575

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 575
ccannnnnnn nntgg 15

<210> 576

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> base_modificada

<222> (5)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 576
ggccnnnnng gcc 13

<210> 577

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(9)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 577
ccannnnnntgg 12

<210> 578

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 578
cctnnnnnagg 11

<210> 579

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 579
gacnnnngtc 10

<210> 580

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (12)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 580
ccannnnnnn nntgg 15

<210> 581

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4)..(8)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 581
gcannnnntgc 11

<210> 582

<211> 10251

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de nucledtidos de CJRA05

<220>
<221> CDS
<222> (1578)..(1916)

<220>
<221> CDS
<222> (2388)..(2843)

<220>
<221> CDS
<222> (2849)..(2893)

<220>
<221> CDS
<222>(3189)..(4232)

<220>
<221> CDS
<222> (7418)..(8119)

<220>
<221> CDS
<222> (8160)..(9452)

<400> 582
aatgctacta ctattagtag aattgatgcc accttttcag ctcgcgcccc aaatgaaaat 60

atagctaaac aggttattga ccatttgcga aatgtatcta atggtcaaac taaatctact 120 -

cgttcgcaga attgggaatc aactgttata tggaatgaaa cttccagaca ccgtacttta 180
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gttgcatatt
tccgcaaaaa
ttggagtttg
tctttcggge
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttatc
aattcctttt
atgaatcttt
tctteccaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgcgect
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctct
cgatcccgca
tgcgtgggcg
attcacctcg

ttttggagat

ttc
Phe

gtt
Val

cct
Pro

act
Thr

gaa
Glu

gtt
Val
30

taaaacatgt
tgacctctta
cttccggtct
ttcctcttaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctattacccc
gtcgtctggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtcc
cgttccggcet
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagccgttg
aaagcggcct
atggttgttg

aaagcaagct

tgagctacag
tcaaaaggag
ggttcgettt
tctttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattcttttg
cgtttaatgg
ctaccctcgt
ttaactccct
tcattgtcgg

gataaaccga

ES 2375952 T3

cattatattc
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccgct
tcattgtcgt
gattccgcag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagttce
ccagttctta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtcg
tgtttcgege
cctctttegt
aaacttcctc
tccgatgcetg
gcaagcctca
cgcaactatc

tacaattaaa

agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgcgqg
ttgcttctga
tttctgaact
tattggacgc
caaaagcctc
ttgctcttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggttcecctt
cggatttcga
ttggtataat
tttaggttag
atgaaaaagt
tctttcgetg
gcgaccgaat
ggtatcaagc

ggctcctttt

tttcaac gtg aaa aaa tta tta ttc gca att cct
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro

tat tct ggc gcg gcc gaa
Ser Gly Ala Ala Glu

Tyx
15

gaa
Glu

agt tgt tta gca aaa
Ser Cys Leu Ala Lys

35

5

tca
Ser

cat
His

20

tcce
Ser

cat
His

311

cta gac ggc
Leu Asp Gly
25

aca gaa aat
Thr Glu Asn
40

ctctaagcca
tcctgacctg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtct
tcgctattett
tatgcctcgt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgtet
ttgggtaatg
gcgcctggtce
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttegta
ctttagtcct
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
tta gtt

Leu Val

10

gce
Ala

gct
Ala

tca
Ser

ttt
Phe

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1610

1658

1706



act
Thr

aac
Asn
45

gtc
Val

tgt
Cys

gag
Glu
60

ggc
Gly

act
Thr

gaa
Glu

cag
Gln

aat
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

tct
Ser

ggt
Gly
110

gag
Glu
ccgggctata
cccgctaatce
aataataggt
ggcactgacc
gacgcttact
ttatttgett
ggcggegget

ggttccggtg

aat
Asn

aac
Asn

gct
Ala
125

tct
Ser

cag
Gln
140

gac
Asp

atc
Ile

gct
Ala

gct
Ala

aat
Asn

gct
Ala

ggt
Gly

gtc
Val

agt
Gly

gac
Asp
190

aaa
Lys

tag

Trp A

ctg
Leu

a
A

tgg
Trp

tac
Tyrx
80

tgt

Cys G

ggt
Gly
95

ggt

Gly G

ggc ggt a

Gly

cttatatcaa
ctaatccttc
tccgaaatag
ccgttaaaac
ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtgy

gtggctctgg

aag ggg gct

Lys Gly A

gct
Ala

aaa
Lys G
1
gat t

Asp

ggt
Gly
160

act
Thr
175

ggt

Gly A

gat
Asp

ggt

Gly A

gac

ggt

ggc

ggc

Phe

gat

aat

gac
Asp
50

aaa

sp Lys

at
sn
65

gct
Ala

aca
Thr

aca
Thr

tgg

ly Trp

tct
Ser

gag

ly Glu

ct

Gly Thr

ccctctegac
tcttgaggag
gcagggggcea
ttattaccag
attcagagac
aggccaatcg
ttctggtgge
t tcc ggt

Ser Gly

115

acc
Thr

atg
Met
130

la

ctt
Leu

aaa
ly Lys
45

att
Ile

tc ggt

Gly

£ttt
Phe

gct

sp Ala

cct
Pro
195

tca

sn Ser
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tta
Leu

act
Thr

gat
Asp

gtt
Val

gta
Val
70

ggc
Gly

att
Ile

gtt
val

cct
Pro
85

ggt
Gly

ggt
Gly
100

ggc
Gly

ggcacttatc
tctcagecete
ttaactgttt
tacactcctg
tgcgetttce
tctgacctge

ggctctgagg

tet
Phe

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn

gaa
Glu

gcc
Ala

tct
Ser

gat
Asp

gtc
val
150

tcec
Ser

gtt
val
165

gac
Asp

tct
Ser

aat
Asn

ggc
Gly
180

tta
Leu

aat
Asn

atg
Met

tac
Tyr

cgt
Arg
55

gct
Ala

act
Thr

gtt
val

tgt
Cys

ctt
Leu

999
Gly

gct
Ala

tct
Ser

ggt
Gly
105

gag
Glu

cgcctggtac
ttaatacttt
atacgggcac
tatcatcaaa
attctggcectt
ctcaacctcec
gtggtggctc

tat
Tyr

gaa aag
Glu Lys
120

gat
Asp
135

aac
Asn

gaa
Glu

act
Thr

gct
Ala

gat
Asp

ctt
Leu

gct
Ala

ggc
Gly

tece
Ser

caa
Gln

atg
Met
185

tte
Phe
200

aat
Asn

cgt
Arg

312

tat
Tyr

aac
Asn

ggt
Gly

gac
Asp
75

atc
Ile
90

cct
Pro

ggt
Gly

ggc
Gly

aaacctcctg agtacggtga tacacctatt

tgagcaaaac
catgtttcag
tgttactcaa
agccatgtat
taatgaggat
tgtcaatget
tgagggaggc

atg
Met

gca
Ala

cta
Leu

gcg
Ala

tac
Tyr

ggt
Gly
155

aat
Asn
170

ggt
Gly

caa
Gln

gct
Ala

caa
Gln

tat
Tyr

1754

1802

1850

1898

1946

2006

2066

2126

2186

2246

2306

2366

2417

2465

2513

2561

2609

2657



tcc
Ser

cct
Pro
205

tta
Leu

aaa
Lys

gct
Ala
220

ggt
Gly

ttc
Phe

cgt
Arg

ggt
Gly

tct
Ser

ttt
Phe

gta
val

ctt
Leu

cca
Pro

gtt
val
ttecctectgg
atagctattg
ggttatctct
attctccecgt
ttcatttttg

tat
Tyr

gct
Ala

gtt
Val

agc
Ser

gtt
val

ggt
Gly
300

act
Thr

aat
Asn
315

ctt
Leu

gct
Ala
330

aaa
Lys

acg
Thr

gat
Asp

ctt
Leu

ttg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

ttg
Leu

tct
Ser

aat
Asn
380

tgg
Trp

ctc
Leu

cct
Pro

cca
Pro

tat
Tyr

caa
Gln

gaa
Glu

tcg
Ser
210

gtt
Val

ttt
Phe

tct
Ser

225

gtc
val

ttt
Phe
240

ttt
Phe

acg
Thr
255

ttg
Leu
270

ggt
Gly

taactttgtt
ctatttcatt
ctgatattag
ctaatgcgct
acgttaaaca

ttt

Phe
285

gta
val

att
Ile

aag
Lys

tta
Leu

gat
Asp

cct
Pro

cge
Arg

gcg
Ala

gct
Ala

att
Ile

act
Thr

cag
Gln

agg
Arg

gtt
val

tce
Phe

ctt
Leu

ata
Ile

aac
Asn

ccg tta
Pro Leu
cggctatctg
gtttettget
cgctcaatta
tcecctgtttt
aaaaatcgtt

aaa
Lys

ggc
Gly

aaa
Lys
305

gat
Asp

ctt
Leu
320

caa
Gln

ctt
Leu

aga
Arg

335

att
Ile
350

gct
Ala

ctt
Leu
365

gtt
Val

gat
Asp

aag
Lys

gg9g
Gly

ctc
Leu

gaa
Glu

ggt
Gly

cgc
Arg

gat
Asp

gag
Glu

aga
Arg

cag
Gln
385
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gaa
Glu

tgt
Cys

cgce
Arg

att
Ile

gat
Asp

tgt
Cys
230

tta
Leu

tat
Tyr
245

gtt
val

aat
Asn

ctg
Leu
260

cgt
Arg

tta
Leu
275

cgt
Arg

ttg
Leu
cttacttttce
cttattattg
ccctctgact
tatgttattc
tcttatttgg
tta

Leu
290

ggc tct
Gly Ser

att
Ile

gta
Val

gct
Ala

ctc
Leu

aac
Asn

ccg
Pro

ata
Ile

ccg
Pro

gat
Asp
340

aat
Asn

tce
Ser

gat
Asp
355

tgc
Cys
370

act
Thr

ggt
Gly

att
Ile

att
Ile

ccg
Pro

tet
Phe

cct
Pro
215

gtc
Val

ata
Ile

aaa
Lys

gac
Asp

ttt
Phe

acc
Thr

gcc
Ala

tct
Ser
265

aag
Lys

gag
Glu

tte
Phe

ctc
Leu

ggt
Gly
280
ttaaaaaggg
ggcttaactc
ttgttcaggg
tctctgtaaa
attgggataa

gga
Gly

aag
Lys

acg
Thr
295

tgc
Cys
310

aaa
Lys

g99
Gly

caa
Gln
325

gtc
Val

agg
Gly

tct
Ser

cct
Pro

aag
Lys

tac
Tyr

gat
Asp

gaa
Glu

ttt
Phe

aat
Asn
375

tgg
Trp

ttt
Phe

gat
Asp

tgg
Trp
390

313

tet
Phe

ggce
Gly

tta
Leu
235

aac
Asn

tat
Tyr

atg
Met
250

taatc atg
Met

cttcggtaag
aattcttgtg
tgttcagtta
ggctgctatt

ataat atg
Met

ctc
Leu

gtt
val

ata
Ile

gca
Ala

ttc
Phe

agg
Arg

ata
Ile

tct
Ser
345

aat
Asn
360

aaa
Lys

acc
Thr

cgt
Arg

cat
His

cta
Leu

2705
27353
2801
2851
2893
2953
3013
3073

3133

3191

3239

3287

3335

3383

3431

3479

3527



gct
Ala

att
Ile
410

tgt
Cys

tct
Ser

gtt
val

ctt
Leu

ttt
Phe
490

tta

Leu

aaa
Lys

gcg
Ala

aag
Lys

ttc
Phe
570

tte
Phe

caa
Gln

aaa

cgt
Arg
395

gtt
val

cgt
Arg

ctt
Leu

gtt
val

tat
Tyr
475

tct

Ser

tca
Ser

tta
Leu

att
Ile

ccg
Pro
555

act
Thr

aag
Lys

ggt
Gly

ggt

aaa
Lys

gat
Asp

cgt
Arg

att
Ile

aaa
Lys
460

act
Thr

agt
Ser

cac
His

act
Thr

gga
Gly
540

gag
Glu

att
Ile

gat
Asp

tat
Tyr

aat

tta
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

act
Thr
445

tat
Tyr

ggt
Gly

aat
Asn

ggt
Gly

aaa
Lys
525

tet
Phe

gtt
Val

gac
Asp

tct
Ser

tca
Ser
605

tca

gga
Gly

cag
Gln

gac
Asp
430

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tat
Tyr

cgg
Arg
510

ata

Ile

gca
Ala

aaa
Lys

tct
Ser

aag
Lys
590

ctc
Leu

aat

tag
Trp

gcg
Ala
415

aga
Arg

tcg
Ser

gat
Asp

aat
Asn

gat
Asp
495

tat
Tyr

tat
Tyr

tca
Ser

aag
Lys

tct
Ser

575

gga
Gly

aca
Thr

gaa

gat
Asp
400

cgt
Arg

att
Ile

aaa
Lys

tct
Ser

ttg
Leu
480

tce

Ser

ttc
Phe

ttg
Leu

gca
Ala

gta
vVal
560

cag
Gln

aaa
Lys

tat
Tyr

att

att
Ile

tct
Ser

act
Thr

atg
Met

caa
Gln
465

tat
Tyr

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys

ttt
Phe
545

gtc
val

cgt
Arg

tta
Leu

att
Ile

gtt
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att
Ile

gca
Ala

tta
Leu

cct
Pro
450

tta
Leu

aac
Asn

gtt
Val

cca
Pro

aag
Lys
530

aca

Thr

tct
Ser

ctt
Leu

att
Ile

gat
Asp
610

aaa

ttt
Phe

tta
Leu

ccé
Pro
435

ctg
Leu

agce
Ser

gca
Ala

tat
Tyr

tta
Leu
515

ttte
Phe

tat
Tyr

cag
Gln

aat
Asn

aat
Asn
595

tta
Leu

tgt

ctt
Leu

gct
Ala
420

ttt
Phe

cct
Pro

cct
Pro

tat
Tyr

tct
Ser
500

aat

Asn

tct
Ser

agt
Ser

acc
Thr

cta
Leu
580

age
Ser

tgt
Cys

aat

314

gtt
val
405

gaa
Glu

gtc
val

aaa
Lys

act
Thr

gat
Asp
485

tat
Tyr

tta
Leu

cgc
Arg

tat
Tyr

tat
Tyr
565

agc

Ser

gac
Asp

act
Thr

cag
Gln

cat
His

ggt
Gly

tta
Leu

gtt
Val
470

act
Thr

tta
Leu

ggt
Gly

gtt
Val

ata
Ile
550

gat
Asp

tat
Tyr

gat
Asp

gtt
val

gac
Asp

gtt
Val

act
Thr

cat
His
455

gag
Glu

aaa
Lys

acg
Thr

cag
Gln

ctt
Leu
535

acc
Thr

ttt
Phe

cgc
Arg

tta
Leu

tcc
Ser
615

tta
Leu

gtt
Val

tta
Leu
440

gtt
Val

cgt
Arg

cag
Gln

cct
Pro

aag
Lys
520

tgt
Cys

caa
Gln

gat
Asp

tat
Tyr

cag
Gln
600

att
Ile

tct
Ser

tat
Tyr
425

tat
Tyr

ggc
Gly

tag
Trp

gct
Ala

tat
Tyr
505

atg
Met

ctt
Leu

cct
Pro

aaa
Lys

gtt
val
585

aag

Lys

aaa
Lys

3575
3623
3671
3719
3767
3815
3863
3911
3959
4007
4055
4103
4151

4199

taattttgtt ttcttgatgt 4252
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Lys Gly Asn Ser Asn Glu Ile Val Lys Cys Asn

620

ttgtttcate
ttgtaacttg
gtactgttac
ctgttttacg
ataatccaaa
atgataattc
cttttaaaat
agtctaatac
ttagtgctcc
caactgacca
atttttcatt
gcctcacctc
tagggctatc
gtattcttac
ttactggtcg
gtcaaaatgt
ttctggatat
ttactaatca
tcggtggect
aaatcccttt
tatacgtgct
ggtgtggtgg
ttcgectttet
cgggggctcc
gatttgggtg
acgttggagt
cctatctcgg

aacaggattt

atcttcttet
gtattcaaag
tgtatattca
tgcaaataat
caatcaggat
cgctecttct
taataacgtt
ttctaaatcc
taaagatatt
gatattgatt
tgctgctgge
tgttttatct
agttcgcgcea
gctttcaggt
tgtgactggt
aégtatttcc
taccagcaag
aagaagtatt
cactgattat
aatcggcctce
cgtcaaagca
ttacgcgcag
tcecttectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
gctattcttt

tcgectgetg

625
gctcaggtaa
caatcaggcg
tctgacgtta
tttgatatgg
tatattgatg
ggtggtttct
cgggcaaagg
tcaaatgtat
ttagataacc
gagggtttga
tctcagcgtg
tctgetggtg
ttaaagacta
cagaagggtt
gaatctgcca
atgagecgttt
gccgatagtt
gctacaacgg
aaaaacactt
ctgtttagct
accatagtac
cgtgaccgct
tctcgccacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa

gggcaaacca

ttgaaatgaa
aatccgttat
aacctgaaaa
taggtﬁctaa
aattgccatc
ttgttccgca
atttaatacg
tatctattga
ttcctcaatt
tatttgaggt
gcactgttgc
gttcgttcgg
atagccattc
ctatctctgt
atgtaaataa
ttecctgttge
tgagttcttc
ttaatttgcg
ctcaggattc
ccegetctga
gcgccctgta
acacttgcca
ttcgecgget
gctttacggc
tcgcecctgat
ctcttgttce

gggattttgc

gcgtggaccg

315

taattcgcct
tgtttctcee
tctacgcaat
cccttccatt
atctgataat
aaatgataat
agttgtcgaa
cggctctaat
cctttcaact
tcagcaaggt
aggcggtgtt
tatttttaat
aaaaatattg
tggccagaat
tccatttcag
aatggctggce
tactcaggca
tgatggacag
tggcgtaccqg
ttctaacgag
gcggcgcatt
gcgccctage
ttccccgtca
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgga

cttgctgcaa

ctgcgecgatt
gatgtaaaag
ttctttattt
attcagaagt
caggaatatg
gttactcaaa
ttgtttgtaa
ctattagttg
gttgatttgc
gatgctttag
aatactgacc
ggcgatgttt
tctgtgccac
gtccctttta
acgattgagc
ggtaatattg
agtgatgtta
actcttttac
ttcctgtcta
gaaagcacgt
aagcgcggcg
gccegetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgecectttg
aacactcaac
accaccatca

ctctctcagg

4312
4372
4432
4492
4552
4612
4672
4732
4792
4852
4912
4972
5032
5092
5152
5212
5272
5332
5392
5452
5512
5572
5632
3692
5752
5812
5872

5932



gccaggcggt
tggatccaag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctececegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
tacgtaagac
accagaagcg
caattaatgt
ctcgtatgtt

atgattacgc

gaagggcaat
cttgcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
aécgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
ccccaagcett
gtgccggaaa
gagttagctc
gtgtggaatt

caagctttgg

cagctgttgce
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtaégag
ttcctgtttt
gcgcactagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
c€gatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgt
tagcttcccg
tgcgctegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
gtcgactgaa
gctggctgga
actcattagg
gtgagcggat

agcctttttt
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ccgtctcact
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcéccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcattte
aatcccttaa
tggcgaatgg
gtgcgatctt
caccccagge
aacaatttca

ttggagattt

tta ttc gca att cct tta gtt gtt cct ttc tat
Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr

635

640

gac atc cag atg acc cag tct cca gcc acc ctg

ggtgaaaaga
cgcggaaccce
caataaccct
ttcegtgteg
gaaacgcetgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
cgctttgect
cctgacgcetce
tttacacttt

cacaggaaac

aaaaccacce
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ggtttccggce
gagcgcaacg
atgcttccgg

agctatgacc

tcaac gtg aaa aaa tta
Met Lys Lys Leu

630

tct cac agt gca caa
Ser His Ser Ala Gln

645

tct ttg tct cca ggg

316

5992
6052
6112
6172
6232
6292
6352
6412
6472
6532
6592
6652
6712
6772
6832
6892
6952
7012
7072
7132
7192
7252
7312
7372

7429

7477

7525



Asp

gaa
Glu
665

tta
Leu

tat
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

acg
Thr
745

cca
Pro

act
Thr

aaa
Lys

gag
Glu

agc
Ser
825

gcc

Ala

ttc
Phe

Ile
650

aga
Arg

gcc
Ala

gat
Asp

999
Gly

gat
Asp
730

ttc
Phe

tct
Ser

gcc
Ala

gta
val

agt
Ser
810

acc

Thr

tgc
Cys

aac
Asn

Gln

gcce
Ala

tgg
Trp

gca
Ala

cct
Pro
715

ttt
Phe

ggc
Gly

gtc
Val

tct
Ser

cag
Gln
795

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu

agg
Arg

Met

acc
Thr

tac
Tyr

tce
Ser
700

gg9
Gly

gca
Ala

caa
Gln

tte
Phe

gtt
Val
780

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr

gtc
Val

gga
Gly
860

Thr

ctc
Leu

cag
Gln
685

aac
Asn

aca
Thr

gtt
vVal

999
Gly

atc
Ile
765

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr
845

gag
Glu

Gln

tce
Ser
670

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp

tat
Tyr

acc
Thr
750

ttec
Phe

tgc
Cys

gtg
val

cgg
Arg

age
Ser
830

cat

His

tgt
Cys
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Ser Pro Ala Thr
655

tgc agg gcc agt
Cys Arg Ala Ser

aaa cct ggc cag
Lys Pro Gly Gln
690

gcc act ggc atc
Ala Thr Gly Ile
705

ttc act ctc acc
Phe Thr Leu Thr
720

tac tgt cag cag
Tyr Cys Gln Gln
735

aag gtg gaa atc
Lys Val Glu Ile

ccg cca tct gat
Pro Pro Ser Asp
770

ctg ctg aat aac
Leu Leu Asn Asn
785

gat aac gcc ctc
Asp Asn Ala Leu
800

gac agc aag gac
Asp Ser Lys Asp
815

aaa gca gac tac
Lys Ala Asp Tyr

cag ggc ctg agc
Gln Gly Leu Ser
850

taataaggcg cgccaattct atttcaagga

Leu

cag
Gln
675

gct
Ala

cca
Pro

atc
Ile

cgt
Arg

aaa
Lys
755

gag
Glu

ttc
Phe

caa
Gln

agce
Ser

gag
Glu
835

tcg
Ser

Ser
660

ggt
Gly

cce
Pro

gcc
Ala

agc
Ser

aac
Asn
740

cga
Arg

cag
Gln

tat
Tyr

tcg
Ser

acc
Thr
820

aaa

Lys

cccC
Pro

Leu

gtt
val

agg
Arg

agg
Arg

agce
Ser
725

tgg
Trp

act
Thr

ttg
Leu

ccc
Pro

ggt
Gly
805

tac

Tyr

cac
His

gtc
Val

Ser

agc
Ser

ctc
Leu

ttc
Phe
710

cta
Leu

cat
His

gtg
vVal

aaa
Lys

aga
Arg
790

aac

Asn

agce
Ser

aaa
Lys

aca
Thr

Pro

agce
Ser

ctc
Leu
685

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro

gct
Ala

tct
Ser
775

gag
Glu

tcc
Ser

ctc
Leu

gte
vVal

aag
Lys
855

Gly

tac
Tyr
680

atc
Ile

ggc
Gly

cct
Pro

tgg
Trp

gca
Ala
760

gga
Gly

gecc
Ala

cag
Gln

agc
Ser

tac
Tyr
840

agc
Ser

gacagtcata atg aaa tac cta ttg cct acg gca gcc gct gga ttg tta
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu

865

870

317

875

757?
7621
7669
7717
7765
7813
7861
7909
7957
8005
8053
?101
8149

8198



ctc
Leu

tta
Leu

gcg
Ala

ggt
Gly

ggc
Gly

ggt
Gly

tcc
Ser

gga
Gly
910

gct
Ala

cct
Pro
925

gct
Ala

ggt
Gly

act
Thr

gat
Asp

ggc
Gly
940

aac
Asn

aga
Arg

gac
Asp

gct
Ala

gag
Glu

gac
Asp

att
Ile

tce
Ser

tac
Tyr
990

tca
Ser

acc gtc
Thr Vval
1005

cce tcece
Pro Ser
1020

tce
Ser

gtc
Val

aag
Lys

gac
Asp

acc
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu

ctc tac
Leu Tyr
1070

gga
Gly

ggc acc cag
Gly Thr Gln
1085

aag gtg gac

gcce
Ala

ctt
Leu
895

tte
Phe

aaa
Lys

gct
Ala

tct
Ser

act
Thr
975

tac
Tyr
agc
Ser

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

1055

tcc
Ser

acc
Thr

aag

cag
Gln
880

gtt
Val

act
Thr

ggt
Gly

tat
Tyr

aag
Lys
960

gca
Ala

tac
Tyr

gecc
Ala

agc
Ser

tte
Phe

1040

ggc
Gly

ctc
Leu

tac
Tyr

aaa

atg
Met

ccg
Pro

gcc
Ala

cct
Pro

ggt
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

tct
Ser

act
Thr
915

ttg
Leu

tag
Trp

gag
Glu
930

tce
Ser

gct
Ala
945

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

aat
Asn

tat
Tyr

tac
Tyr

gtc
Val

atg
Met

ggt
Gly

gac
Asp
995

tcec acc
Ser Thr
1010

aag
Lys

tct
Ser

acc
Thr
1025

999
Gly

cce
Pro

gaa
Glu

ccg
Pro

ace
Thr

cac
His

gtc
Val

agc
Ser

agc gta
Ser Val
1075

atc tgc aac
Ile Cys Asn
1090

gtt gag ccc

ES 2375952 T3

gcc
Ala

gaa
Glu
885

tct
Ser

ggt
Gly
900

gag
Glu

tac
Tyr

tct
Ser

gtt
Val

aaa
Lys

gtt
Val

tac
Tyr

ttg
Leu
965

tgt
Cys
980

gcg
Ala

gtc
val

tgg
Trp

cca
Pro

ggc
Gly

aca
Thr

ggc
Gly

gtg acg
Val Thr
1045

ttce
Phe

ccg
Pro

1060

acc
Thr

‘gtg
Val

aat
Asn

gtg
Val

aaa tct

caa
Gln

gtt
val

tta
Leu

cgt
Arg

atg
Met

cgt
Arg

tat
Tyr

atc
Ile
935

ggt
Gly
950

cgc
Arg

cag
Gln

atg
Met

agg
Arg

agg
Arg

caa
Gln

ggc
Gly

tcg gtc
Ser Val
1015

gcg gcc
Ala Ala

1030

gtg tcg
Val Ser

gct
Ala

gtc
Val

cce
Pro

gtg
Val

cac aag
His Lys
1095

tgt geg

318

ttg
Leu

ctt
Leu

tag
Trp
920

gct
Ala

ttc
Phe

aac
Asn

ctce
Leu

999
Gly

1000

ttc
Phe

ctg
Leu

tag
Trp

cta
Leu

tcc
Ser
1080

ccce
Pro

gce

tta
Leu

tct
Ser
905

gtt
val

cct
Pro

act
Thr

agc
Ser

gat
Asp
985

acc

Thr

cce
Pro

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln
1065

agc
Ser

agc
Ser

gca

gag
Glu
890

tgc
Cys

cgc
Arg

tct
Ser

atc
Ile

tta
Leu
970

ggc
Gly

acg
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser
1050

tcce
Ser

agc
Ser

aac
Asn

cat

tct
Ser

gct
Ala

caa
Gln

ggt
Gly

tct
Ser
955

agg
Arg

tat
Tyr

gtc
val

gca
Ala

ctg
Leu
1035

ggc
Gly

tca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr

cat

8246
8294
8342
8390
8438
8486
8534
8582
8630
8678
8726
8774
8822
8870

8918



Lys Val
1100

cat
His

cat
His

cac
His

aat
Asn

ctg
Leu

999
Gly

gar
Glu

aar atg
Lys Met
1150

gar aay
Glu Asn
1165

gck
Ala

acy gay
Thr Asp
1180

tay
Tyr

ytk
Leu

gcy
Ala

aay
Asn

car
Gln

atg
Met

gcy
Ala

tty
Phe

mgw car
Arg Gln
1230

tty gty
Phe Val
1245

tty
Phe

aar atm
Lys Ile
1260

aay
Asn

acy tty
Thr Phe

atg
Met

gar wsy
Glu Ser
atgcatcctg
gcgcccatet
gagaatccga

ggccagacgce

Asp Lys Lys Val

Glu Pro

1105

cac ggg
His Gly
1120

gcc
Ala
1135

gca
Ala

gct
Ala

aaw
Asn

ytr
Leu

car
Gln

qgy
Gly

gcy
Ala

gcc
Ala

tag
Gln

gcy
Ala

WSy gay
Ser Asp

gcc atc
Ala Ile

gca
Ala

gaa
Glu

gct
Ala

agce
Ser
1

aay aar
Asn Lys
1155

gcy
Ala
1170

gay
Asp

1185

ggy aay
Gly Asn
1200

car
Gln
1215

gty
Val

tay
Tyr

ytw
Leu

wsy
Ser

gcy
Ala

ytw
Leu

tty

g9y gcy
Gly Ala

ggw gay
Gly Asp

cck tcy'
Pro Ser Leu

ggy aar
Gly Lys

cgy ggy
Phe Arg Gly

acy
Thr

agk
Gly
1

cty
1235
cew

Pro
1250

gty
val

1265

tay

1280

aggccgatac
acaccaacgt
cgggttgtta

gaattatttt

gtw tty wsy
Tyr Val Phe Ser

ack
Thr

tgtecgtcgtce
gacctatccc
ctcgctcaca

tgatggcgtt

ES 2375952 T3

Lys Ser Cys
1110

caa aaa ctc
Gln Lys Leu
1125

tct gct
Ser Ala
140

wsy
Ser

atg
Met

ggs
Gly

gcy
Ala

aar
Lys

aar
Lys

ggy
Gly

aty
Ile

tty
Phe

a9y
Gly

Ala Ala Ala

atc
Ile

tca gaa
_Ser Glu

g9y
Gly

gay tty
Asp Phe
1145

acy gar aay
Thr Glu Asn
1160

ytw
Leu

gay
Asp

wsy
Ser

1175

qgqy
Gly

gtc
val

gay
Asp

1190

tty
Phe

ggw gay
Gly Asp
1205

wWSwW
Ser

gay
Asp
220

aay
Asn

wsk
Ser

cck
Pro

car
Gln

tay
Tyr

tty
Phe

gar
Glu

gck tty
Ala Phe
1270

tty
Phe

tty gcy aay
Phe Ala Asn
1285

ccctcaaact
attacggtca
tttaatgttg

cctattggtt

tck
Ser

gcw
Ala

qgy
Gly

cck
Pro

ytw atg
Leu Met
1225

gty gar
val Glu
1240

tgy
Cys

wsy
Ser

aty
Ile

gay
Asp

1255

ytk
Leu

yta
Leu

tay
Tyr

atw
Ile

ytr
Leu

cgy
Arg

ggcagatgca
atccgcecegtt
atgaaagctg

aaaaaatgag

319

His His
1115

gat
Asp

gag
Glu
1130

tay
Tyr

gay
Asp

gay
Asp

gcy
Ala

gck
Ala

gtc
val

wsy ggy
Ser Gly
1195

aat
Asn
1210

tey
Ser

aay
Asn

aay
Asn

ccw
Pro

cgy
Arg

tgy
Cys

gay
Asp

gty gcy
Val Ala
1275

aay aar
Asn Lys
1290

tagtgatctc ctaggaagcc cgcctaatga gcgggcotttt tttttctggt

cggttacgat
tgttcccacg
gctacaggaa

ctgatttaac

8966
9014
9062
9110
9158
9206
9254
9302
9350
9398
9446

9502

9562
9622
9682

9742



10

15

aaaaatttaa
caatcttcct
tagttttacg
tgatagcctt
gaacggttga
aatctttacc
tttatccttg
ttggtacaac

tgccttgect

<210> 583
<211> 113
<212> PRT

tgcgaatttt
gtttttgggg
attaccgttc
tgtagatctc
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct

gtatgattta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aacaaaatat
cttttctgat
atcgattctc
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttctc
ttatgctctg

ttggatgtt

ES 2375952 T3

taacgtttac
tatcaaccgg
ttgtttgcte
ctaccctctce
tgactgtcte
catttaaaat
ccgcaaaagt

aggctttatt

aatttaaata
ggtacatatg
cagactctca
cggcattaat
cggcctttct
atatgagggt
attacagggt

gcttaatttt

tttgcttata
attgacatgc
ggcaatgacc
ttatcagcta
cacccttttg
tctaaaaatt
cataatgttt

gctaattctt

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia de proteina de CJRA05

<400> 583

Met Lys Lys
1

Gly

Ala Ala

Cys Leu Ala

Asp Asp

50

Lys

Asn Ala Thr

65

Gly Thr Trp

Gly Ser Glu

Thr

<210> 584
<211> 152
<212> PRT

Leu Leu Phe

Glu His

20

Ser

Lys Ser His

Thr Leu Asp

val val

70

Gly

Val Pro Ile

85

Gly
100

Gly Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ala Ile Pro

Leu Asp Gly

25
Thr Glu
40

Asn

Arg Ala

55

Tyr

Val Cys Thr

Gly Leu Ala

Sser Glu Gly

105

Leu Val

10

Ala Ala

Ser Phe

Asn Tyr

Gly Asp

75

Ile
90

Pro

Gly Gly

Val

Glu

Thr

Glu

Glu

Glu

Ser

Pro Phe

Tyr

Ser

15

Thr Val

30
Asn Val
45

Gly Cys

Thr Gln

Asn Glu

Glu

Trp

Leu

Cys

Gly

Ser

Lys

Trp

Tyx

80

Gly

95

Glu Gly

110

Gly

Gly

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia de proteina de CJRA05

320

9802
9862
9922
9982
10042
10102
10162
10222

10251
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15

<400> 584
Ser Gly
1

Met Thr
Lys Leu
Ile Gly

50

Phe Ala
65

Ser Pro
Ser Val
Phe Ser
Phe Leu

130

Asn Ile
145

<210> 585
<211> 15
<212> PRT

Asp

Glu

Asp

35

Asp

Gly

Leu

Glu

Ile

115

Leu

Leu

Phe

Asn

20

Ser

val

Ser

Met

Cys

100

Asp

Tyr

Arg

Asp

Ala

Val

Ser

Asn

Asn

85

Arg

Cys

Val

Asn

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia peptidica de CJRA05

<400> 585

Tyr

Asp

Ala

Gly

Ser

70

Asn

Pro

Asp

Ala

Lys
150

Glu

Glu

Thr

Leu

55

Gln

Phe

Phe

Lys

Thr

135

Glu

Lys

Asn

Asp

40

Ala

Met

Arg

Val

Ile

120

Phe

Ser

ES 2375952 T3

Met

Ala

25

Tyr

Asn

Ala

Gln

Phe

105

Asn

Met

Ala

10
Leu
Gly
Gly
Gln
Tyr

90
Gly

Leu

Tyr

Asn

Gln

Ala

Asn

Val

75

Leu

Ala

Phe

Val

Ala

Ser

Ala

Gly

60

Gly

Pro

Gly

Arg

Phe
140

Asn

Asp

Ile

45

Ala

Asp

Ser

Lys

Gly

125

Ser

Lys
Ala

30
Asp
Thr
Gly
Leu
Pro
110

val

Thr

Gly

15
Lys
Gly
Gly
Asp
Pro

95
Tyr

Phe

Phe

Ala

Gly

Phe

Asp

Asn

80

Gln

Glu

Ala

Ala

Met Pro Val Leu Leu Gly Ile Pro Leu Leu Leu Arg Phe Leu Gly

1

<210> 586
<211> 348
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

5

10

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Secuencia de proteina de CJRA05

321

15



<400> 586

Met

1

val

Ala

Phe

Ser

65

Lys

Arg

His

Ser

Tyr

145

Tyr

Gly

Trp

Ala

Tyr

225

Met

Leu

Pro

Lys

Ala

Ser

Thr

Ala

50

Asp

Asn

Ser

Ala

Ile

130

Cys

Ser

val

Leu

Phe

210

Leu

Lys

Ala

Lys

Phe

val

val

Asn

35

Lys

Leu

Gly

Trp

Arg

115

Val

Arg

Leu

val

Tyr

195

Ser

Ser

Leu

Ile

Pro

275

Thr

Tyr
Gly

20
Leu
Thr
Leu
Leu
Asn
100
Lys
Asp
Arg
Ile
Lys
180
Thr
Ser
His
Thr
Gly
260

Glu

Ile

Phe

Lys

Asp

Pro

Ala

Leu

85

Asp

Leu

Lys

Leu

Thr

165

Tyr

Gly

Asn

Gly

Lys

245

Phe

val

Asp

vVal

Ile

Leu

Arg

Ile

70

vVal

Lys

Gly

Gln

Asp

150

Gly

Gly

Lys

Tyr

Arqg

230

Ile

Ala

Lys

Ser

Thr

Gln

Arg

val

55

Gly

Leu

Glu

Trp

Ala

135

Arg

Ser

Asp

Asn

Asp

215

Tyr

Tyr

Ser

Lys

Ser

Gly

Asp

Leu

40

Leu

Arg

Asp

Arg

Asp

120

Arg

Ile

Lys

Ser

Leu

200

Ser

Phe

Leu

Ala

Val

280

Gln

ES 2375952 T3

Lys

Lys

25

Gln

Arg

Gly

Glu

Gln

105

Ile

Ser

Thr

Met

Gln

185

Tyr

Gly

Lys

Lys

Phe

265

val

Arg

Leu Gly
10

Ile Val
Asn Leu
Ile Pro

Asn Asp
75

Cys Gly
90

Pro Ile
Ile Phe
Ala Leu
Leu Pro

155

Pro Leu
170

Leu Ser
Asn Ala

Val Tyr

Pro Leu
235

Lys Phe
250
Thr Tyr

Ser Gln

Leu Asn

322

Ser

Ala

Pro

Asp

60

Ser

Thr

Ile

Leu

Ala

140

Phe

Pro

Pro

Tyr

Ser

220

Asn

Ser

Ser

Thr

Leu

Gly

Gly

Gln

45

Lys

Tyr

Trp

Asp

Val

125

Glu

vVal

Lys

Thr

Asp

205

Tyr

Leu

Arg

Tyr

Tyr

285

Ser

Lys
Cys

30
vVal
Pro
Asp
Phe
Trp
110
Gln
His
Gly
Leu
Val
190
Thr

Leu

Val
Ile
270

Asp

Tyr

Thr

15

Lys

Gly

Ser

Glu

Asn

95

Phe

Asp

Val

Thr

His

175

Glu

Lys

Thr

Gln

Leu

255

Thr

Phe

Arg

Leu
Ile
Arg
Ile
Asn

80
Thr
Leu
Leu
val
Leu
160
val
Arg
Gln
Pro
Lys
240
Cys
Gln

Asp

Tyr



10

ES 2375952 T3

290 295 300

val Phe Lys Asp Ser Lys Gly Lys Leu Ile Asn Ser Asp Asp Leu Gln
305 310 315 320

Lys Gln Gly Tyr Ser Leu Thr Tyr Ile Asp Leu Cys Thr Val Ser Ile
325 330 335

Lys Lys Gly Asn Ser Asn Glu Ile Val Lys Cys Asn
340 345

<210> 587
<211> 234
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Secuencia de proteina de CJRA05

<400> 587
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro
1 5 10

His Ser Ala Gln Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala
20 25

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr leu Ser Cys Arg Ala
35 40 45

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
50 . 55 60

Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly
65 70 75

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Pro Gly Thr Asp Phe Thr Leu
85 80

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
100 105

Trp His Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
145 150 155

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp lys Val Asp Asn Ala
165 170

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Arg Asp Ser Lys
180 185

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

323

Phe

Thr

30

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp
190

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Arg

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Ala

80

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr



<210> 588
<211> 431
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2375952 T3

<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Secuencia de proteina de CJRA05

<400> 588
Met Lys
1

Ala Gln

Leu Val

Phe Thr
50

Lys Gly
65

Ala Tyr

Ser Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
130

Ser Ala
145
Lys Ser

Tyr Phe

Ser Gly

Tyr

Pro

Gln

35

Phe

Leu

Ala

Asn

val

115

Gly

Ser

Thr

Pro

Val
195

Leu

Ala

20

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

100

Tyr

Met

Thr

Ser

Glu

180

His

Leu

5

Met

Gly

Thr

Trp

Ser

85

Leu

Tyr

Asp

Lys

Gly

165

Pro

Thr

Pro

Ala

Gly

Tyr

Val

70

val

Tyr

Cys

Val

Gly

150

Gly

Val

Phe

Thr Ala Ala Ala

Glu

Ser

Glu

55

Ser

Lys

Leu

Ala

Trp

135

Pro

Thr

Thr

Pro

val

Leu

40

Met

Tyr

Gly

Gln

Arg

120

Gly

Ser

Ala

val

Ala
200

Gln

25

Arg

Arg

Ile

Arg

Met

105

Arg

Gln

val

Ala

Ser

185

Val

10

Leu

Leu

Trp

Ala

Phe

90

Asn

Leu

Gly

Phe

Leu

170

Trp

Leu

Gly Leu Leu Leu

Leu

Ser

Val

Pro

75

Thr

Ser

Asp

Thr

Pro

155

Gly

Asn

Gln

324

Glu

Cys

Arg

60

Ser

Ile

Leu

Gly

Thr

140

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

Ala

45

Gln

Gly

Ser

Arg

Tyr

125

Val

Ala

Leu

Gly

Ser
205

Gly

30

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

110

Ile

Thr

Pro

Val

Rla

190

Gly

Leu

15

Gly

Ser

Pro

Asp

Asp

95

Glu

Ser

Val

Ser

Lys

175

Leu

Leu

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

80

Asn

Asp

Tyr

Ser

Ser

160

Asp

Thr

Tyr
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15

Ser

Thr

225

Lys

His

Ala

Ala

Leu

305

Gly

Gly

Gln

Tyr

Ser

385

Leu

Tyr

Leu

210

Tyr

Lys

Gly

Ala

Asn

290

Gln

Ala

Asn

val

Leu

370

Ala

Phe

Val

<210> 589
<211>5

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser
Ile
Val
Ala
Gln
275
Ala
Ser
Ala
Gly
Gly
5
Pro
Gly

Arg

Phe

Ser
Cys
Glu
Ala
260
Ala
Asn
Asp
Ile
Ala
340
Asp
Ser
Lys

Gly

Ser
420

val

Asn

Pro

245

Glu

Ser

Lys

Ala

Asp

325

Thr

Gly

Leu

Pro

Val

405

Thr

vVal
val
230
Lys
Gln
Ser
Gly
Lys
310
Gly
Gly
Asp
Pro
Tyx
390

Phe

Phe

Thr

215

Asn

Ser

Lys

Ala

Ala

295

Gly

Phe

Asp

Asn

Gln

375

Glu

Ala

Ala

val

His

Cys

Leu

Ser

280

Met

Lys

Ile

Phe

Ser

360

Ser

Phe

Phe

Asn

ES 2375952 T3

Pro

Lys

Ala

Ile

265

Gly

Thr

Leu

Gly

Ala

345

Pro

val

Ser

Leu

Ile
425

Ser

Pro

Ala

250

Ser

Asp

Glu

Asp

Asp

330

Gly

Leu

Glu

Ile

Leu

410

Leu

Ser
Ser
235
Ala
Glu
Phe
Asn
Ser
315
Val
Ser
Met
Cys
Asp
395

Tyr

Arg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ilustrativo

<400> 589

Glu Gly Gly Gly Ser

1

<210> 590

<211>1275

<212> ADN
<213> Organismo Desconocido

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (1272)

<220>

Ser

220

Asn

His

Glu

Asp

Ala

300

val

Ser

Asn
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Ala
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gtg
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cac
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aat
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gct
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Thr
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gct
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ggt
Gly
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ccg
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gag
Glu
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aat
Asn
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tce
Ser

tca
Ser

aac
Asn

ggt
Gly

atc
Ile

ggc
Gly

cct
Pro

cct
Pro
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tct
Ser

agg
Arg

aaa
Lys

gct
Ala

ttt
Phe
35

tat
Tyr

gac
Asp

cet
Pro

qgt
Gly

att
Ile
115

agt
Gly

cag
Gln

cag
Gln

tta
Leu

gaa
Glu

act
Thr

gag
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

tct
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100

ccg

Pro

act
Thr

cct
Pro

gg9g9
Gly

tta
Leu
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Thr

aac
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ggt
Gly

act
Thr

aat
Asn
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gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

ctt
Leu

gca
Ala
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ttc
Phe

gtt
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gtc
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tgt
Cys

cag
Gln
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gag
Glu

ggt
Gly

tat
Tyr

caa
Gln

aat
Asn
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tta
Leu

gca
Ala

gaa
Glu

tgg
Trp

ctg
Leu

tgt
Cys

ggt
Gly

ggc
Gly
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Thr

aac
Asn
135

act
Thr

act
Thr

att
Ile

agt
Ser

aaa
Lys
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tgg
Trp

tac
Tyr

ggt
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ggt
Gly

tat
Tyr
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cee
Pro

ttc
Phe

gtt
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cct
Pro

tgt
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aat
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ggt
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ggce
Gly

act
Thr
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atc
Ile

get
Ala

atg
Met

tat
Tyr
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tta
Leu
10

tta
Leu

gac
Asp

gct
Ala

aca
Thr

tct
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

aat
Asn

tet
Phe

acg
Thr
170

gtt
val

gca
Ala

aaa
Lys

aca
Thr

tgg
Trp
75

gag
Glu

cct
Pro

cct
Pro

cct
Pro

cag
Gln
155

ggc
Gly

gtt
Val

aaa
Lys

act
Thr

ggc
Gly
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gtt
Val

ggt
Gly

cct
Pro

ctc
Leu

aat
Asn
140

aat

Asn

act
Thr

cct
Pro

cce
Pro

tta
Leu
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gtt
Val

cct
Pro

ggc
Gly

gag
Glu

gac
Asp
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cct
Pro

aat
Asn

gtt
Val
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ttc
Phe
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gat
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gta
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att
Ile

ggt
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tac
Tyr
110
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Gly

tct
Ser
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Thr
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Thr

cgt
Arg

gtt
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Gly

tct
Ser
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ggt
Gly
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Thr

ctt
Leu

ttc
Phe

caa
Gln
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tct
Ser

gaa
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tac
Tyr

tgt
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ctt
Leu
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Glu
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Glu

cga
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Thr
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Ala

cat
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tcg
Ser
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ggt
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tct
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Ser

atg
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att
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ttt
Phe

tca
Ser
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ttt
Phe
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gag
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Leu
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gct
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cct
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gtt
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tct
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ctt
Leu

ccce
Pro

tat
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195

ggc
Gly

gac
Asp

tct
Ser
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gat
Asp
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gaa
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gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

tta
Leu
355

gaa
Glu

att
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tta
Leu

gtt
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gac
Asp

ttt
Phe

ctg
Leu

ggt
Gly

ggc
Gly
260

ttt
Phe

aat
Asn

tct
Ser

gtt
Val

tct
Ser
340

atg
Met

tgt
Cys

gat
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gct
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cct
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Gly
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aat
Asn

aat
Asn

cge
Arg

tgt
Cys

gtt
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act
Thr

tac
Tyr

gag
Glu

caa
Gln
230

ggc
Gly

tct
Ser

tat
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gat
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gct
Ala
310

ggc
Gly

tcc
Ser

aat
Asn

cct
Pro

gac
Asp
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gce
Ala

tat
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tgg
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gat
Asp
215

cct
Pro

tct
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gag
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu
295

act
Thr

ctt
Leu

caa
Gln

ttc
Phe

ttt
Phe
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Lys
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Thr

tac
Tyr

aac
Asn
200
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Pro

cct
Pro
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gga
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aac
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gat
Asp

gct
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atg
Met

cgt
Arg
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gtc
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ata
Ile

ttt
Phe
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cag
Gln
185

ggt
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ttc
Phe

gtc
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ggt
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ggc
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265

atg
Met

gcg
Ala

tac
Tyr

aat
Asn
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Ala
345

caa
Gln

tte
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aac
Asn

atg
Met
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tac
Tyr

aaa
Lys

gtt
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aat
Asn

agt
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ggt
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Ala

cta
Leu

ggt
Gly
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Gly
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caa
Gln

tat
Tyr
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tta
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tat
Tyr
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Thr

ttc
Phe

tgt
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Ala
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cag
Gln
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Ala
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aat
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tta
Leu

gct
Ala

tte
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gta
Val
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cct
Pro
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gta
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Glu

Glu

Ser
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Trp
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val

Val Val Pro Phe Tyr
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Gly

Thr
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Leu
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Asn

Thr
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Arg

Glu
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Pro

Leu
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Asp
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Tyr
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30
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Val

Ile

Gly

Tyr
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Ser

Arg

Thr
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Cys
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Thr

Arg
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Thr

Leu

Phe
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Tyr

Cys
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Glu
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Arg
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Gly

Lys

Phe

Gln



10

15

Ser Ser Asp
225

Gly Gly Ser
Ser Glu Gly
Ser Gly Asp
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Met Thr Glu
290

Lys Leu Asp
305

Ile Gly Asp
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Ser Pro Leu
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Ser Val Glu
370
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Asn Ile Leu
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420

Pro
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Asp
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325
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405
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Glu
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Thr

Leu
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Met
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Tyr

Asn

Ala

345

Gln

Phe
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Met
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Asn
Gly
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Leu
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Gly
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Gln

Tyr
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Leu

Tyr
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Ala
235
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Asn
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315
Asn
Val
Leu
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Phe
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Ser
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Gly
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Arg
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Glu

Gly

Asn
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Asp
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Gly
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Gly

Gly

Gly
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Lys
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Gly
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gcg
Ala
1

atc
Ile

gat
Asp

aar
Lys

acy
Thr

ggc
Gly
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gtk
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qgy
Gly

cck
Pro

ytm
Leu

aay
Asn
160

aay
Asn

gcc
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tca
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gat
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ccy
Pro

ytw
Leu
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gty
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Pro

ggay
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Glu
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ccw
Pro

aay
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gaa
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cay
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gat
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gtw
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atw
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tay
Tyr
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mgk
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gag
Glu
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atg
Met
35

acw
Thr

cgw
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gty
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ggs
Gly

wsy
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qgy
Gly

acy
Thr

ytw
Leu

tty
Phe

cat
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gat
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gar
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tay
Tyr
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Leu
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Glu
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aat
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85

gcy
Ala
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aat
Asn

act
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ES 2375952 T3

999
Gly
10
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Asn
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aay
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ytw
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gar
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tgg
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Leu
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Thr

acy
Thr
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Tyr
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tay
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acr
Thr

wsy
Ser
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gar
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tay
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aay
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tay
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car
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Leu

ggt
Gly

qgy
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car
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tay
Tyr
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Leu

tay
Tyr
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Thr
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cay
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ggw
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wsy
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aay
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Gln
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aay
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gty
Val
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val

aay
Asn

ggw
Gly
270

tty
Phe

aay
Asn

wsy
Ser

gty
vVal

tck
Ser
350

atg
Met

tgy
Cys

gay
Asp

tay
Tyr

cgy
Arg

acy
Thr

tty
Phe

tgy
Cys

gck
Ala
255

aay
Gly

gay
Asp

gcy
Ala

gtc
val

wsy
Ser
335

aat
Asn

aay
Asn

cgy
Arg

tgy
Cys

gty
val
415

aay
Asn

1345

1355

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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<223> Descripciéon de Secuencia Atrtificial: Secuencia de proteina de M13-11I

<400> 594

Ala

1

Ile

Asp

Pro

Leu

val

Pro

-Gly

Glu

Asp

145

Pro

Asn

Val

Ala

Ser

Arg

His

S0

Asp

Val

Ile

Gly

Tyx

130

Gly

Ser

Arg

Thr

Ala

Glu

Met

Thr

Arg

val

Gly

Ser

115

Gly

Thr

Leu

Phe

Gln
195

His
Glu

20
Ala
Glu
Tyr
Cys
Leu
100
Glu
Asp
Tyr
Glu
Arg

180

Gly

His

S

Asp

Ser

Asn

Ala

Thr

85

Ala

Gly

Thr

Pro

Glu

165

Asn

Thr

His

Leu

Thr

Ser

Asn

70

Gly

Ile

Gly

Pro

Pro

150

Ser

Arg

Asp

His

Asn

Ala

Phe

55

Tyr

Asp

Pro

Gly

Ile

135

Gly

Gln

Gln

Pro

His

Gly

Glu

40

Thr

Glu

Glu

Glu

Ser

120

Pro

Thr

Pro

Gly

vVal
200

His

Ala

25

Thr

Asn

Gly

Thr

Asn

105

Glu

Gly

Glu

Leu

Ala

185

Lys

Gly

10

Ala

val

val

Cys

Gln

90

Glu

Gly

Tyr

Gln

Asn

170

Leu

Thr

Ala

Ala

Glu

Trp

Leu

75

Cys

Gly

Gly

Thr

Asn

155

Thr

Thr

Tyr

332

Ala

Ser

Ser

Lys

60

Trp

Tyr

Gly

Gly

Tyr

140

Pro

Phe

val

Tyr

Glu

Asp

Cys

45

Asp

Asn

Gly

Gly

Thr

125

Ile

Ala

Met

Tyr

Gln
205

Gln

Ile

30

Leu

Asp

Ala

Thr

Ser

110

Lys

Asn

Asn

Phe

Thr

190

Tyr

Lys

15

Asn

Ala

Lys

Thr

Trp

95

Glu

Pro

Pro

Pro

Gln

175

Gly

Thr

Leu

Asp

Lys

Thr

Gly

80

Val

Gly

Pro

Leu

Asn

160

Asn

Thr

Pro
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Val Ser Ser Lys Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly
210 215 220

Asp Cys Ala Phe His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro Phe
225 230 235

Tyr Gln Gly Gln Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro APro Val
245 250

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly G19 Ser Glu Gly
260 265

Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp
275 280 285

Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu
290 295 300

Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu Asp
305 310 315

Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe Ile Gly Asp
325 330

Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp Phe Ala Gly
340 345

Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn Ser Pro Leu
355 360 365

Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln Ser Val Glu
370 375 380

Phe Val Phe Ser Ala Gly Lys Pro Tyr Glu Phe Ser Ile
385 390 395

Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu
405 410

Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala Asn Ile Leu
420 425

Glu Ser

<210> 595

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 595
cgttgatatc gctagcectat gc 22

<210> 596

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 596
gataggctta gctagcccgg agaacgaagg 30

<210> 597

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

333

T3

Lys
val
Asn
Gly
270
Phe
Asn
Ser
val
Ser
350
Met
Cys
Asp

Tyr

Arg
430

Phe

Cys

Ala

255

Gly

Asp

Ala

val

Ser

335

Asn

Asn

Arg

Cys

val
415

Asn

Arg

Glu

240

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala

320

Gly

Ser

Asn

Pro

Asp

400

Ala

Lys
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<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 597
ctttcacagc ggtttcgcta gegacccttt tgtctge 37

<210> 598

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 598
ctttcacagc ggtttcgceta gegaccecttt tgtcagcgag taccagggtc 50

<210> 599

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 599
gactgtctcg gcagcatgeg ccatacgatc atcgttg 37

<210> 600

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (2)..(25)

<400> 600
c aac gat gat cgt atg gcg cat gct gccgagacag te
Asn Asp Asp Arg Met Ala His Ala
1 5

<210> 601

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 601
Asn Asp Asp Arg Met Ala His Ala
1 5

<210> 602

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

334
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<400> 602
ctttcacagc ggtttgcatg cagacccttt tgtctge 37

<210> 603

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 603
ctttcacagc ggtttgcatg cagacccttt tgtcagcgag taccagggtc 50

<210> 604

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido ilustrativo

<400> 604
Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
5

1

<210> 605

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador

<400> 605
cctcgacagce gaagtgcaca g 21

<210> 606

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucleodtido sintético

<400> 606
ggctgagtca agacgctctg tgcacttcgce tgtcgagg 38

<210> 607

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido ilustrativo <400> 607
Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro
1 5

<210> 608

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 608
cctetgtcac agtgcacaag ac 22
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<210> 609

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 609
cctctgtcac agtgcacaag acatccagat gacccagtct cc 42

<210> 610

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 610
gggaggatgg agactgggtc gtctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 611

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido ilustrativo

<400> 611
Gln Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10

<210> 612

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador

<400> 612
gactgggtgt agtgatctag 20

<210> 613

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 613
ggtgtagtga tcttctagtg acaactct 28

<210> 614

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 614
Val Ser Ser Arg Asp Asn
1 5
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<210> 615

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(15)

<400> 615

tac tat tgt gcg aaa 15

Tyr Tyr Cys Ala Lys
1 S

<210> 616

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 616
Tyr Tyr Cys Ala Lys
1 5

<210> 617

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 617
ggtgccgata ggcttgcatg caccggagaa cgaagg 36

<210> 618

<211> 95

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 618

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagetta 60

agggctgagg acactgcagt ctactattgt acgag

<210> 619

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (4) .. (7)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida
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<400> 619
gatnnnnatc 10
<210> 620
<211>10
<212> PRT
<213> Organismo Desconocido
<220>
<223> Descripcion de Organismo Desconocido: Péptido derivado de MALIA3
<400> 620
Met Lys Leu Leu Asn Val Ile Asn Phe Val
1 5 10
<210> 621
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido derivado de CJRA0S
<400> 621 )
Met Ser Val Leu Val Tyr Ser Phe Ala Ser Phe Val Leu Gly Trp Cys
1 5 10 15
Leu Arg Ser Gly Ile Thr Tyr Phe Thr Arg Leu Met Glu
20 25
<210> 622
<211>15
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Secuencia de nucledtidos ilustrativa
<400> 622
teettttttt ttttt 15
<210> 623
<211> 87
<212> PRT
<213> Organismo Desconocido
<220>
<223> Descripcion de Organismo Desconocido: Péptido derivado de MALIA3
<400> 623
Met Ile Lys Val Glu Ile Lys Pro Ser Gln Ala Gln Phe Thr Thr Arg
1 5 10 15
Ser Gly Val Ser Arg Gln Gly Lys Pro Tyr Ser Leu Asn Glu Gln Leu
20 25 30
Cys Tyr Val Asp Leu Gly Asn Glu Tyr Pro Val Leu Val Lys Ile Thr
35 40 45
Leu Asp Glu Gly Gln Pro Ala Tyr Ala Pro Gly Leu Tyr Thr Val His
50 55 60
Leu Ser Ser Phe Lys Val Gly Gln Phe Gly Ser Leu Met Ile Asp Arg
65 70 75 80
Leu Arg Leu Val Pro Ala Lys
85
<210> 624
<211> 29
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<212> PRT
<213> Organismo Desconocido
<220>
<223> Descripcion de Organismo Desconocido: Péptido derivado de MALIA3
<400> 624
Met Ser Val Leu Val Tyr Ser Phe Ala Ser Phe Val Leu Gly Trp Cys
1 5 10 15
Leu Arg Ser Gly Ile Thr Tyr Phe Thr Arg Leu Met Glu
20 25
<210> 625
<211>10
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(10)

<223> A, T, C, G, otra o desconocida

<400> 625
ctcttecnnnn 10
<210> 626
<211> 87
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido derivado de CJRA05
<400> 626
Met Ile Lys Val Glu Ile Lys Pro Ser Gln Ala Gln Phe Thr Thr
1 5 10 15
Ser Gly Val Ser Arg Gln Gly Lys Pro Tyr Ser Leu Asn Glu Gln
20 25 30
Cys Tyr Val Asp Leu Gly Asn Glu Tyr Pro Val Leu Val Lys Ile
35 40 45
Leu Asp Glu Gly Gln Pro Ala Tyr Ala Pro Gly Leu Tyr Thr Val
S0 S5 60
Leu Ser Ser Phe Lys Val Gly Gln Phe Gly Ser Leu Met Ile Asp
65 70 75
Leu Arg Leu Val Pro Ala Lys
85
<210> 627
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido derivado de CJRA05
<400> 627
Met Lys Leu Leu Asn Val Ile Asn Phe Val
1 5 10

339
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<210> 628

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 628
gacccagtct ccatcctce 1 9

<210> 629

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 629
gactcagtct ccactctcc 1 9

<210> 630

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 630
gacgcagtct ccaggcacc 19

<210> 631

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 631
gacgcagtct ccagccacc 19

<210> 632

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 632
gtctcctgga cagtcgatc 19

<210> 633

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 633
ggccttggga cagacagtc 1 9

<210> 634
<211>19
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 634
gtctcctgga cagtcagtc 19

<210> 635

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcidon de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 635
ggccccaggg cagagggte 19
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una poblacion o biblioteca de genes de inmunoglobulina que comprende las etapas de:
(i) introducir diversidad sintética en al menos uno de VH CDR1 o VH CDR2 de estos genes; y
(i) combinar la diversidad de la etapa (i) con diversidad en VH CDRS3 capturada de células B.

2. EI método segun la reivindicacion 1, en el que la diversidad sintética se introduce tanto en VH CDR1 como en VH
CDR2.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que la diversidad sintética comprende:

(a) una VH CDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos segun la formula -X1-Y-X2-M-X3-, en la que X1, X2, y X3 se
seleccionan independientemente del grupo que consisteen A,D, E, F, G, H, [, K, L, M,N,P,Q,R, S, T,V,W,eY;y

(b) una VH CD R2 que tiene una secuencia de aminoacidos segun la formula X4-1-X5-X6-S-G-G-X7-T-X8-Y-A-D-S-V-K-
G-,enl a que X4 y X5 se seleccionan independientemente del grupo que consiste enY, R,W,V,G, yS, X6se
selecciona del grupo que consiste en P y S, y X7 y X8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en A,
D,E,F,G,H,LK,L, M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY.

4. Una biblioteca qu e compr ende un a co leccién de p aquetes ge néticos que presentan un mi embro de u na familia
diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y que presentan colectivamente al menos una parte de la familia, estando
codificados los péptidos, polipéptidos o proteinas presentados por secuencias de ADN que comprenden secuencias que
codifican

(a) una VH CDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos segun la formula -X1-Y-X2-M-X3-, en la que X1, X2, y X3 se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en A,D, E, F, G, H, [, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, eY;

(b) una VH CD R2 que tiene una secuencia de aminoacidos segun la formula X4-1-X5-X6-S-G-G-X7-T-X8-Y-A-D-S-V-K-
G-,enl a que X4 y X5 se seleccionan in dependientemente del grupo que consiste enY, R,W,V,G, yS, X6se
selecciona del grupo que consiste en P y S, y X7 y X8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en A,
D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q, R, S, T,V,W,eY;y

(c) una secuencia que codifica una VH CDR3, en la que dicha VH CDRS3 es una VH CD R3 capturada de la regién VH
CDR3 de un gen de inmunoglobulina de una célula B.

5. La biblioteca segun la reivindicacion 4, en la que dichas secuencias de ADN comprenden ademas una secuencia que
codifica una cadena ligera de inmunoglobulina.

6. La biblioteca segun la reivindicacion 5, en la que dicha secuencia que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina
se captura de una célula B.

7. La biblioteca segun la reivindicacion 6, e n la q ue dicha célula B se aisla de una muestra de sangre de un paciente
autoinmune.

8. La b iblioteca seg un la r eivindicacién 7, en la que el paciente auto inmune esta d iagnosticado c on u n trastor no
seleccionado del grupo que consiste en lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, artritis reumatoide, sindrome
antifosfolipido y vasculitis.

9. La biblioteca segun cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5 a 8, enla que dichas secuencias de ADN comprenden
ademas secuencias que codifican regiones marco VH 3-23.

10. La biblioteca segun cualquiera de | as reivindicaciones 4 6 5 a 8, en la que dic hos paquetes gen éticos son fag os
M13.

11. La biblioteca segun la reivindicacién 10, en la que dichas secuencias de ADN estan en un vector fago.

12. La biblioteca segun la reivindicacion 10 u 11, en la que dicho fago comprende un gen iii de tipo salvaje y un geniii
truncado para la presentacion de péptidos, polipéptidos o proteinas.

13. La biblioteca segun cualquiera de las re ivindicaciones 4 6 5 a 8, en la que d ichas secuencias de ADN estan en un
vector fagémido.

14. La biblioteca segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en la que dich os péptidos, polipéptidos o proteinas
presentados se presentan mediante un conector corto a la parte final del gen Ill de M13.
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el - . Analisis por gel del producto de PCR de la amplificacion extensor-kappa
Aprox 15ng}5|,|1 < 150g/ul
1-100pb
2-LDM

3-50ng de molde
4-10ng de molde
5-ADNss no ligado
6- control negativo
7-LDM

8- 100pb

FIG. 5
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. Producto de PCR purificado por gel de la amplificacion del extensor-kappa
Concentracion. : = 35ng/pl

1-LDM
2 - 1yl purif.

FIG. 6
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Analisis por gel de ADNss-K digeridoe

1l de ADNss digerido = Bng de ADNss

Volumen total de  50pl = 400ng de ADNss

-> 400ng sSDNA de ADNss disponibles para ligacién de los puentes-extensores

1 = 100pb

2-LDM

3 = 1) de ADNss puro

4 - 4l de lechos después de dig.
5 - 8}il de lechos después de dig.
6 -LDM

7 - 100pb

FIG. 7
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= Analisis por gel de la ligacion extensor-kappa escindida

20ng/Spl de material eluido' <> 4ng/pul .
1- 100pb

2-LDM

3 = Mezcla de ligacion, 4l

4 = ADNss no ligado
5-LDM

FIG. 8
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