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DESCRIPCION

Métodos para construir bibliotecas de presentacion de paquetes genéticos para miembros de una familia diversa de
péptidos

La presente invencién se refiere a métodos, como se definen en las reivindicaciones, para construir bibliotecas de
paquetes genéticos que presentan un miembro de una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas, y
presentan colectivamente al menos una porcién de la diversidad de la familia. En una realizacion preferida, los
polipéptidos presentados son Fab humanos.

Mas especificamente, los métodos de la invencion comprenden escindir acidos nucleicos monocatenarios en
localizaciones seleccionadas, codificando los acidos nucleicos escindidos, al menos en parte, los péptidos,
polipéptidos o proteinas presentados en los paquetes genéticos de las bibliotecas de la invencion. En una
realizacion preferida, los paquetes genéticos son fagos o fagémidos filamentosos.

La presente memoria descriptiva describe métodos para identificar las bibliotecas de paquetes genéticos que
presentan péptidos, polipéptidos y proteinas utiles, y a los péptidos, polipéptidos y proteinas identificados por dicha
identificacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Es ahora practica habitual en la técnica preparar bibliotecas de paquetes genéticos que presentan un miembro de
una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y presentan colectivamente al menos una porcién de la
diversidad de la familia. En muchas bibliotecas comunes, los péptidos, polipéptidos o proteinas presentados estan
relacionados con anticuerpos. Con frecuencia, son Fabs o anticuerpos monocatenarios.

En general, los ADN que codifican miembros de las familias a presentar deben amplificarse antes de que se cloneny
se usen para presentar el miembro deseado en la superficie de un paquete genético. Dicha amplificacion
tipicamente hace uso de cebadores directos e inversos.

Tales cebadores pueden ser complementarios de secuencias nativas del ADN a amplificar, o complementarios de
oligonucledtidos unidos en los extremos 5’ 0 3’ de ese ADN. Los cebadores que son complementarios de secuencias
nativas del ADN a amplificar tienen la desventaja de que dan preferencia a los miembros de las familias a presentar.
Se amplificaran solamente los miembros que contengan una secuencia en el ADN nativo que sea sustancialmente
complementaria del cebador. Los que no, estaran ausentes de la familia. Para los miembros que se amplifican, se
suprimira cualquier diversidad dentro de 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. Se hibrida con una regién de secuencia en el ADN nativo que se afirma que esta
“suficientemente bien conservada” dentro de una Unica especie. Tal cebador tendra preferencia por los miembros
amplificados frente a los que tengan esta region “conservada”. Se extingue cualquier diversidad dentro de esta
region.

Se acepta generalmente que los genes de anticuerpos humanos surgen a través de un proceso que implica una
seleccion combinatoria de V y J, o V, D y J, seguido de mutaciones somaticas. Aunque la mayor diversidad se
produce en las regiones determinantes de complementariedad (CDRs), también se produce diversidad en las
regiones del marco (FR) mas conservadas y al menos parte de esta diversidad confiere o potencia la unién
especifica a antigenos (Ag). Como consecuencia, las bibliotecas deberian contener tanta diversidad de CDR y FR
como sea posible.

Para clonar los ADN amplificados para presentacién en un paquete genético de los péptidos, polipéptidos o
proteinas que codifican, los ADN deben escindirse para producir extremos apropiados para ligacién a un vector.
Dicha escision se efectia generalmente usando sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion portados
en los cebadores. Cuando los cebadores estan en el extremo 5’ de ADN producido a partir de transcripcion inversa
de ARN, dicha restriccion deja regiones no traducidas 5 perjudiciales en el ADN amplificado. Estas regiones
interfieren con la expresion de los genes clonados, y de este modo con la presentacion de los péptidos, polipéptidos
y proteinas codificados por ellas.

Zhu D., Analytical Biochemistry, Vol. 177(1), 1989, paginas 120-124, describe la escision dirigida por
oligodesoxinucleotidos y la reparacion de un vector monocatenario: un método de mutagénesis especifica del sitio.

Thielking V et al., Biochemistry, Vol. 29(19), 1990, paginas 4682-4691, describen la exactitud de la endonucleasa de
restriccion ECO-RI en estudios de unién y escision con sustratos oligodesoxinucleotidicos que contienen secuencias
de reconocimiento degeneradas.

Alves Juergen et al., Biochemistry, Vol. 34(35), 1995, paginas 11191-11197, describen la exactitud de la
endonucleasa de restriccion EcoRV en estudios de union y escision con sustratos oligodesoxinucleotidicos que
contienen secuencias de reconocimiento degeneradas.
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Kim S.C. et al., Science, Vol. 240, No. 4851, 1988, paginas 504-506, describen la escision de ADN en cualquier sitio
predeterminado con cebadores adaptadores y enzimas de restriccion clase I1S.

Podhajska A.J. y Szybalski W., Gene, Vol. 40(2-3), 1985, paginas 175-182, describen la conversion de la
endonucleasa FOK-l en una enzima de restriccion universal que escinde ADN fagico M-13-MP-7 en sitios
predeterminados.

El documento WO 97/20923 describe la preparacion de una biblioteca multicombinatoria de vectores de expresion
de genes de anticuerpos.

El documento WO 97/49809 describe polipéptidos capaces de formar estructuras de unién a antigeno con
especificidad por los antigenos Rhesus D, el ADN que los codifica, y el procedimiento para su preparacion y uso.

SUMARIO DE LA INVENCION

Es un objeto de la invencion proporcionar nuevos métodos para construir bibliotecas de paquetes genéticos que
presentan un miembro de una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y presentan de forma colectiva al
menos una porcion de la diversidad de esta familia. Estos métodos no tienen preferencia por ADN que contienen
secuencias nativas que son complementarias de los cebadores usados para amplificaciéon. También permiten que
cualquier secuencia que pueda ser perjudicial para la expresion se elimine del ADN amplificado antes de la
clonacion y presentacion.

La memoria descriptiva describe un método para escindir secuencias de acidos nucleicos monocatenarias en una
localizacién deseada, comprendiendo el método las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido monocatenario, siendo el oligonucleétido
funcionalmente complementario del acido nucleico en la region en la que se desea escision e incluyendo una
secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento de endonucleasas de
restriccion que, en la restriccion, da como resultado la escision del acido nucleico en la localizacion deseada; y

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

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucledtido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una regioén suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de modo
que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a cabo la
escision usando una endonucleasa de restriccion que es activa a la temperatura escogida.

La memoria descriptiva describe un método alternativo para escindir secuencias de acido nucleico monocatenarias
en una localizacién deseada, comprendiendo el método las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucledtido parcialmente bicatenario, siendo la region
monocatenaria del oligonucleétido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la regién en la que se
desea la escision, y teniendo la region bicatenaria del oligonucleétido un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion de Tipo 1I-S, cuyo sitio de escision se localiza a una distancia conocida del sitio de
reconocimiento; y

(i) escindir el acido nucleico solamente en el sitio de escision formado por la complementacion del acido nucleico
y la regién monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucledtido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una regioén suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de modo
que pueda producirse escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a cabo la
escision usando una endonucleasa de restriccion que es activa a la temperatura escogida.

La memoria descriptiva describe un método para capturar moléculas de ADN que comprenden un miembro de una
familia diversa de ADN y comprenden colectivamente al menos una porcidon de la diversidad de la familia. Estas
moléculas de ADN en forma monocatenaria se han escindido mediante uno de los métodos de esta invencion. Este
método implica ligar los miembros de ADN monocatenarios individuales de la familia con un complejo de ADN
parcialmente bicatenario. EI método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una secuencia de acido nucleico monocatenaria que se ha escindido con una endonucleasa
de restriccion con un oligonucledtido parcialmente bicatenario, siendo la regidbn monocatenaria del
oligonucledtido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la region que permanece después de la
escision, incluyendo la region bicatenaria del oligonucleétido cualquier secuencia necesaria para devolver las
secuencias que permanecen después de la escision al marco de lectura apropiado para expresion, y conteniendo
un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion 5’ de esas secuencias; y

3



10

15

20

25

30

35

40

ES 2531551713

(i) escindir la secuencia oligonucleotidica parcialmente bicatenaria solamente en el sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion contenido dentro de la region bicatenaria del oligonucledtido parcialmente

bicatenario.

Es otro objeto de esta invencion preparar bibliotecas, que presentan una familia diversa de péptidos, polipéptidos o
proteinas, y presentan colectivamente al menos porcion de la diversidad de la familia, usando los métodos y ADN

descritos anteriormente.

Es un objeto identificar esas bibliotecas para identificar péptidos, polipéptidos y proteinas utiles, y usar esas
sustancias en terapia humana.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es un esquema de diversos métodos que pueden emplearse para amplificar genes VH sin usar
cebadores especificos para secuencias VH.

La FIG. 2 es un esquema de diversos métodos que pueden emplearse para amplificar genes VL sin usar

secuencias VL.

La FIG. 3 representa analisis en gel de ADN kappa escindido del Ejemplo 2.

La FIG. 4 representa analisis en gel de ADN kappa escindido del Ejemplo 2.

La FIG. 5 representa analisis en gel de ADN kappa amplificado del Ejemplo 2.

La FIG. 6 representa ADN kappa amplificado purificado en gel del Ejemplo 2.

TERMINOS

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

Hebra sentido

Hebra antisentido

Cebador directo:

Cebador inverso:

Bases:

Sv
Ap
apR
ER

ERU

La hebra superior de ADN bc como se escribe habitualmente. En la hebra sentido, 5’-ATG-
3’ codifica Met.

La hebra inferior de ADN bc como se escribe habitualmente. En la hebra antisentido, 3'-
TAC-5’ corresponderia con un codén de Met en la hebra sentido.

Un cebador “directo” es complementario de una parte de la hebra sentido y actia como
cebador para la sintesis de una nueva molécula de hebra antisentido. “Cebador directo” y
“cebador de hebra inferior” son equivalentes.

Un cebador “inverso” es complementario de una parte de la hebra antisentido y actia como
cebador para la sintesis de una nueva molécula de hebra sentido. “Cebador inverso” y
“cebador de hebra superior” son equivalentes.

Las bases se especifican por su posicién en un vector o gen como su posicion dentro de un
gen por codon y base. Por ejemplo, “89.1” es la primera base del codén 89, 89.2 es la
segunda base del coddn 89.

Estreptavidina

Ampicilina

Un gen que confiere resistencia a ampicilina.
Endonucleasa de restriccion

Endonucleasa de restriccion universal

Funcionalmente complementario Dos secuencias son suficientemente complementarias para que se hibriden en

SRER
AA
PCR
GLG

las condiciones seleccionadas.

Sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion
Aminoacido

Reaccion en cadena de polimerizacion

Genes de linea germinal
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Ab Anticuerpo: una inmunoglobulina. El término también abarca cualquier proteina que tenga
un dominio de unién que es homdélogo a un dominio de unién de inmunoglobulina. Unos
pocos ejemplos de anticuerpos dentro de esta definiciéon son, entre otros, isotipos de
inmunoglobulina y los fragmentos Fab, F(ab'),, scFv, Fv, dAb y Fd.

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

scFv Un Ab monocatenario que comprende VH::enlazador::VL o VL::enlazador::VH

w.t. Tipo salvaje

HC Cadena pesada

LC Cadena ligera

VK Un dominio variable de una cadena ligera kappa.

VH Un dominio variable de una cadena pesada.

VL Un dominio variable de una cadena ligera lambda.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Las secuencias de acido nucleico que son utiles en los métodos de esta invencion, es decir, las que codifican al
menos en parte los péptidos, polipéptidos y proteinas individuales presentados en los paquetes genéticos de esta
invencion, pueden ser de origen natural, sintéticos o una combinaciéon de los mismos. Pueden ser ARNm, ADN o
ADNCc. En la realizacion preferida, los acidos nucleicos codifican anticuerpos. Mas preferiblemente, codifican Fabs.

Los acidos nucleicos utiles en esta invencion pueden ser naturalmente diversos, la diversidad sintética puede
introducirse en los miembros naturalmente diversos, o la diversidad puede ser completamente sintética. Por ejemplo,
la diversidad sintética puede introducirse en una o mas CDRs de genes de anticuerpos.

La diversidad sintética puede crearse, por ejemplo, a través del uso de tecnologia TRIM (documento U.S.
5.869.644). La tecnologia TRIM permite el control sobre exactamente qué tipos de aminoacidos se permiten en
posiciones abigarradas y en qué proporciones. En la tecnologia TRIM, los codones a diversificar se sintetizan
usando mezclas de trinucledtidos. Esto permite que se incluya cualquier conjunto de tipos de aminoacidos en
cualquier proporcion.

Otra alternativa que puede usarse para generar ADN diversificado es la sintesis oligonucleotidica mixta. Con
tecnologia TRIM, se puede permitir Ala y Trp. Con sintesis oligonucleotidica mixta, una mezcla que incluyera Ala y
Trp también incluiria necesariamente Ser y Gly. Los tipos de aminoacidos permitidos en las posiciones abigarradas
se seleccionan con referencia a la estructura de los anticuerpos, u otros péptidos, polipéptidos o proteinas de la
familia, la diversidad observada en genes de linea germinal, las mutaciones somaticas observadas frecuentemente,
y las areas y tipos deseados de abigarramiento.

En una realizacion preferida de esta invencion, las secuencias de acido nucleico para al menos una CDR u ofra
region de los péptidos, polipéptidos o proteinas de la familia son ADNc producidos por transcripcion inversa de
ARNm. Mas preferiblemente, los ARNm se obtienen de células de sangre periférica, células de médula dsea, células
del bazo o células de 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 mas preferible, los ARNm se obtienen de pacientes que padecen al menos un trastorno
autoinmune o cancer. Preferiblemente, se usan ARNm que contienen una alta diversidad de enfermedades
autoinmunes, tales como lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, artritis reumatoide, sindrome
antifosfolipidico y vasculitis.

En una realizacion preferida de esta invencion, los ADNc se producen a partir de los ARNm usando transcripcion
inversa. En esta realizacion preferida, los ARNm se separan de la célula y se degradan usando meétodos
convencionales, de modo que solamente permanezcan los ARNm de longitud completa (es decir, encaperuzados).
La caperuza se retira después, y se usa la transcripcion inversa para producir los ADNc.

La transcripcion inversa de la primera hebra (antisentido) puede realizarse de cualquier manera con cualquier
cebador adecuado. Véase, por ejemplo, HJ de Haard et al., Journal of Biological Chemistry. 274 (26):18218-30
(1999). En la realizacion preferida de esta invencion en la que los ARNm codifican anticuerpos, pueden usarse
cebadores que son complementarios de las regiones constantes de genes de anticuerpos. Esos cebadores son
utiles debido a que no generan preferencia por subclases de anticuerpos. En otra realizacion, pueden usarse
cebadores poli-dT (y pueden preferirse para los genes de cadena pesada). Como alternativa, pueden unirse
secuencias complementarias del cebador a los extremos de la hebra antisentido.
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En una realizacién preferida de esta invencion, el cebador de transcriptasa inversa puede estar biotinilado,
permitiendo de este modo que el producto de ADNc se inmovilice en perlas de estreptavidina (Sv). La inmovilizacion
también puede efectuarse usando un cebador marcado en el extremo 5’ con uno de a) grupo de amina libre, b) tiol,
c) acido carboxilico, o d) otro grupo no hallado en ADN que puede reaccionar para formar un enlace fuerte con un
compariero conocido en un medio insoluble. Si, por ejemplo, se proporciona una amina libre (preferiblemente amina
primaria) en el extremo 5 de un cebador de ADN, esta amina puede hacerse reaccionar con grupos acido
carboxilico en una perla polimérica usando quimica formadora de amida convencional. Si dicha inmovilizacién
preferida se usa durante la transcripcion inversa, el ARN de hebra superior se degrada usando enzimas bien
conocidas, tal como una combinacién de RNAsaH y RNAsaA, antes o después de la inmovilizacion.

Las secuencias de acido nucleico utiles en los métodos de esta invencion se amplifican generalmente antes de
usarse para presentar los péptidos, polipéptidos o proteinas que codifican. Antes de la amplificacién, los ADN
monocatenarios pueden escindirse usando uno de los métodos descritos anteriormente. Como alternativa, los ADN
monocatenarios pueden amplificarse y después escindirse usando uno de esos métodos.

Para dicha amplificacién puede usarse cualquiera de los métodos bien conocidos para amplificar secuencias de
acido nucleico. Se prefieren métodos que maximicen, y no tengan preferencia por, la diversidad. En una realizaciéon
preferida de esta invencion en la que las secuencias de acido nucleico derivan de genes de anticuerpo, la presente
descripcion utiliza preferiblemente cebadores en las regiones constantes de los genes de cadena pesada y ligera y
cebadores de una secuencia sintética que se unen al extremo 5’ de la hebra sentido. El uso de cebadores en dicha
secuencia sintética evita el uso de secuencias dentro de las regiones variables de los genes de anticuerpos. Esos
sitios de cebado de la region variable generan preferencia frente a genes V que son de subclases poco comunes o
que se han mutado en los sitios de cebado. Esta preferencia se debe parcialmente a la supresion de la diversidad
dentro de la regidon del cebador y parcialmente debido a la falta de cebado cuando estan presentes muchas
mutaciones en la regiéon complementaria del cebador. Los métodos descritos en esta invencion tienen la ventaja de
no dar preferencia a la poblacion de genes de anticuerpos amplificados para tipos de genes V particulares.

Las secuencias sintéticas pueden unirse al extremo 5’ de la cadena de ADN por diversos métodos bien conocidos
para ligar secuencias de ADN entre si. Un método preferido es RT CapExtention.

En RT CapExtention (derivada de Smart PCR ™)), se usa un solapamiento corto (5-... GGG-3' en el cebador de
hebra superior (USP-GGG) complementa 3'-CCC... 5" en la hebra inferior) y transcriptasas inversas de modo que el
complemento inverso del cebador de la hebra superior se una a la hebra inferior.

En una realizaciéon preferida de esta invencion, el cebador de hebra superior o hebra inferior también puede estar
biotinilado o marcado en el extremo 5’ con uno de a) grupo amino libre, b) tiol, ¢) acido carboxilico y d) otro grupo no
hallado en ADN que pueda reaccionar para formar un enlace fuerte con un comparfero conocido como un medio
insoluble. Estos pueden usarse después para inmovilizar la cadena marcada después de amplificacién. EI ADN
inmovilizado puede ser mono- o bicatenario.

La FIG. 1 muestra un esquema de la amplificacién de genes VH. La FIG. 1, Panel A, muestra un cebador especifico
de la region poli-dT de la 3° UTR que ceba la sintesis de la primera hebra inferior. También son adecuados
cebadores que se unen en la region constante. El panel B muestra la hebra inferior extendida en su extremo 3’ por
tres Cs que no son complementarias del ARNm. El panel C muestra el resultado de hibridar un cebador de hebra
superior sintético que termina en tres GGG que se hibrida a los CCCs 3’ terminales, y de extender la transcripcion
inversa que extiende la hebra inferior por el complemento inverso de la secuencia del cebador sintético. El panel D
muestra el resultado de la amplificacion por PCR usando un cebador de hebra superior sintético biotinilado en 5’ que
replica el extremo 5’ del cebador sintético de panel C, y un cebador de hebra inferior complementario de parte del
dominio constante. El panel E muestra ADNc bicatenario (bc) inmovilizado obtenido usando un cebador de hebra
superior biotinilado en 5’.

La FIG. 2 muestra un esquema similar para la amplificacion de genes VL. La FIG. 2, panel A, muestra un cebador
especifico de la region constante en o cerca del extremo 3’ que ceba la sintesis de la primera hebra inferior.
También son adecuados cebadores que se unen en la regién poli-dT. El panel B muestra la hebra inferior extendida
en su extremo 3’ por tres Cs que no son complementarias del ARNm. El panel C muestra el resultado de hibridar un
cebador de hebra superior sintético que termina en tres GGGs que se hibridan con las CCCs 3’ terminales, y de
extender la transcripcién inversa que extiende la hebra inferior por el complemento inverso de la secuencia del
cebador sintético. El panel D muestra el resultado de la amplificacién por PCR usando un cebador de hebra superior
sintético biotinilado en 5’ que replica el extremo 5’ del cebador sintético del panel C y un cebador de hebra inferior
complementario de parte del dominio constante. El cebador de hebra inferior también contiene un sitio de
endonucleasa de restriccion util, tal como Ascl. El panel E muestra ADNc bc inmovilizado, obtenido usando un
cebador de hebra superior biotinilado en 5’.

En las FIG. 1y 2, cada gen V consiste en una region 5’ no traducida (UTR) y una sefial de secrecion, seguido de la
region variable, seguido de una region constante, seguido de una region 3’ no traducida (que tipicamente termina en
poli-A). Un cebador inicial para la transcripcion inversa puede ser complementario de la region constante o del
segmento poli A de la 3-UTR. Para genes de cadena pesada humana, se prefiere un cebador de 15 T. Las
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transcriptasas inversas unen varios restos C al extremo 3’ del ADN recientemente sintetizado. RT CapExtention
aprovecha esta caracteristica. La reaccion de transcripcion inversa se ejecuta en primer lugar solamente con un
cebador de hebra inferior. Después de alrededor de 1 hora, se afiade un cebador que acaba en GGG (USP-GGG) y
mas RTasa. Esto provoca que el ADNc de hebra inferior se extienda por el complemento inverso del USP-GGG
hasta el GGG final. Usando un cebador idéntico a parte de la secuencia sintética unida y un segundo cebador
complementario de una regién de secuencia conocida en el extremo 3’ de la hebra sentido, todos los genes V se
amplifican independientemente de su subclase del gen V.

Después de amplificacion, los ADN de esta invencion se hacen monocatenarios. Por ejemplo, las hebras pueden
separarse usando un cebador biotinilado, capturando el producto biotinilado en perlas de estreptavidina,
desnaturalizando el ADN y eliminando por lavado la hebra complementaria. Dependiendo de qué extremo del ADN
capturado se desee, se puede elegir movilizar la hebra superior (sentido) o la hebra inferior (antisentido).

Para preparar los ADN amplificados monocatenarios para clonacion en paquetes genéticos para efectuar la
presentacion de los péptidos, polipéptidos o proteinas codificados, al menos en parte, por esos ADN, se deben
manipular para proporcionar extremos adecuados para clonaciéon y expresion. En particular, debe eliminarse
cualquier region no traducida en 5’ y secuencias sefial de mamiferos, y deben reemplazarse, en el armazon, por una
secuencia sefial adecuada que actle en el hospedante de presentacion. Adicionalmente, pueden eliminarse partes
de los dominios variables (en genes de anticuerpos) y reemplazarse por segmentos sintéticos que contienen
diversidad sintética. La diversidad de otras familias génicas puede expandirse de modo similar con diversidad
sintética.

De acuerdo con los métodos de esta invencion, hay dos formas de manipular los ADN amplificados monocatenarios
para clonacién, como se define en las reivindicaciones. El primer método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico monocatenario con un oligonucleétido monocatenario, siendo el
oligonucledtido complementario del acido nucleico monocatenario en la region en la que se desea la escision, y
que incluye una secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccidon que, en la restriccion, da como resultado la escisién del acido nucleico en la
localizacion deseada; y

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

llevandose a cabo las etapas de puesta en contacto y escisién a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucledtido funcionalmente complementario del
acido nucleico sobre una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de modo que
pueda producirse la escision a la temperatura seleccionada y en la localizacion deseada, y llevandose a cabo la
escision usando una endonucleasa de restriccion que es activa a la temperatura seleccionada.

En este primer método, se hibridan oligonucleétidos cortos al ADN monocatenario, de modo que puedan escindirse
sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion formados dentro de las regiones ahora localmente
bicatenarias del ADN. En particular, un sitio de reconocimiento que aparece en la misma posiciéon en una fracciéon
sustancial de los ADN monocatenarios es idéntico.

Para genes de anticuerpos, esto puede realizarse usando un catalogo de secuencias de linea germinal. Véase, por
ejemplo, “http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html“. Pueden obtenerse actualizaciones de este sitio
bajo el encabezamiento “Amino acid and nucleotide sequence aligments”. Para otras familias, existen
comparaciones similares y pueden usarse para seleccionar regiones apropiadas para escision y para mantener la
diversidad.

Por ejemplo, la Tabla 195 representa las secuencias de ADN de las regiones FR3 de los 51 genes de linea germinal
VH humanos conocidos. En esta region, los genes contienen sitios de reconocimiento de endonucleasas de
restriccion mostrados en la Tabla 200. Se prefieren endonucleasas de restriccion que escinden una gran fraccion de
genes de linea germinal en el mismo sitio frente a endonucleasas que cortan en una variedad de sitios. Ademas, se
prefiere que haya solamente un solo sitio para las endonucleasas de restriccion en la regién a la que se une el
oligonucledtido corto en el ADN monocatenario, por ejemplo alrededor de 10 bases en cada lado del sitio de
reconocimiento de endonucleasas de restriccion.

Una enzima que escinde en direccion 3° en FR3 también es también mas preferible debido a que captura menos
mutaciones en el armazoén. Esto puede ser ventajoso en algunos casos. Sin embargo, se sabe bien que existen
mutaciones del armazoén, y confieren y potencian la unién de anticuerpos. La presente invencion, por eleccion del
sitio de restriccion apropiado, permite que se capture toda o parte de la diversidad de FR3. Por lo tanto, el método
también permite que se capture diversidad extensiva.

Finalmente, en los métodos de esta invencién se usan endonucleasas de restriccién que son activas entre alrededor
de 45° y alrededor de 75°C. Preferiblemente, se usan enzimas que son activas por encima de 50°C, y mas
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preferiblemente activas a alrededor de 55°C. Tales temperaturas mantienen la secuencia de acido nucleico a
escindir en forma sustancialmente monocatenaria.

Las enzimas mostradas en la Tabla 200 que cortan muchos de los genes de linea germinal de FR3 de cadena
pesada en una unica posicion incluyen: Maelll (24 en 4), Tsp45l (21 en 4), Hphl (44 en 5), BsaJdl (23 en 65), Alul (23
en 47), Bipl (21 en 48), Ddel (29 en 58), Bglll (10 en 61), Msll (44 en 72), BsiEl (23 en 74), Eael (23 en 74), Eagl (23
en 74), Haelll (25 en 75), Bst4Cl (51 en 86), HpyCH4lIl (51 en 86), Hinfl (38 en 2), Mlyl (18 en 2), Plel (18 en 2), Mnll
(31 en 67), HoyCH4V (21 en 44), BsmAl (16 en 11), Bpml (19 en 12), Xmnl (12 en 30), and Sacl (11 en 51). (La
notacion usada significa, por ejemplo, que BsmAl corta 16 de los genes de linea germinal de FR3, comenzando un
sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion en la base 11 de FR3).

Para la escision de cadenas pesadas humanas en FR3, las endonucleasas de restriccion preferidas son: Bst4Cl (o
Taal o HpyCHA4Ill), Bipl, HpyCHA4V y Msl. Debido a que ACNGT (el sitio de reconocimiento de endonucleasa de
restriccion para Bst4Cl, Taal y HpyCHA4IIl) se encuentra en un sitio consistente en todos los genes de linea germinal
de FR3 humanos, una de esas enzimas es la mas preferida para capturar la diversidad de CDR3 de cadena pesada.
Bipl y HpyCH4V son complementarios. Blpl corta la mayoria de los miembros de las familias VH1 y VH4, mientras
que HpyCHA4V corta la mayoria de los miembros de las familias VH3, VH5, VH6 y VH7. Ninguna enzima corta VH2s,
pero esta es una familia muy pequefia, que contiene solamente tres miembros. De este modo, estas enzimas
también pueden usarse en realizaciones preferidas de los métodos de esta invencion.

Las endonucleasas de restriccion HpyCHA4Ill, Bst4Cl y Taal reconocen todas 5-ACnGT-3' y cortan ADN de hebra
superior después de n, y ADN de hebra inferior antes de la base complementaria a n. Este es el sitio de
reconocimiento de endonucleasa de restriccion mas preferido para este método en cadenas pesadas humanas
debido a que se encuentra en todos los genes de linea germinal. Ademas, la regidon de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion (ACnGT) coincide con la segunda y tercera bases de un coddn de tirosina (tay) y el
siguiente codon de cisteina (tgy) como se muestra en la Tabla 206. Estos codones estan altamente conservados,
especialmente la cisteina en genes de anticuerpos maduros.

La Tabla 250 E muestra los distintos oligonucleétidos de 22 bases de longitud (excepto el Ultimo, que es de 20 bases
de longitud). La Tabla 255 C muestra el analisis de 1617 genes de anticuerpo de cadena pesada reales. De estos,
1511 tienen el sitio y coinciden con uno de los oligonucleétidos candidatos con hasta 4 emparejamientos erréneos.
Ocho oligonucledtidos representan la mayoria de las coincidencias, y se proporcionan en la Tabla 250 F.1. Los 8
oligonucledtidos son muy similares, de modo que es probable que se conseguira escision satisfactoria con
solamente un oligonucledtido (tal como H43.77.97.1-02#1) ajustando la temperatura, pH, salinidad, y similares. Uno
o dos oligonucledtidos pueden ser suficientes igualmente siempre que las secuencias génicas de linea germinal
difieran muy poco y especialmente si difieren muy poco cerca de la region de reconocimiento de endonucleasa de
restriccion a escindir. La Tabla 255 D muestra un analisis de repeticion de 1617 genes de anticuerpo de cadena
pesada reales usando solamente los 8 oligonucledtidos seleccionados. Esto muestra que 1463 de las secuencias
coinciden con al menos uno de los oligonucledtidos con hasta 4 emparejamientos erréneos y tienen el sitio como se
esperaba. Solo 7 secuencias tienen una segunda region de reconocimiento de endonucleasa de restriccion
HpyCHAIIl en esta region.

Otra ilustracion de la seleccién de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion apropiado implica la
escision en FR1 de cadenas pesadas humanas. La escisién en FR1 permite la captura de toda la diversidad de CDR
de la cadena pesada.

Los genes de linea germinal para FR1 de cadena pesada humana se muestran en la Tabla 217. La Tabla 220
muestra los sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion hallados en FR1s de genes de linea germinal
humana. Los sitios preferidos son Bsgl (GTGCAG; 39 en 4), BsoFIl (GCngc; 43 en 6,11 en 9, 2 en 3, 1 en 12), Tsel
(Gewgc; 43en6,11en 9, 2 en 3, 1 en 12), MspA1l (CMGckg; 46 en 7, 2 en 1), Pvull (CAGctg; 46 en 7, 2 en 1), Alul
(AGct; 48 en 8, 2 en 2), Ddel (Ctnag; 22 en 52, 9 en 48), Hphl (tcacc; 22 en 80), BssKI (Nccngg; 35 en 39, 2 en 40),
BsaJl (Ccnngg; 32 en 40, 2 en 41), BstNI (CCwgg; 33 en 40), ScrFl (CCngg; 35 en 40, 2 en 41), EcoO109I
(RGgnccey; 22 en 46, 11 en 43), Sau96l (Ggncc; 23 en 47, 11 en 44), Avall (Ggwcc; 23 en 47, 4 en 44), PpuMI
(RGgwccy; 22 en 46, 4 en 43), BsmFI (gtccc; 20 en 48), Hinfl (Gantc; 34 en 16, 21 en 56, 21 en 77), Tfil (21 en 77),
Miyl (GAGTC; 34 en 16), Miyl (gactc; 21 en 56), y AwWNI (CAGnnnctg; 22 en 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 escisiébn en ambos sitios, se usan
oligonucledtidos que no abarcan completamente el sitio en 1-6. De este modo, el ADN no se escindira en ese sitio.
Se ha mostrado que el ADN que se extiende 3, 4 6 5 bases mas alla de un sitio de Pwvull puede escindirse
eficazmente.

Otra ilustracion de la seleccion de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccién apropiado implica
escision en FR1 de cadenas ligeras kappa humanas. La Tabla 300 muestra los genes de linea germinal de FR1
kappa humana, y la Tabla 302 muestra sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion que se encuentran
en un ndmero sustancial de genes de linea germinal FR1 kappa humana en localizaciones consistentes. De los
sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion enumerados, BsmAl y PflFI son las enzimas mas
preferidas. Se encuentran sitios BsmAl en la base 18 en 35 de 40 genes de linea germinal. Se encuentran sitios
PfIF1 en 35 de 40 genes de linea germinal en la base 12.
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Otro ejemplo de seleccion de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion apropiado implica escision
en FR1 de la cadena ligera lambda humana. La Tabla 400 muestra las 31 secuencias de genes de linea germinal de
FR1 lambda humana conocidas. La Tabla 405 muestra sitios de reconocimiento de endonucleasa de restriccion
hallados en genes de la linea germinal de FR1 lambda humana. Hinfl y Ddel son las endonucleasas de restriccion
mas preferidas para cortar cadenas lambda humanas en FR1.

Después de que se seleccione el sitio o los sitios apropiados para escision, se preparan uno o mas oligonucleoétidos
cortos para complementar funcionalmente, solos o en combinacion, el sitio de reconocimiento seleccionado. Los
oligonucledtidos también incluyen secuencias que flanquean el sitio de reconocimiento en la mayoria de los genes
amplificados. Esta regién flanqueante permite que la secuencia se hibride con el ADN monocatenario
suficientemente para permitir la escision por la endonucleasa de restriccion especifica del sitio escogido.

La longitud y secuencia reales del oligonucleétido depende del sitio de reconocimiento y las condiciones que se usen
para la puesta en contacto y la escision. La longitud debe ser suficiente para que el oligonucleétido sea
funcionalmente complementario del ADN monocatenario a lo largo de una region suficientemente grande para
permitir que las dos hebras se asocien, de modo que se produzca escision a la temperatura escogida y solamente
en la localizacion deseada.

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

Los oligonucledtidos de esta longitud no necesitan ser complementos idénticos de los genes de linea germinal. En
su lugar, pueden tolerarse unos pocos emparejamientos erroneos tomados. Preferiblemente, sin embargo, no se
permiten mas de 1-3 emparejamientos erréneos. Algunos emparejamientos erroneos no afectan de forma adversa a
la hibridacion del oligonucledtido con el ADN monocatenario. Por lo tanto, se dice que los dos ADN son
funcionalmente complementarios.

El segundo método para manipular los ADN monocatenarios amplificados de esta invencion para clonacion
comprende las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico monocatenario con un oligonucleétido parcialmente bicatenario, siendo la
region monocatenaria del oligonucleétido complementaria del acido nucleico monocatenario en la region en la
que se desea escision, y teniendo la regidon bicatenaria del oligonucleétido un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion Tipo II-S, cuyo sitio de escision se localiza a una distancia conocida del sitio de
reconocimiento; y

(i) escindir el acido nucleico solamente en el sitio de escision formado por la complementacion del acido nucleico
y la regién monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escisidon a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucledtido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una regioén suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de modo
que pueda producirse escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a cabo la
escision usando una endonucleasa de restriccion que es activa a la temperatura seleccionada.

Este segundo método emplea endonucleasas de restriccion universales (‘ERU”). Las ERU son oligonucleétidos
parcialmente bicatenarios. La porcion monocatenaria o solapamiento de las ERU consiste en un adaptador de ADN
que es funcionalmente complementario de la secuencia a escindir en el ADN monocatenario. La porcion bicatenaria
consiste en un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion de tipo II-S.

El método de ERU de esta invencion es especifico y preciso, y puede tolerar algunos (por ejemplo, 1-3)
emparejamientos erroneos en las regiones complementarias, es decir, es funcionalmente complementario de esa
region. Ademas, las condiciones en las que se usa la ERU pueden ajustarse, de modo que la mayoria de los genes
que se amplifiquen puedan cortarse, reduciendo la preferencia en la biblioteca producida a partir de esos genes.

La secuencia del adaptador de ADN monocatenario o porcidon solapante de la ERU tipicamente consiste en
alrededor de 14-22 bases. Sin embargo, pueden usarse adaptadores mas largos o mas cortos. El tamafio depende
de la capacidad del adaptador para asociarse con su complemento funcional en el ADN monocatenario y la
temperatura usada para poner en contacto la ERU y el ADN monocatenario a la temperatura usada para escindir el
ADN con la enzima de tipo II-S. El adaptador debe ser funcionalmente complementario del ADN monocatenario a lo
largo de una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de modo que pueda
producirse escisiéon a la temperatura seleccionada y en la localizacion deseada. Se prefieren porciones
monocatenarias o solapantes de 14-17 bases de longitud, y mas preferiblemente 18-20 bases de longitud.

El sitio seleccionado para escisiéon usando la ERU es preferiblemente uno que se conserva sustancialmente en la
familia de ADN amplificados. En comparacion con el primer método de escision de esta invencién, estos sitios no
necesitan ser sitios de reconocimiento de endonucleasa. Sin embargo, al igual que el primer método, los sitios
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escogidos pueden ser sintéticos en lugar de existir en el ADN nativo. Tales sitios pueden escogerse por referencias
a las secuencias de anticuerpos conocidos u otras familias de genes. Por ejemplo, las secuencias de muchos genes
de linea germinal se presentan en http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html. Por ejemplo, un sitio
preferido aparece cerca del extremo de FR3, codon 89 hasta la segunda base del codén 93. La CDR3 comienza en
el codon 95.

Las secuencias de 79 genes de cadena pesada humana también estan disponibles en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entre2/nucleotide.html. Este sitio puede usarse para identificar secuencias apropiadas
para escision con ERU de acuerdo con los métodos de esta invencion. Véase, por ejemplo, la Tabla 8B.

Mas preferiblemente, se identifican una o mas secuencias usando estos sitios u otra informacién de secuencia
disponible. Estas secuencias juntas se presentan en una fraccion sustancial de los ADN amplificados. Por ejemplo,
podrian usarse multiples secuencias para permitir diversidad conocida en genes de linea germinal o para
mutaciones somaticas frecuentes. También podrian usarse secuencias degeneradas sintéticas. Preferiblemente, se
escoge una secuencia o secuencias que aparecen en al menos 65% de genes examinados con no mas de 2-3
emparejamientos erroneos.

Se hace después que los adaptadores o solapamientos monocatenarios de ERU sean complementarios con las
regiones escogidas.

Las condiciones para usar las ERU se determinan de forma empirica. Estas condiciones deberian permitir escision
de ADN que contiene las secuencias funcionalmente complementarias con no mas de 2 6 3 emparejamientos
erréneos pero que no permitirian la escision de ADN que carece de tales secuencias.

Como se ha descrito anteriormente, la porcion bicatenaria de la ERU incluye un sitio de reconocimiento de
endonucleasa tipo II-S. Puede usarse cualquier enzima de tipo |I-S que sea activa a una temperatura necesaria para
mantener el ADN monocatenario sustancialmente en esa forma y para permitir que la porcién adaptadora de ADN
monocatenario de la ERU se hibride durante suficiente tiempo con el ADN monocatenario para permitir escision en
el sitio deseado.

Las enzimas de tipo II-S preferidas para uso en los métodos de ERU de esta invenciéon proporcionan escision
asimétrica del ADN monocatenario. Entre estas estan las enzimas enumeradas en la Tabla 800. La enzima tipo 1I-S
mas preferida es Fokl.

Cuando se usa la ERU que contiene Fokl preferida, se usan preferiblemente varias condiciones para efectuar
escision:

1) Deberia estar presente exceso de la ERU frente a ADN diana para activar la enzima. ERU presente solamente
en cantidades equimolares con el ADN diana produciria escasa escisiéon de ADNmc debido a que la cantidad de
enzima activa disponible seria limitante.

2) Puede usarse un activador para activar parte de la enzima Fokl para dimerizar sin provocar escision. Se
muestran ejemplos de activadores apropiados en la Tabla 510.

3) La reaccion de escision se realiza a una temperatura entre 45°C y 75°C, preferiblemente por encima de 50°C y
mas preferiblemente por encima de 55°C.

Las ERU usadas en la técnica anterior contenian un segmento monocatenario de 14 bases, un tallo de 10 bases
(que contenian un sitio de Fokl), seguido del palindromo del tallo de 10 bases. Aunque pueden usarse tales ERU en
los métodos de esta invencion, las ERU preferidas de esta invencién también incluyen un segmento de tres a ocho
bases (un bucle) entre los segmentos que contienen sitios de reconocimiento de endonucleasa de restriccion Fokl.
En la realizacion preferida, el tallo (que contiene el sitio Fokl) y sus palindromos también son de mas de 10 bases de
longitud. Preferiblemente, son de 10-14 bases de longitud. Se muestran ejemplos de estos adaptadores de ERU de
tipo “piruleta” en la Tabla 5.

Un ejemplo de uso de una ERU para escindir un ADN monocatenario implica la region FR3 de cadena pesada
humana. La Tabla 508 muestra un analisis de 840 cadenas pesadas humanas maduras de longitud completa con las
secuencias de reconocimiento de ERU mostradas. La amplia mayoria (718/840 = 0,85) se reconoceran con 2 o
menos emparejamientos erroneos usando cinco ERU (VHS881-1.1, VHS881-1.2, VHS881-2.1, VHS881-4.1, y
VHS881-9.1). Cada una tiene una secuencia adaptadora de 20 bases para complementar el gen de linea germinal,
un segmento de tallo de diez bases que contiene un sitio Fokl, un bucle de cinco bases, y el complemento inverso
del primer segmento de tallo. La hibridacion de esos adaptadores, solos o en combinacién, con ADN de cadena
pesada antisentido monocatenario y el tratamiento con Fokl en presencia de, por ejemplo, el activador FOKIlact,
conduciran a escision de la hebra antisentido en la posicién indicada.

Otro ejemplo de uso de una o varias ERU para escindir un ADN monocatenario implica la region FR1 de las cadenas
ligeras kappa humanas. La Tabla 512 muestra un analisis de 182 cadenas kappa humanas de longitud completa con
respecto a emparejamiento por las cuatro secuencias sonda de 19 bases mostradas. Noventa y seis por ciento de
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las secuencias coinciden con una de las sondas con 2 o0 menos emparejamientos erroneos. Los adaptadores de
ERU mostrados en la Tabla 512 son para escisién de la hebra sentido de cadenas kappa. De este modo, las
secuencias adaptadoras son el complemento inverso de las secuencias de genes de linea germinal. La ERU
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 funciéon es
interrumpir el palindromo de los tallos de modo que se favorezca la formaciéon de un monémero de tipo piruleta
frente a dimerizacion. La Tabla 512 también muestra donde se escinde la hebra sentido.

Otro ejemplo de uso de una ERU para escindir un ADN monocatenario implica la cadena ligera lambda humana. La
Tabla 515 muestra analisis de 128 cadenas ligeras lambda humanas con respecto a coincidencia con las cuatro
sondas de 19 bases mostradas. Con tres o menos emparejamientos erroneos, 88 de 128 (69%) de las cadenas
coinciden con una de las sondas. La Tabla 515 también muestra adaptadores de ERU correspondientes a estas
sondas. La hibridacion de estos adaptadores con ADNmc de hebra superior de cadenas lambda y el tratamiento con
Fokl en presencia de FOKIlact a una temperatura de o por encima de 45°C conducira a escision especifica y precisa
de las cadenas.

Las condiciones en las que las secuencias oligonucleotidicas cortas del primer método y las ERU del segundo
método se ponen en contacto con los ADN monocatenarios pueden determinarse empiricamente. Las condiciones
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 pueden interferir
con su asociacion con la secuencia oligonucleotidica o la ERU o que puedan en si mismas proporcionar sitios para
escision por la endonucleasa de restriccion escogida.

La eficacia y especificidad de oligonucledétidos cortos (primer método) y ERU (segundo método) pueden ajustarse
controlando las concentraciones de los oligonucledtidos/adaptadores de ERU y el ADN de sustrato, la temperatura,
el pH, la concentracion de iones metalicos, la fuerza idnica, la concentracion de caotropos (tales como urea y
formamida), la concentracion de la endonucleasa de restriccion (por ejemplo, Fokl), y el momento de la digestion.
Estas condiciones pueden optimizarse con oligonucledtidos sintéticos que tienen: 1) secuencias génicas de linea
germinal diana, 2) secuencias génicas diana mutadas o 3) secuencias no diana algo relacionadas. El objetivo es
escindir la mayoria de las secuencias diana y cantidades minimas de no dianas.

En esta invencién, el ADN monocatenario se mantiene sustancialmente en esa forma usando una temperatura entre
45°C y 75°C. Mas preferiblemente, se usa una temperatura entre 50°C y 60°C, lo mas preferible entre 55°C y 60°C.
Estas temperaturas se emplean tanto cuando se pone en contacto el ADN con el oligonucleétido o ERU como
cuando se escinde el ADN usando los métodos de esta invencion.

Los dos métodos de escision de esta invencion tienen varias ventajas. El primer método permite que los miembros
individuales de la familia de ADN monocatenarios se escindan solamente en un sitio de reconocimiento de
endonucleasa sustancialmente conservado. El método tampoco requiere que se construya un sitio de
reconocimiento de endonucleasa en los cebadores de amplificacion o transcripcién inversa. Puede usarse cualquier
sitio nativo o sintético en la familia.

El segundo método tiene ambas de estas ventajas. Ademas, el método de ERU permite que los ADN
monocatenarios se escindan en posiciones en las que ningun sitio de reconocimiento de endonucleasas aparece de
forma natural o se ha construido de forma sintética.

Resulta mas importante que ambos métodos de escision permiten el uso de cebadores 5 y 3’ para maximizar la
diversidad y después escision para eliminar secuencias no deseadas o perjudiciales antes de clonacion y
presentacion.

Después de escindir los ADN amplificados usando uno de los métodos de esta invencion, el ADN se prepara para
clonacion. Esto se realiza usando un adaptador de ADN sintético parcialmente bicatenario, cuya secuencia terminal
se basa en el sitio de escision especifico en el que se ha escindido el ADN amplificado.

El ADN sintético se disefia de modo que cuando se liga con el ADN monocatenario escindido, permite que el ADN
se exprese en el marco de lectura correcto para presentar el péptido, polipéptido o proteina deseado en la superficie
del paquete genético. Preferiblemente, la porcion bicatenaria del adaptador comprende la secuencia de varios
codones que codifican la secuencia de aminoacidos caracteristica de la familia de péptidos, polipéptidos o proteinas
hasta el sitio de escisiéon. Para cadenas pesadas humanas, se usan preferiblemente los aminoacidos del armazén 3-
23 para proporcionar las secuencias requeridas para expresion del ADN escindido.

Preferiblemente, la porcidon bicatenaria del adaptador tiene alrededor de 12 a 100 bases de longitud. Mas
preferiblemente, se usan alrededor de 20 a 100 bases. La region bicatenaria del adaptador también contiene
preferiblemente al menos un sitio de reconocimiento de endonucleasas util para la clonacién del ADN en un vector
de presentacién adecuado (o un vector receptor usado para lograr la diversidad). Este sitio de restriccion de
endonucleasas puede ser nativo de las secuencias génicas de linea germinal usadas para extender la secuencia de
ADN. También puede construirse usando secuencias degeneradas de las secuencias génicas de linea germinal
nativas. O puede ser completamente sintético.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2531551713

La porcién monocatenaria del adaptador es complementaria de la regién de la escisién en el ADN monocatenario. El
solapamiento puede ser de alrededor de 2 bases a alrededor de 15 bases. Cuanto mas largo sea el solapamiento,
mas eficaz sera probablemente la ligacion. Una longitud preferida para el solapamiento es 7 a 10. Esto permite
algunos emparejamientos erroneos en la region, de modo que pueda capturarse diversidad en esta region.

La regién monocatenaria o solapamiento del adaptador parcialmente bicatenario es ventajosa debido a que permite
que se capture ADN escindido en el sitio seleccionado, pero no otros fragmentos. Tales fragmentos contaminarian la
biblioteca con genes que codifican secuencias que no se plegaran en anticuerpos apropiados y probablemente son
adhesivos de forma no especifica.

Una ilustracion del uso de un adaptador parcialmente bicatenario en los métodos de esta invencion implica ligar
dicho adaptador con una regién FR3 humana que se ha escindido, como se ha descrito anteriormente, a 5-ACnGT-
3’ usando HpyCHA4lII, Bst4Cl o Taal.

La Tabla 250 F.2 muestra la hebra inferior de la porcion bicatenaria del adaptador para ligacion con el ADN de hebra
inferior escindido. Puesto que el sitio de HpyCHA4IIl esta tan lejos a la derecha (como se muestra en la Tabla 206),
puede afiadirse una secuencia que incluya el sitio Aflll asi como el Xbal. Esta porcion de hebra inferior del adaptador
parcialmente bicatenario, H43.XAEXxt, incorpora sitios tanto Xbal como Aflll. La hebra superior de la porcién
bicatenaria del adaptador no tiene sitio (debido a emparejamientos erréneos planeados en los segmentos opuestos
a los sitios Xbal y Aflll de H43.XAEXxt), pero se hibridara de forma muy estrecha con H43.XAExt. H43AExt contiene
solamente el sitio Aflll y se va a usar con las hebras superiores H43.ABr1 y H43.ABr2 (que tienen alteraciones
intencionadas para destruir el sitio Aflll).

Después de la ligacion, el ADN capturado deseado puede amplificarse de nuevo por PCR, si se desea, usando en la
realizacion preferida un cebador para la regidon constante en direccion 3’ del gen de anticuerpo, y un cebador para
parte de la region bicatenaria del adaptador. Los cebadores también pueden portar sitios de endonucleasas de
restriccion para su uso en la clonacién del ADN amplificado.

Después de ligacion, y quizas de la amplificacion, del adaptador parcialmente bicatenario con el ADN amplificado
monocatenario, el ADN compuesto se escinde en sitios de reconocimiento de endonucleasas 5’ y 3’ seleccionados.

Los sitios de escision utiles para la clonacion dependen del fago o fagémido en el que el casete se insertara, y los
sitios disponibles en los genes de anticuerpo. La Tabla 1 proporciona datos de endonucleasas de restriccion para 75
cadenas ligeras humanas. La Tabla 2 muestra datos correspondientes para 79 cadenas pesadas humanas. En cada
Tabla, las endonucleasas se ordenan por frecuencia creciente de corte. En estas Tablas, Nch es el numero de
cadenas cortadas por la enzima, y Ns es el nimero de sitios (algunas cadenas tienen mas de un sitio).

A partir de este analisis, son muy adecuados Sfl, Notl, Aflll, ApaLl, y Ascl. Sfi y Notl se usan preferiblemente en
pCES1 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.

Aparecen sitios BstEll en 97% de genes JH de linea germinal. En genes V reordenados, solo 54/79 (68%) de los
genes de cadena pesada contienen un sitio BstEll, y 7/61 de éstos contienen dos sitios. De este modo, 47/79 (59%)
contienen un unico sitio BstEll. Una alternativa al uso de BstEll es escindir mediante ERU el final de JH y ligarlo a un
oligonucledtido sintético que codifica parte de CH1.

Un ejemplo de preparacion de una familia de secuencias de ADN usando los métodos de esta invencion implica
capturar diversidad de CDR 3 humana. Como se ha descrito anteriormente, los ARNm de diversos pacientes
autoinmunes se transcriben de forma inversa en ADNc de hebra inferior. Después de que se degrada el ARN de
hebra superior, la hebra inferior se inmoviliza y se usa un oligonucleétido corto para escindir el ADNc en direccién &’
de CDR 3. Después se hibrida un adaptador de ADN sintético parcialmente bicatenario con el ADN, y el ADN se
amplifica usando un cebador para el adaptador y un cebador para la region constante (después de FR4). El ADN se
escinde después usando BstEll (en FR4) y una endonucleasa de restricciéon apropiada para el adaptador
parcialmente bicatenario (por ejemplo Xba | y Aflll (en FR3)). El ADN se liga después en un esqueleto de VH
sintético tal como 3-23.

Un ejemplo de preparacion de un ADN monocatenario que se escindié usando el método de ERU implica la cadena
kappa humana. El sitio de escisién en la hebra sentido de esta cadena se representa en la Tabla 512. El
oligonucledtido kapextURE se hibrida con los oligonucleétidos (kaBRO1UR, kaBRO2UR, kaBRO3UR y kaBR04UR)
para formar un ADN parcialmente bicatenario. Este ADN se liga después con las cadenas kappa solubles
escindidas. El producto de ligacion se amplifica después usando cebadores kapextUREPCR y CKForeAsc (que
inserta un sitio Ascl después del extremo de C kappa). Este producto se escinde después con ApaLl y Ascl y se liga
con vector receptor cortado de forma similar.

Otro ejemplo implica la escision ilustrada en la Tabla 515. Después de la escision, se hibridan un alargador
(ON_LamEx133) y cuatro oligonucledtidos puente (ON_LamB1-133, ON_LamB2-133, ON_LamB3-133 vy
ON_LamB4-133) para formar un ADN parcialmente bicatenario. Ese ADN se liga con las hebras sentido de cadena
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lambda escindidas. Después de la ligacion, el ADN se amplifica con ON_Lam133PCR y un cebador directo
especifico para el dominio constante lambda, tal como CL2ForeAsc o CL7ForeAsc (Tabla 130).

En cadenas pesadas humanas, se pueden escindir casi todos los genes en FR4 (en direcciéon 3’, es decir, hacia el
extremo 3’ de la hebra sentido, de CDR3) en un sitio BstEll que aparece en una posicion constante en una fraccién
muy grande de genes V de cadena pesada humana. Se necesita después un sitio en FR3, si solamente se va a
capturar diversidad de CDRS3; en FR2, si se quiere diversidad de CDR2 y CDR3; o en FR1, si se quiere diversidad
en todas las CDR. Estos sitios se insertan preferiblemente como parte del adaptador parcialmente bicatenario.

El procedimiento preferido de esta invencion es proporcionar vectores receptores que tengan sitios que permitan
clonar cadenas pesadas o ligeras. Tales vectores son bien conocidos, y se usan ampliamente en la técnica. Un
vector de presentacion de fagos preferido de acuerdo con esta invencion es el fago MALIA3. Este se presenta en el
gen lll. La secuencia del fago MALIA3 se muestra en la Tabla 120A (anotada) y Tabla 120B (condensada).

ElI ADN que codifica las regiones seleccionadas de las cadenas ligeras o pesadas puede transferirse a los vectores
usando endonucleasas que cortan cadenas ligeras o pesadas solamente de forma muy rara. Por ejemplo, pueden
capturarse cadenas ligeras con ApaLl y Ascl. Se clonan preferiblemente genes de cadena pesada en un vector
receptor que tenga sitios Sfil, Ncol, Xbal, Aflll, BstEll, Apal, y Notl. Las cadenas ligeras se mueven preferiblemente a
la biblioteca como fragmentos Apall-Ascl. Las cadenas pesadas se mueven preferiblemente a la biblioteca como
fragmentos Sfil-Nofl.

Lo mas preferible, la presentacion se realiza en la superficie de un derivado del fago M13. El vector mas preferido
contiene todos los genes de M13, un gen de resistencia a antibioticos, y el casete de presentacion. El vector
preferido se proporciona con sitios de restriccion que permiten la introduccién y escision de miembros de la familia
diversa de genes, como casetes. El vector preferido es estable frente a reordenamiento en las condiciones de
crecimiento usadas para amplificar fagos.

En otra realizacion de esta invencion, la diversidad capturada por los métodos de la presente invencion puede
presentarse en un vector fagomido (por ejemplo, pCES1) que presenta el péptido, polipéptido o proteina en la
proteina Ill. Tales vectores también pueden usarse para almacenar la diversidad para la presentacion posterior
usando otros vectores o fagos.

En ofra realizacion, el modo de presentacion puede ser a través de un enlazador corto con tres posibles dominios de
anclaje, siendo un dominio de anclaje la porcion final de M13 1l (“listump”), siendo un segundo anclaje la proteina
madura de longitud completa lll, y siendo el tercero la proteina madura M13 VIIl.

El fragmento lllstump contiene suficiente M13 1l para ensamblarse en un fago pero no los dominios implicados en
mediar la infecciosidad. Debido a que estan presentes las proteinas Ill y VIII de tipo salvaje (w.t.), el fago
probablemente no suprima los genes de anticuerpo, y el fago que si suprime estos segmentos recibe solamente una
ventaja de crecimiento muy pequefia. Para cada uno de los dominios de anclaje, el ADN codifica la secuencia de
aminoacidos de w.t., pero difiere de la secuencia de ADN de w.t. en un grado muy alto. Esto reducira en gran
medida el potencial de recombinacion homologa entre el anclaje de presentacion y el gen de w.t. que también esta
presente.

Lo mas preferible, la presente invencion usa un fago completo que porta un gen de resistencia a antibiéticos (tal
como un gen de resistencia a ampicilina) y el casete de presentacion. Debido a que estan presentes los genes Il y
VIII de w.t., también estan presentes las proteinas de w.t. El casete de presentacién se transcribe a partir de un
promotor regulable (por ejemplo, Piscz). El uso de un promotor regulable permite el control de la relacion del gen de
presentacion de fusién con respecto a la proteina de recubrimiento de w.t. correspondiente. Esta relacion determina
el niumero promedio de copias de la fusion de presentacion por particula de fago (o fagémido).

La memoria descriptiva describe un método de presentacion de péptidos, polipéptidos o proteinas (y particularmente
Fabs) en fago filamentoso. En la realizacién mas preferida, este método presenta FABs, y comprende:

a) obtener un casete que captura una diversidad de segmentos de ADN que codifican los elementos:
Preg::RBS1 ::SS1 ::VL::CL::parada::RBS2::SS2::VH::CH1 ::enlazador::anclaje::parada::

en el que Prg es un promotor regulable, RBS1 es un primer sitio de unién a ribosoma, SS1 es una secuencia
sefal operable en la cepa hospedante, VL es un miembro de un conjunto diverso de regiones variables de
cadena ligera, CL es una region constante de cadena ligera, parada es uno o mas codones de parada, RBS2
es un segundo sitio de union a ribosoma, SS2 es una segunda secuencia sefial operable en la cepa
hospedante, VH es un miembro de un conjunto diverso de regiones variables de cadena pesada, CH1 es un
primer dominio constante de cadena pesada de anticuerpo, enlazador es una secuencia de aminoacidos de
uno a alrededor de 50 restos, anclaje es una proteina que se ensamblara en la particula de fago filamentoso,
y parada es un segundo ejemplo de uno o mas codones de parada; y
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b) posicionar ese casete dentro del genoma del fago para maximizar la viabilidad del fago y minimizar el
potencial de supresién del casete o partes del mismo.

ElI ADN que codifica la proteina de anclaje en el casete preferido anterior deberia disefiarse para codificar la misma
secuencia de aminoacidos (o una estrechamente relacionada) como se encuentra en una de las proteinas de
recubrimiento del fago, pero con una secuencia de ADN distinta. Esto es para evitar recombinacion homologa no
deseada con el gen de w.t. Ademas, el casete deberia situarse en la regién intergénica. El posicionamiento y
orientacion del casete de presentacion pueden influir en el comportamiento del fago.

Puede situarse un terminador de la transcripcion después de la segunda parada del casete de presentacion anterior
(por ejemplo, Trp). Esto reducira la interaccion entre el casete de presentacion y otros genes en el vector de
presentacion de anticuerpos en fagos (PADV).

En ofra realizacion, el fago o fagéomido puede presentar proteinas distintas de Fab, reemplazando las porciones de
Fab indicadas anteriormente, con otros genes de proteinas.

Pueden usarse diversos hospedantes para el crecimiento del fago o fagémidos de presentacion. Tales hospedantes
son bien conocidos en la técnica. En la realizacion preferida, en la que se presentan Fabs, el hospedante preferido
deberia crecer a 30°C y ser RecA™ (para reducir recombinacion genética no deseada) y EndA™ (para hacer la
recuperacion de ADN RF mas facil). También deberia preferirse que la cepa hospedante se transforme facilmente
por electroporacion.

XLI-Blue MRF’ satisface la mayoria de estas preferencias, pero no crece bien a 30°C. XLI-Blue MRF’ crece
lentamente a 38°C y de este modo es un hospedante aceptable. TG-1 es también un hospedante aceptable aunque
es RecA" y EndA’. XL1-Blue MRF’ se prefiere mas para el hospedante intermedio usado para acumular diversidad
antes de la construccion final de la biblioteca.

Después de la presentacion, las bibliotecas de esta invencion pueden explorarse usando técnicas bien conocidas y
usadas convencionalmente. Los péptidos, polipéptidos o proteinas seleccionados pueden usarse después para
tratar enfermedad. Generalmente, los péptidos, polipéptidos o proteinas para su uso en terapia o en composiciones
farmacéuticas se producen aislando el ADN que codifica el péptido, polipéptido o proteina deseado del miembro de
la biblioteca seleccionado. Ese ADN se usa en métodos convencionales para producir el péptido, polipéptidos o
proteina que codifica en células hospedantes apropiadas, preferiblemente células hospedantes de mamifero, por
ejemplo células CHO. Después del aislamiento, el péptido, polipéptido o proteina se usa solo o con composiciones
farmacéuticamente aceptables en terapia para tratar enfermedad.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Captura de cadenas kappa con BsmAl:

Se preparo un repertorio de ARNm de cadena kappa humana tratando ARN total o poli(A+) aislado de una coleccion
de pacientes que tienen diversas enfermedades autoinmunes con fosfatasa intestinal de ternero para eliminar el
fosfato en 5’ de todas las moléculas que los tengan, tales como ARN ribosémico, ARNm fragmentado, ARNt y ADN
gendmico. El ARNm de longitud completa (que contiene una estructura de caperuza de 7-metilo protectora) no se ve
afectado. EI ARN se trata después con pirofosfatasa acida de tabaco para eliminar la estructura de caperuza de los
ARNm de longitud completa, dejando un grupo monofosfato en 5'.

Los ARNm de longitud completa se modificaron con un adaptador en el extremo 5 y después se transcribieron de
forma inversa y se amplificaron usando el método y kit GeneRACE™ (Invitrogen). Se us6 un cebador biotinilado de
5’ complementario del adaptador y un cebador de 3’ complementario de una porcion de la regién del constructo.

Se inmovilizaron aproximadamente 2 microgramos (ug) de material RACE de gen de cadena kappa humana
(Igkappa) con biotina unida en el extremo 5’ de la cadena superior en 200 microlitros (ul) de perlas magnéticas
Seradyn. La hebra inferior se eliminé lavando el ADN con 2 alicuotas de 200 pl de NaOH 0,1 M (pH 13) durante 3
minutos para la primera alicuota, seguido de 30 segundos para la segunda alicuota. Las perlas se neutralizaron con
200 pl de Tris 10 mM (pH 7,5) NaCl 100 mM. Los oligonucleotidos cortos mostrados en la Tabla 525 se afiadieron en
un exceso molar de 40 veces en 100 ul de tampon NEB 2 (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl; 10 mM, ditiotreitol 1
mM pH 7,9) a las perlas secas. La mezcla se incubé a 95°C durante 5 minutos y después se enfrié hasta 55°C
durante 30 minutos. Se elimind por lavado el exceso de oligonucledtido con 2 lavados de tampon NEB 3 (NaCl 100
mM, Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, ditiotreitol 1 mM pH 7,9). Se afiadieron diez unidades de BsmAl (NEB) en
tampon NEB 3 y se incubaron durante 1 hora a 55°C. EI ADN escindido en direccién 3’ se recogio y purificé sobre
una columna de purificacién de PCR Qiagen (FIGURAS 3y 4).

Se preparé un adaptador parcialmente bicatenario usando el oligonucleétido mostrado en la Tabla 525. El adaptador
se afadioé al ADN monocatenario en exceso molar de 100 veces junto con 1000 unidades de ADN ligasa T4 (NEB) y
se incubd durante toda la noche a 16°C. El oligonucleétido en exceso se elimind con una columna de purificacion de
PCR Qiagen. El material ligado se amplific6 mediante PCR usando los cebadores kapPCRt1 y kapfor mostrados en
la Tabla 525 durante 10 ciclos con el programa mostrado en la Tabla 530.
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El producto de PCR soluble se procesé en un gel y mostré una banda de aproximadamente 700 n, como se
esperaba (FIGURAS 5 y 6). EI ADN se escindi6é con enzimas ApalLl y Ascl, se purificd en gel y se ligé con vector
pCES1 escindido de forma similar. La presencia del inserto de tamafo correcto se comprobé mediante PCR en
varios clones como se muestra en la FIGURA 15.

La Tabla 500 muestra la secuencia de ADN de una cadena ligera kappa capturada por este procedimiento. La Tabla
501 muestra una segunda secuencia capturada por este procedimiento. La secuencia puente mas cercana fue
complementaria de la secuencia 5’-agccacc-3’, pero la secuencia capturada es 5'-Tgccacc-3’, lo que muestra que se
tolera cierto emparejamiento erréneo en la region solapada.

Ejemplo 2: Construccion de Diversidad de CDR1 y CDR2 sintética en armazon V-3-23 VH

Se construy6 una diversidad de Region Determinante de Complementariedad (CDR) 1 y 2 sintética en el armazoén
VH 3-23 en un procedimiento de dos etapas: en primer lugar, se construyd un vector que contenia el armazén VH 3-
23, y después, se ensambl6 una CDR 1y 2 sintética y se cloné en este vector.

Para la construccion del armazon V3-23, se disefiaron 8 oligonucleétidos y dos cebadores de PCR (oligonucleotidos
largos: TOPFR1A, BOTFR1B, BOTFR2, BOTFR3, F06, BOTFR4, ON-vgC1, y ON-vgC2 y cebadores: SFPRMET vy
BOTPCRPRIM, mostrados en la Tabla 600) que solapan, basandose en la secuencia de Genebank de VH V323. El
disefio incorporé al menos un sitio de restriccion util en cada region del armazon, como se muestra en la Tabla 600.
En la Tabla 600, los segmentos que se sintetizaron se muestran en negrita, las regiones solapantes estan
subrayadas, y las regiones de cebado de PCR en cada extremo estan subrayadas. Se combiné una mezcla de estos
8 oligonucledtidos a una concentracion final de 2,5 uM en una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de 20
ul. La mezcla de PCR contenia dNTP 200 uM, MgCl; 2,5 mM, ADN Polimerasa Pfu Turbo™ 0,02 U, ADN Polimerasa
Taq HotStart Qiagen 1U y tampon de PCR Qiagen 1X. El programa de PCR consistia en 10 ciclos de 94°C durante
30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos. La secuencia de ADN ensamblada V3-23 se
amplificé después, usando 2,5 ul de una dilucidon 10 veces de la PCR inicial en reaccion de PCR de 100 ul. La
reaccion de PCR contenia dNTP 200 uM, MgCl; 2,5 mM, ADN Polimerasa Pfu Turbo™ 0,02 U, ADN Polimerasa Taq
HotStart Qiagen 1U, tampén de PCR Qiagen 1X, y 2 cebadores externos (SFPRMET y BOTPCRPRIM) a una
concentracion de 1 uM. El programa de PCR consistié en 23 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 72°C durante 60 segundos. La secuencia de ADN de VH V3-23 se digirio y se clon6 en pCESI (vector
fagéomido) usando los sitios de endonucleasas de restriccion Sfil y BstEll (Todas las enzimas de restriccion
mencionadas en la presente memoria fueron proporcionadas por New England BioLabs, Beverly, MA, y se usaron
segun las instrucciones del fabricante).

Se introdujeron secuencias de relleno (mostradas en la Tabla 610 y Tabla 620) en pCES1 para reemplazar
secuencias de CDR1/CDR2 (900 bases entre sitios de ER BspEl y Xbal) y secuencias de CDR3 (358 bases entre
Aflll y BstEll), antes de clonar la diversidad de CDR1/CDR2. El nuevo vector es pCES5, y su secuencia se da en la
Tabla 620. Tener rellenos en lugar de las CDRs evita el riesgo de que una secuencia parental esté
sobrerrepresentada en la biblioteca. El relleno de CDR1-2 contiene sitios de restriccion para Bglll, Bsu36l, Bcll,
Xceml, Mlul, Pwvull, Hpal, y Hincll, siendo los sitios subrayados unicos dentro del vector pCESS5. El relleno que
reemplaza CDR3 contiene el sitio de endonucleasa de restriccién Unico Rsril. Las secuencias de relleno son
fragmentos del gen de penicilasa de E. coli.

Para la construccion de la diversidad de CDR1 y CDR2, se disefiaron 4 oligonucleétidos solapantes (ON-vgC1,
ON_Br12, ON_CD2Xba y ON-vgC2, mostrados en la Tabla 600 y Tabla 630) que codifican CDR1/2, mas regiones
flanqueantes. Se combiné una mezcla de esos 4 oligonucledtidos a una concentracion final de 2,5 uM en una
reaccion de PCR de 40 ul. Dos de los 4 oligonucleétidos contenian secuencias variegadas posicionadas en la CDR1
y la CDR2. La mezcla de PCR contenia dNTP 200 uM, ADN Polimerasa Pwo 2,5 U (Roche) y tampon de PCR Pwo
1X con MgSO4 2 mM. EIl programa de PCR consistié en 10 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30
segundos, y 72°C durante 60 segundos. Esta secuencia de ADN de CDR1/2 ensamblada se amplifico, usando 2,5 ul
de la mezcla en reaccion de PCR de 100 ul. La reaccion de PCR contenia dNTP 200 uM, ADN Polimerasa Pwo 2,5
U, tampdn de PCR Pwo 1X con MgSO4 2 mM, y 2 cebadores externos a una concentracion de 1 uM. El programa de
PCR consistia en 10 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, y 72°C durante 60 segundos.
Estas secuencias variegadas se digirieron y clonaron en el armazoén de V3-23 en lugar del relleno de CDR1/2.

Se obtuvieron aproximadamente 7 X 10" transformantes independientes. En esta diversidad, se pueden clonar
diversidad de CDR3 a partir de poblaciones donantes o de ADN sintético.

Ademas, la presente solicitud describe los siguientes apartados:

1. Un método para escindir secuencias de acido nucleico monocatenarias en una localizacién deseada,
comprendiendo el método las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido monocatenario, siendo el oligonucleétido
monocatenario funcionalmente complementario del acido nucleico en la region en la que se desea la escision,
e incluyendo una secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento
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de endonucleasa de restriccion que con la restricciéon da como resultado escisiéon del acido nucleico en la
localizaciéon deseada; y

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

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida.

2. Un método para escindir secuencias de acido nucleico monocatenarias en una localizacién deseada,
comprendiendo el método las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido parcialmente bicatenario, siendo la region
monocatenaria del oligonucleétido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la regién en la que
se desea la escision, y teniendo la region bicatenaria del oligonucledtido un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion de Tipo II-S, cuyo sitio de escision se localiza a una distancia conocida del sitio
de reconocimiento; y

(i) escindir el acido nucleico solamente en el sitio de escision de Tipo 11-S formado por la complementacion
del acido nucleico y la regidn monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida.

3. En un método para presentar un miembro de una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas en la
superficie de un paquete genético y presentar colectivamente al menos una parte de la diversidad de la familia,
caracterizandose la mejora porque la al menos una parte de péptido, polipéptido o proteina presentada esta
codificada al menos en parte por un acido nucleico que se ha escindido en una localizaciéon deseada por un
método que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido monocatenario, siendo el oligonucleétido
funcionalmente complementario del acido nucleico en la regién en la que se desea la escision, e incluyendo
una secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion que con la restriccion da como resultado escisién del acido nucleico en la
localizaciéon deseada; y

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

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una regidn suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida.

4. En un método para presentar un miembro de una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas en la
superficie de un paquete genético y presentar colectivamente al menos una parte de la diversidad de la familia,
caracterizandose la mejora porque el péptido, polipéptido o proteina presentado esta codificado por una
secuencia de ADN que comprende un acido nucleico que se ha escindido en una localizacién deseada

(i) poniendo en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido parcialmente bicatenario, siendo la region
monocatenaria del oligonucleétido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la regién en la que
se desea la escision, y teniendo la region bicatenaria del oligonucledtido un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion de Tipo II-S, cuyo sitio de escision se localiza a una distancia conocida del sitio
de reconocimiento; y

(i) escindiendo el acido nucleico solamente en el sitio de escision de Tipo 1I-S formado por la
complementacion del acido nucleico y la region monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una regién suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
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modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida.

5. Un método para presentar un miembro de una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas en la
superficie de un paquete genético y presentar colectivamente al menos una parte de la diversidad de la familia,
comprendiendo el método las etapas de:

(i) preparar una coleccion de acidos nucleicos que codifican al menos en parte miembros de la familia
diversa,

(ii) hacer monocatenarios a los acidos nucleicos;

(iii) escindir los acidos nucleicos monocatenarios en una localizacién deseada mediante un método que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido monocatenario, siendo el oligonucleétido
funcionalmente complementario del acido nucleico en la regién en la que se desea la escision e
incluyendo una secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento
de endonucleasa de restriccion que con la restriccion da como resultado escision del acido nucleico en la
localizaciéon deseada, y

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

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida; y

(iv) presentar un miembro de la familia de péptidos, polipéptidos o proteinas codificados, al menos en parte, por
los acidos nucleicos escindidos en la superficie del paquete genético y presentar colectivamente al menos una
porcion de la diversidad de la familia.

6. Un método para presentar un miembro de una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas en la
superficie de un paquete genético y presentar colectivamente al menos una porcion de la diversidad de la familia,
comprendiendo el método las etapas de:

(i) preparar una coleccion de acidos nucleicos que codifican al menos en parte, miembros de la familia
diversa,

(ii) hacer monocatenarios a los acidos nucleicos;

(iii) escindir los acidos nucleicos monocatenarios en una localizacién deseada mediante un método que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido monocatenario, siendo la region
monocatenaria del oligonucledtido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la regién en la
que se desea la escision, y teniendo la region bicatenaria del oligonucleétido un sitio de reconocimiento
de endonucleasa de restriccion de Tipo |I-S, cuyo sitio de escision se localiza a una distancia conocida del
sitio de reconocimiento; y

(b) escindir el acido nucleico solamente en el sitio de escision de Tipo II-S formado por la
complementacion del acido nucleico y la region monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida; y

(iv) presentar un miembro de la familia de péptidos, polipéptidos o proteinas codificados, al menos en parte, por
los acidos nucleicos escindidos en la superficie del paquete genético y presentar colectivamente al menos una
porcion de la diversidad de la familia.

7. Una biblioteca que comprende una coleccion de paquetes genéticos que presenta un miembro de una familia
diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y presenta de forma colectiva al menos una porcion de la diversidad
de la familia, produciéndose la biblioteca usando los métodos de los apartados 3, 4, 5 6 6.
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8. Una biblioteca que comprende una colecciéon de paquetes genéticos que presenta un miembro de una familia
diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y que presenta de forma colectiva al menos una porcion de la
familia, siendo codificados los péptidos, polipéptidos o proteinas presentados por secuencias de ADN que
comprenden al menos en parte secuencias producidas escindiendo secuencias de acido nucleico
monocatenarias en una localizacién deseada mediante un método que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido monocatenario, siendo el oligonucleétido
funcionalmente complementario del acido nucleico en la regién en la que se desea la escision, e incluyendo
una secuencia que con su complemento en el acido nucleico forma un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion que con la restriccion da como resultado la escision del acido nucleico en la
localizaciéon deseada; y

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

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una region suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccidon que esta activa a la temperatura escogida.

9. Una biblioteca que comprende una coleccion de paquetes genéticos que presenta un miembro de una familia
diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas y que presenta de forma colectiva al menos una porcion de la
diversidad de la familia de los péptidos, polipéptidos o proteinas presentados que es codificada por secuencias
de ADN que comprenden al menos en parte secuencias producidas escindiendo secuencias de acido nucleico
monocatenarias en una localizacién deseada mediante un método que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido parcialmente bicatenario, siendo la region
monocatenaria del oligonucleétido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la regién en la que
se desea la escision, y teniendo la region bicatenaria del oligonucledtido un sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion de Tipo II-S, cuyo sitio de escision se localiza a una distancia conocida del sitio
de reconocimiento en el que se desea la escision del acido nucleico; y

(i) escindir el acido nucleico solamente en el sitio de escision de Tipo 11-S formado por la complementacion
del acido nucleico y la region monocatenaria del oligonucleétido;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura suficiente para mantener el acido
nucleico en forma sustancialmente monocatenaria, siendo el oligonucleétido funcionalmente complementario del
acido nucleico a lo largo de una regién suficientemente grande para permitir que las dos hebras se asocien de
modo que pueda producirse la escision a la temperatura escogida y en la localizacion deseada, y llevandose a
cabo la escision usando una endonucleasa de restriccion que esta activa a la temperatura escogida.

10. Los métodos de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 1 a 9, en los que los acidos nucleicos codifican
al menos una porcién de una inmunoglobulina.

11. Los métodos de acuerdo con el apartado 10, en los que la inmunoglobulina comprende un Fab o Fv
monocatenario.

12. Los métodos de acuerdo con el apartado 10 u 11, en los que la inmunoglobulina comprende al menos una
porcién de una cadena pesada.

13. Los métodos de acuerdo con el apartado 12, en los que al menos una porcién de la cadena pesada es
humana.

14. Los métodos de acuerdo con el apartado 10 u 11, en los que la inmunoglobulina comprende al menos una
porcion de FR1.

15. Los métodos de acuerdo con el apartado 14, en el que al menos una porcién de la FR1 es humana.

16. Los métodos de acuerdo con el apartado 10 u 11, en los que la inmunoglobulina comprende al menos una
porcién de una cadena ligera.

17. Los métodos de acuerdo con el apartado 16, en los que al menos una porcién de la cadena ligera es
humana.

18. Los métodos de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 1 a 9, en los que las secuencias de acido
nucleico derivan al menos en parte de pacientes que padecen al menos una enfermedad autoinmune y/o cancer.
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19. Los métodos de acuerdo con el apartado 18, en los que la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo
que comprende lupus eritematoso, esclerosis sistémica, artritis reumatoide, sindrome antifosfolipidico o
vasculitis.

20. Los métodos de acuerdo con el apartado 18, en los que los acidos nucleicos se aislan al menos en parte del
grupo que comprende células de sangre periférica, células de médula 6sea, células del bazo o células de
ganglios linfaticos.

21. Los métodos de acuerdo con el apartado 5 6 6, que comprenden ademas una etapa de amplificacion de
acido nucleico entre las etapas (i) y (ii), entre las etapas (ii) y (iii) o entre las etapas (iii) y (iv).

22. Los métodos de acuerdo con el apartado 21, en los que la etapa de amplificacion usa geneRACE™.

23. Los métodos de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 1 a 9, en los que la temperatura esta entre
45°C y 75°C.

24. Los métodos de acuerdo con el apartado 23, en los que la temperatura esta entre 50°C y 60°C.
25. Los métodos de acuerdo con el apartado 24, en los que la temperatura esta entre 55°C y 60°C.

26. Los métodos de acuerdo con el apartado 1, 3, 5 u 8, en los que la longitud del oligonucleétido monocatenario
esta entre 17 y 30 bases.

27. Los métodos de acuerdo con el apartado 26, en los que la longitud del oligonucle6tido monocatenario esta
entre 18 y 24 bases.

28. Los métodos de acuerdo con el apartado 1, 3, 5 u 8, en los que la endonucleasa de restriccion se selecciona
del grupo que comprende: Maelll, Tsp45l, Hphl, Bsadl, Alul, Bipl, Ddel, Bglll, Msll, BsiEl, Eael, Eagl, Haelll,
Bst4Cl, HpyCHA4lll, Hinfl, Mlyl, Plel, Mnll, HpyCH4V, BsmAl, Bpml, Xmnl, o Sacl.

29. Los métodos de acuerdo con el apartado 28, en los que la endonucleasa de restriccion se selecciona del
grupo que comprende Bst4Cl, Taal, HpyCHA4lIl, Bipl, HpyCHA4V o Msll.

30. Los métodos de acuerdo con el apartado 2, 4, 6 6 9, en los que la longitud de la region monocatenaria del
oligonucledtido parcialmente bicatenario esta entre 14 y 22 bases.

31. Los métodos de acuerdo con el apartado 30, en los que la longitud de la regién monocatenaria del
oligonucledtido parcialmente bicatenario esta entre 14 y 17 bases.

32. Los métodos de acuerdo con el apartado 31, en los que la longitud de la regién monocatenaria del
oligonucledtido esta entre 18 y 20 bases.

33. Los métodos de acuerdo con el apartado 2, 4, 6 6 9, en los que la longitud de la regién bicatenaria del
oligonucledtido parcialmente bicatenario esta entre 10 y 14 pares de bases formada por un tallo y su palindromo.

34. Los métodos de acuerdo con el apartado 33, en los que el oligonucledtido parcialmente bicatenario
comprende un bucle de 3 a 8 bases entre el tallo y el palindromo.

35. Los métodos de acuerdo con los apartados 2, 4, 6 6 9, en los que la endonucleasa de restricciéon de Tipo II-S
se selecciona del grupo que comprende AarlCAC, Acelll, Ebr7l1, Bbvl, Bbvll, Bce83l, BceAl, Bceefl, BciVl, Bfil,
Binl, BscAl, BseRI, BsmFI, BspMI, Ecil, Eco57l, Faul, Fokl, Gsul, Hgal, Hphl, Mboll, Mlyl, Mmel, Mnll, Plel,
RleAl, SfaNI, SspD5l, Sth132l, Stsl, Taqll, Tth111Il, or UbaPlI.

36. Los métodos de acuerdo con el apartado 35, en los que la endonucleasa de restriccion de Tipo II-S es Fokl.

37. Un método para preparar acidos nucleicos monocatenarios para clonar en un vector, comprendiendo el
método las etapas de:

(i) poner en contacto una secuencia de acido nucleico monocatenario que se ha escindido con una
endonucleasa de restriccion con un oligonucleétido parcialmente bicatenario, siendo la region monocatenaria
del oligonucleodtido funcionalmente complementaria del acido nucleico en la regidon que permanece después
de la escision, incluyendo la region bicatenaria del oligonucleétido cualesquiera secuencias necesarias para
devolver las secuencias que permanecen después de la escision al marco de lectura apropiado y original
para expresion y conteniendo un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion de 5 de esas
secuencias; y

(i) escindir la secuencia oligonucleotidica parcialmente bicatenaria solamente en el sitio de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion contenido dentro de la region bicatenaria del oligonucledtido parcialmente
bicatenario.
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38. El método de acuerdo con el apartado 37, en el que la longitud de la porcion monocatenaria del
oligonucledtido parcialmente bicatenario esta entre 2 y 15 bases.

39. El método de acuerdo con el apartado 38, en el que la longitud de la porcion monocatenaria del
oligonucledtido parcialmente bicatenario esta entre 7 y 10 bases.

40. El método de acuerdo con el apartado 37, en el que la longitud de la porcién bicatenaria del oligonucleotido
parcialmente bicatenario esta entre 12 y 100 pares de bases.

41. El método de acuerdo con el apartado 40, en el que la longitud de la porcién bicatenaria del oligonucleotido
parcialmente bicatenario esta entre 20 y 100 pares de bases.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DYAX CORPORATION

<120> NUEVOS METODOS PARA CONSTRUIR BIBLIOTECAS DE PAQUETES G’ENETICOS QUE PRESENTAN
COLECTIVAMENTE LOS MIEMBROS DE UNA FAMILIA DIVERSA DE PEPTIDOS, POLIPEPTIDOS O
PROTEINAS

<130> DYAX/002

<140> PCT/US01/12454

<141> 17-04-2001

<150> 60/198,069

<151> 17-04-2000

<160> 428

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 1

catgtgtatt actgtgc 17

<210> 2

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 2

cacatccgtg cttcttgcac ggatgtggcea cagtaataca catg 44
<210> 3

<211> 18

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 3

gtgtattaga ctgctgcc 18

<210> 4

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 4

ggcagcagtc taatacacca catccgtgtt cttcacggat gtg 43

<210>5

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 5

cacatccgtg tttgttacac ggatgtggtg tcttacagtc cattctg 47

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 6

cagaatggac tgtaagacac 20

<210>7

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 7

atcgagtctc actgagccac atccgtggtt ttccacggat gtg 43
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<210> 8

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 8

gctcagtgag actcgat 17

<210>9

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 9

atgaccgaat tgctacaag 19

<210> 10

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 10

gactcctcag cttcttgetg aggagtcctt gtagcaattc ggtcat 46

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 11

acctcactgg cttccggatt cactttctct 30

<210> 12

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 12

agaaacccac tccaaacctt taccaggagc ttggcgaacc ca 42

<210> 13

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 13

ggaaggcagt gatctagaga tagtgaagcg acctttaacg gagtcagcat a 51
<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 14

ggaaggcagt gatctagaga tag 23

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<220>

<221> base modificada

<222> (11)..(24)

<223> a, t, c, g, otro o desconocido

<400> 15

cacggatgtg nnnnnnnnnn nnnn 24

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
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<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(14)

<223> a, t, c, g, otro o desconocido

<400> 16

nnnnnnnnnn nnnncacatc cgtg 24

<210> 17

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 17

gtgtattact gtgc 14

<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 18

cacatccgtg cacggatgtg gcacagtaat acac 34

<210> 19

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 19

gtgtattaga ctgc 14

<210> 20

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 20

24



10

15

20

25

30

35

ES 2531551713

gcagtctaat acaccacatc cgtgcacgga tgtg 34

<210> 21

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 21

cacatccgtg cacggatgtg gtgtcttaca gtcc 34

<210> 22

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 22

ggactgtaag acac 14

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 23

gagtctcact gagccacatc cgtgcacgga tgtg 34

<210> 24

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 24

gctcagtgag actc 14

<210> 25

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 25

gtgtattact gtgc 14

<210> 26

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 26

gtatattact gtgc 14

<210> 27

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 27

gtgtattact gtaa 14

<210> 28

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 28

gtgtattact gtac 14

<210> 29

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 29

ttgtattact gtgc 14

<210> 30
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<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 30

ttgtatcact gtgc 14

<210> 31

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 31

acatattact gtgc 14

<210> 32

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 32

acgtattact gtgc 14

<210> 33

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 33

atgtattact gtgc 14

<210> 34

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador
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<400> 34

tggaagaggc acgttcttit cttt 24

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador
<400> 35

aaagaaaaga acgtgcctct tcca 24

<210> 36

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador
<400> 36

acactctccc ctgttgaagc tctt 24

<210> 37

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador
<400> 37

tgaacattct gtaggggcca ctg 23

<210> 38

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripciéon de secuencia artificial: Cebador
<400> 38

agagcattct gcaggggcca ctg 23

<210> 39

<211> 51

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador

<400> 39

accgcctcca ccgggegegc cttattaaca ctectceectg ttgaagcetet t 51
<210> 40

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador

<400> 40

accgcctcca ccgggegegc cttattatga acattctgta ggggecactg 50
<210> 41

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador

<400> 41

accgcctcca ccgggegcegc cttattaaga geattctgca ggggecactg 50
<210> 42

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 42

agggtcacca tgaccaggga cacgtccatc agcacagcct acatggagct gagcaggctg 60
agatctgacg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 43

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 43

agagtcacca ttaccaggga cacatccgeg agcacagcect acatggagct gagcagcctg 60
agatctgaag acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 44
<211> 98
<212> ADN
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<213> Homosapiens
<400> 44

agagtcacca tgaccaggaa cacctccata agcacagcct acatggaget gagcagectg 60
agatctgagg acacggecgt gtattactgt gecgagagg 98

<210> 45

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 45

agagtcacca tgaccacaga cacatccacg agcacagcct acatggagct gaggagectg 60
agatctgacg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 46

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 46

agagtcacca tgaccgagga cacatctaca gacacagcct acatggagct gagcagcctg 60
agatctgagg acacggecegt gtattactgt gcaacaga 98

<210> 47

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 47

agagtcacca ttaccaggga caggtctatg agcacagcct acatggagct gagcagcectg 60
agatctgagg acacagccat gtattactgt gcaagata 98

<210> 48

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 48

agagtcacca tgaccaggga cacgtccacg agcacagtct acatggagct gagcagectg 60
agatctgagg acacggecgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 49

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 49

agagtcacca ttaccaggga catgtccaca agcacagcct acatggagct gagcagcctg 60
agatccgagg acacggccgt gtattactgt gcggcaga 98
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<210> 50

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 50

agagtcacga ttaccgcgga cgaatccacg agcacagcct acatggagct gagcagcctg 60
agatctgagg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 51

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 51

agagtcacga ttaccgcgga caaatccacg agcacagcect acatggagct gagcagcctg 60
agatctgagg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 52

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 52

agagtcacca taaccgcgga cacgtctaca gacacagcct acatggagect gagcagcectg 60
agatctgagg acacggccgt gtattactgt gcaacaga 98

<210> 53

<211> 100

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 53

aggctcacca tcaccaagga cacctccaaa aaccaggtgg tccttacaat gaccaacatg 60
gaccctgtgg acacagccac atattactgt gcacacagac 100

<210> 54

<211> 100

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 54

aggctcacca tctccaagga cacctccaaa agccaggtgg tccttaccat gaccaacatg 60
gaccctgtgg acacagccac atattactgt gcacggatac 100

<210> 55
<211> 100
<212> ADN

<213> Homosapiens
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<400> 55

aggctcacca tctccaagga cacctcCaaa aaccaggtgg tccttacaat gaccaacatg 60
gaccctgtgg acacagccac gtattactgt gcacggatac 100

<210> 56

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 56

cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagccgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 57

<211> 100

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 57

cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactccectgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agagctgagg acacggcectt gtattactgt gcaaaagata 100

<210> 58

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 58

cgattcacca tctccaggga caacgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagectg 60
agagccgagg acacggeegt gtattactgt gecgagaga 98

<210> 59

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 59

cgattcacca tctccagaga aaatgccaag aactccttgt atcttcaaat gaacagectg 60
agagcegggg acacggetgt gtattactgt gcaagaga 98

<210> 60
<211> 98
<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 60
agattcacca tctcaagaga tgattcaaaa aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacagccgt gtattactgt accacaga 98
<210> 61
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<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 61

cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactccctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agagccgagg acacggcctt gtatcactgt gcgagaga 98

<210> 62

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 62

cgattcacca tctccagaga caacgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagectg 60
agagccgagg acacggetgt gtattactgt gegagaga 98

<210> 63

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 63

cggttcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcectg 60
agagccgagg acacggccgt atattactgt gcgaaaga 98

<210> 64

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 64

cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggectgt gtattactgt gcgaaaga 98

<210> 65

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 65

cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 66

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 66
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cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt gcgaaaga 98

<210> 67

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 67

cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagectg 60
agagccgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 68

<211> 100

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 68

cgattcacca tctccagaga caacagcaaa aactccctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agaactgagg acaccgcctt gtattactgt gcaaaagata 100

<210> 69

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 69

cgattcacca tctccagaga caatgccaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
agagacgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 70

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 70

agattcacca tctcaagaga tggttccaaa agcatcgcct atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacagccgt gtattactgt actagaga 98

<210> 71
<211> 98
<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 71
cgattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atcttcaaat gaacagecctg 60
agagccgagg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98
<210>72
<211>98
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<212> ADN
<213> Homosapiens
<400> 72

agattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atcttcaaat gggcagcctg 60
agagctgagg acatggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 73

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 73

agattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgt atcttcaaat gaacagcectg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 74

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 74

agattcacca tctcaagaga tgattcaaag aactcactgt atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacggccgt gtattactgt gctagaga 98

<210> 75

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 75

aggttcacca tctccagaga tgattcaaag aacacggcgt atctgcaaat gaacagcctg 60
aaaaccgagg acacggccgt gtattactgt actagaca 98

<210> 76

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 76

cgattcacca tctccagaga caacgccaag aacacgctgt atctgcaaat gaacagtctg 60
agagccgagg acacggctgt gtattactgt gcaagaga 98

<210> 77

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 77

agattcacca tctccagaga caattccaag aacacgctgc atcttcaaat gaacagcctg 60
agagctgagg acacggctgt gtattactgt aagaaada 98
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<210> 78

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 78

cgagtcacca tatcagtaga caagtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgccgegg acacggceccegt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 79

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 79

cgagtcacca tgtcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgecegtgg acacggcecgt gtattactgt gcgagaaa 98

<210> 80

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 80

cgagttacca tatcagtaga cacgtctaag aaccagttct ccctgaaget gagctctgtg 60
actgccgecgg acacggccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 81

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 81

cgagtcacca tatcagtaga caggtccaag aaccagttct ccctgaaget gagectctgtg 60
accgcecgegg acacggecgt gtattactgt gccagaga 98

<210> 82

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 82

cgagttacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
actgccgecag acacggcecgt gtattactgt gccagaga 98

<210> 83
<211> 98
<212> ADN

<213> Homosapiens
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<400> 83

cgagttacca tatcagtaga cacgtctaag aaccagttct ccctgaagct gagctectgtg 60
actgccgegg acacggcegt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 84

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 84

cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgccgegg acacggctgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 85

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 85

cgagtcacca tatccgtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaaget gagetctgtg 60
accgccgecag acacggetgt gtattactgt gcgagaca 98

<210> 86

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 86

cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaaget gagctctgtg 60
accgectgegg acacggcecgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 87

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 87

cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgctgcgg acacggcegt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 88
<211> 98
<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 88
cgagtcacca tatcagtaga cacgtccaag aaccagttct ccctgaagct gagctctgtg 60
accgccgcag acacggccegt gtattactgt gcgagaga 98
<210> 89
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<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 89

caggtcacca tctcagccga caagtccatc agcaccgcct acctgcagtg gagcagcctg 60
aaggcctcgg acaccgccat gtattactgt gcgagaca 98

<210> 90

<211> 96

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 90

cacgtcacca tctcagctga caagtccatc agcactgect acctgcagtg gagcagectg 60
aaggcctcgg acaccgccat gtattactgt gcgaga 96

<210> 91

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 91

cgaataacca tcaacccaga cacatccaag aaccagttct ccctgcaget gaactctgtg 60
actcccgagg acacggetgt gtattactgt gcaagaga 98

<210> 92

<211> 98

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 92

cggtttgtct tcteccttgga cacctctgtc agcacggcat atctgcagat ctgcagcecta 60
aaggctgagg acactgccgt gtattactgt gcgagaga 98

<210> 93

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripciéon de secuencia artificial: Sonda
<400> 93

agttctccct gcagcetgaac tc 22
<210> 94

<211> 22

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 94

cactgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 95

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 95

ccctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 96

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 96

ccgcctacct gcagtggage ag 22

<210> 97

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 97

cgctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 98

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 98

cggcatatct gcagatctgc ag 22
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<210> 99

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 99

cggcgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 100

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 100

ctgcctacct gcagtggagce ag 22

<210> 101

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 101

tcgcctatct gcaaatgaac ag 22

<210> 102

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 102

agttctccct gcagcetgaac tc 22

<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 103

ttctcectge agetgaacte 20

<210> 104

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 104

ttctccctge agetgaac 18

<210> 105

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 105

cgctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 106

ctgtatctgc aaatgaacag 20

<210> 107

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 107

ctgtatctgc aaatgaac 18

<210> 108

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 108

cactgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 109

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 109

ccgcctacct gcagtggage ag 22

<210> 110

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 110

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct ac 42

<210> 111

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 111

ttgcagatga acagcttaag g 21

<210> 112

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 112
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caagtagaga gtattcttag agttgtctct agacttagtg aagcg 45

<210> 113

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 113

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagcet gaac 54
<210> 114

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 114

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcaaat gaac 54
<210> 115

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 115

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagtg gagc 54
<210> 116

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 116

cgcttcacta agtctagaga c 21

<210> 117

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 117

acatggagct gagcagcctg ag 22

<210> 118

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 118

acatggagct gagcaggctg ag 22

<210> 119

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 119

acatggagct gaggagcctg ag 22

<210> 120

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 120

acctgcagtg gagcagcctg aa 22

<210> 121

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 121

atctgcaaat gaacagcctg aa 22

<210> 122
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 122

atctgcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 123

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 123

atctgcaaat gaacagtctg ag 22

<210> 124

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 124

atctgcagat ctgcagccta aa 22

<210> 125

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 125

atcttcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 126

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
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<400> 126

atcttcaaat gggcagcectg ag 22

<210> 127

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 127

ccctgaagct gagctetgtg ac 22

<210> 128

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripciéon de secuencia artificial: Sonda
<400> 128

ccctgcagct gaactctgtg ac 22

<210> 129

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 129

tccttacaat gaccaacatg ga 22

<210> 130

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 130

tccttaccat gaccaacatg ga 22

<210> 131

<211> 22

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 131

acatggagct gagcagcectg ag 22

<210> 132

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 132

ccctgaagct gagctetgtg ac 22

<210> 133

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 133

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaac 54
<210> 134

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 134

cgcttcactc agtctagaga taacagtaaa aatactttgt acttgcagct gagcagectg 60
<210> 135

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 135

cgcttcactc agtctagaga taacagtaaa aatactttgt acttgcagct gagctctgtg 60
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<210> 136

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 136

tcagctgcaa gtacaaagta tttttactgt tatctctaga ctgagtgaag cg 52

<210> 137

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 137

cgcttcactc agtctagaga taac 24

<210> 138

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 138

ccgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 139

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 139

ctgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 140

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 140

ccgtgtatta ctgtgcgaga gg 22

<210> 141

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 141

ccgtgtatta ctgtgcaaca ga 22

<210> 142

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 142

ccatgtatta ctgtgcaaga ta 22

<210> 143

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 143

ccgtgtatta ctgtgcggca ga 22

<210> 144

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 144

ccacatatta ctgtgcacac ag 22

<210> 145

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 145

ccacatatta ctgtgcacgg at 22

<210> 146

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 146

ccacgtatta ctgtgcacgg at 22

<210> 147

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 147

ccttgtatta ctgtgcaaaa ga 22

<210> 148

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 148

ctgtgtatta ctgtgcaaga ga 22

<210> 149

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 149
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ccgtgtatta ctgtaccaca ga 22

<210> 150

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 150

ccttgtatca ctgtgcgaga ga 22

<210> 151

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 151

ccgtatatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 152

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 152

ctgtgtatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 153

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 153

ccgtgtatta ctgtactaga ga 22

<210> 154

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 154

ccgtgtatta ctgtgctaga ga 22

<210> 155

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 155

ccgtgtatta ctgtactaga ca 22

<210> 156

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 156

ctgtgtatta ctgtaagaaa ga 22

<210> 157

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 157

ccgtgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 158

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 158

ccgtgtatta ctgtgccaga ga 22

<210> 159
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 159

ctgtgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 160

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 160

ccatgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 161

ccatgtatta ctgtgcgaga 20

<210> 162

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 162

ccgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 163

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 163

ctgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 164

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 164

ccgtgtatta ctgtgcgaga g 21

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 165

ccgtatatta ctgtgcgaaa g 21

<210> 166

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 166

ctgtgtatta ctgtgcgaaa g 21

<210> 167

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 167

ctgtgtatta ctgtgcgaga c 21

<210> 168

<211> 21

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 168

ccatgtatta ctgtgcgaga c 21

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 169

ccatgtatta ctgtgcgaga 20

<210> 170

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 170

ggtgtagtga tctagtgaca actctaagaa tactctctac ttgcagatga acagctttag 60
ggctgaggac actgcagtct actattgtgc gaga 94

<210> 171

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 171

ggtgtagtga tctagtgaca actctaagaa tactctctac tigcagatga acagctttag 60
ggctgaggac actgcagtct actattgtgc gaaa 94

<210> 172

<211>85

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 172

atagtagact gcagtgtcct cagcccttaa getgttcatc tgcaagtaga gagtattctt 60
agagttgtct ctagatcact acacc 85

<210> 173

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 173

ggtgtagtga tctagagaca ac 22

<210> 174

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 174

ggtgtagtga aacagcttta gggctgagga cactgcagtc tactattgtg cgaga 55
<210> 175

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 175

ggtgtagtga aacagcttta gggctgagga cactgcagtc tactattgtg cgaaa 55
<210> 176

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 176

atagtagact gcagtgtcct cagcccttaa getgtttcac tacacc 46

<210> 177

<211> 26
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 177

ggtgtagtga aacagcttaa gggctg 26

<210> 178

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 178

cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 25

<210> 179

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 179

aatagtagac tgcagtgtcc tcagccctta agctgttcat ctgcaagtag agagtattct 60

tagagttgtc tctagactta gtgaageg

<210> 180

<211>95

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 180

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctet acttgcagat gaacagctta 60

agggctgagg acactgcagt ctactattgt gcgag
<210> 181

<211>95

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60
agggctgagg acactgcagt ctactattgt acgag

<210> 182
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 182

cgcttcacta agtctagaga caac 24

<210> 183
<211> 419
<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: V3-23

<400> 183

ctgtctgaac
ttgttcagcc
cgtacgctat
tctctggttce
ctagagacaa
ctgcagtcta
gtcaaggtac

<210> 184
<211> 136
<212> PRT

ggcccagccg
tggtggttct
gtcttgggtt
tggtggcagt
ctctaagaat
ctattgcgcet
tatggtcacc

gccatggceg
ttacgtcttt
cgccaagctce
acttactatg
actctctact
aaagactatg
gtctctagtg

<213> Organismo desconocido

<220>

aagttcaatt
cttgecgctge
ctggtaaagg
ctgactccgt
tgcagatgaa
aaggtactgg
cctccaccaa

<223> Descripcion del organismo desconocido: V3-23

<400> 184

gttagagtct
ttcecggatte
tttggagtgg
taaaggtcgc
cagcttaagg
ttatgctttc
gggcccatceg

ggtggcggtce
actttctett
gtttctgcta
ttcactatct
gctgaggaca
gacatatggg
gtctteccec

Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

1

5

10

58

15

95

60

120
180
240
300
360
419
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Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 : 25 30

Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40 45

Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
50 55 60

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75 80

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90 95

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Asp Tyr Glu Gly Thr Gly Tyr Ala
100 105 110

Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
115 120 125

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
130 135

<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 185

ctgtctgaac ggcccageceg 20

<210> 186

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 186

ctgtctgaac ggcccagccg gccatggecg aagttcaatt gttagagtet ggtggeggtc 60
ttgttcagce tggtggttct tta 83

<210> 187

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 187
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gaaagtgaat ccggaagcag cgcaagaaag acgtaaagaa ccaccaggct gaac 54
<210> 188

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 188

agaaacccac tccaaacctt taccaggagc ttggcgaacc ca 42

<210> 189

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 189

agtgtcctca gcecttaage tgttcatctg caagtagaga gtattcttag agttgtctct 60
agagatagtg aagcgacctt taacggagtc agca 94

<210> 190

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 190

gcttaaggge tgaggacact gcagtctact attgcgctaa agactatgaa ggtactggtt 60
atgctttecga catatggggt ¢ 81

<210> 191

<211>75

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 191
ggggaagacc gatgggccct tggtggagge actagagacg gtgaccatag taccttgacc 60
ccatatgtcg aaagce 75
<210> 192
<211>47

60
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<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 192

gcttccggat teactttcte ttacatgtgg gttcgccaag ctectgg 47

<210> 193
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 193

ggtttggagt gggtttctat ctctggtggc acttatgctg actccgttaa agg 53

<210> 194
<211> 9472
<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3

<400> 194

aatgctacta
atagctaaac
cgttcgcaga
gttgcatatt
tccgcaaaaa
tettteggge
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttatc
aattcctttt
atgaatcttt
tcttecccaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgecgecet

ctattagtag
aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
ttcctcettaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctattaccce
gtecgtctggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtcce
cgttccggcet

aattgatgcce
ccatttgcga
aactgttaca
tgagctacag
tcaaaaggag
tctttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg

accttttcag
aatgtatcta
tggaatgaaa
caccagattc
caattaaagg
gcaatccgcet
tcattctegt
gattccgcecag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
cecgttagttce
ccagttctta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtcg

61

ctegegeccee
atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttgecttetga
tttctgaact
tattggacgc
caaaagcctc
ttgctcttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactecgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggttccett
cggatttcga

aaatgaaaat
taaatctact
ccgtacttta
ctctaagcca
tcectgacctg
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtct
tcgctatttt
tatgcctegt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgttt
ttgggtaatg
gcgectggte
atgattgacc
cacaatttat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080



caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctcet
cgatcccgea
tgcgtgggeg
attcacctcg
tttttggaga
tattctcaca
cagagggtca
cactggtacc
cggccctecag
gccatcactg
agcctgagtg
aaggccaacc
gccacactag
gcagatagca
aacaagtacg
agctacagct
gaatgttcat
taatgaaata
ccatggeccga
tacgtctttc
gccaagctcc
cttactatgc
ctctctactt
aagactatga
tctctagtge
cctetggggg
cggtgtegtg
agtctagcgg
cccagaccta
ttgagcccaa
tcatctcaga
ccgctgaaac
tctggaaaga
ctacaggcgt
ttgggcttgce
gcggttctga
atacttatat
atcctaatcce
ggttccgaaa
acccecgttaa
actggaacgg
tttgtgaata
gctctggtgg
agggtggcgg
atgaaaagat
tacagtctga
atggtttcat
ctggctctaa
atttccgtca
gcgctggtaa
tetttgegtt
tactgcgtaa
tttecctceggt
cttcggtaag
aattcttgtg

tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagccgttg
aaagcggcct
atggttgttg
aaagcaagct
ttttcaacgt
gtgcacagtc
ccatctecctg
agcagcttcc
gggtccctga
ggctccaggce
gcectttatgt
ccactgtcac
tgtgtctgat
gcececcgteaa
cggccagcag
gccaggtcac
aataaaccgce
cctattgect
agttcaattg
ttgcgetget
tggtaaaggt
tgactcecgtt
gcagatgaac
aggtactggt
ctccaccaag
cacagcggcce
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgcg
agaggatctg
tgttgaaagt
cgacaaaact
tgtagtttgt
tatccctgaa
gggtggcggt
caaccctctce
ttctcttgag
taggcagggg
aacttattac
taaattcaga
tcaaggccaa
tggttctggt
ctctgaggga
ggcaaacgct
cgctaaaggc
tggtgacgtt
ttcccaaatg
atatttacct
accatatgaa
tcttttatat
taaggagtct
ttececttetgg
atagctattg
ggttatctct

cgttgtactt
tattctttcg
cgtttaatgg
ctaccctcgt
ttaactccct
tcattgtcgg
gataaaccga
gaaaaaatta
tgtcgtgacg
cactgggagce
aggaacagcc
ccgattctcect
tgaggatgag
cttecggaact
tctgttecceg
cagtgacttc
ggcgggagtg
ctatctgagce
gcatgaaggg
ctccacecggg
acggcagcceg
ttagagtctg
tccggattca
ttggagtggg
aaaggtcgct
agcttaaggg
tatgctttcg
ggcccatcgg
ctgggctgcc
gccetgacca
ctcagcagcg
gtgaatcaca
gccgcectcate
aatggtgccg
tgtttagcaa
ttagatcgtt
actggtgacg
aatgagggtg
actaaacctc
gacggcactt
gagtctcagc
gcattaactg
cagtacactc
gactgcgcectt
tcgtctgacc
ggcggetcetg
ggcggttecg
aataaggggg
aaacttgatt
tccggecttg
gctcaagteg
Ltceeteccte
ttttetattg
gttgccacct
taatcatgcc
taactttgtt
ctatttcatt
ctgatattag

ES 2 531

tgtttcgege
cctctttegt
aaacttcctc
tcecgatgetg
gcaagcctca
cgcaactatc
tacaattaaa
ttattcgcaa
cagccgccect
agctccaaca
cccaaactcce
ggctccaagt
gctgattatt
gggaccaagg
ccctectetg
tacccgggag
gagaccacca
ctgacgcctg
agcaccgtgg
cgcgccaatt
ctggattgtt
gtggcggtcet
ctttctectte
tttectgctat
tcactatctc
ctgaggacac
acatatgggg
tcttceccect
tggtcaagga
gcggcegtcecea
tagtgaccgt
agcccagcaa
accaccatca
cagatatcaa
aaccccatac
acgctaacta
aaactcagtg
gtggctctga
ctgagtacgg
atccgectgg
ctcttaatac
tttatacggg
ctgtatcatc
tccattetgg
tgcctcaacc
agggtggtgg
gtggtggctc
ctatgaccga
ctgtcgctac
ctaatggtaa
gtgacggtga
aatcggttga
attgtgacaa
ttatgtatgt
agttcttttg
cggctatctg
gtttcttget
cgctcaatta

62
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ttggtataat
tttaggttgg
atgaaaaagt
tectttegetg
gcgaccgaat
ggtatcaagc
ggctcctttt
ttcetttagt
cagtgtctgg
tcggggcagg
tcatctatgg
ctggcacctc
actgccagtc
tcaccgtect
aggagctcca
ctgtgacagt
caccctecaa
agcagtggaa
agaagacagt
ctatttcaag
attactcgceg
tgttcagcct
gtacgctatg
ctctggttct
tagagacaac
tgcagtctac
tcaaggtact
ggcaccctece
ctacttceccce
caccttececceg
gccctcectict
caccaaggtg
tcactctgcet
cgatgatcgt
agaaaattca
tgagggttgt
ttacggtaca
gggtggeggt
tgatacacct
tactgagcaa
tttcatgttt
cactgttact
aaaagccatg
ctttaatgaa
tcctgtcaat
ctctgagggt
tggttccggt
aaatgccgat
tgattacggt
tggtgctact
taattcacct
atgtcgccect
aataaactta
attttctacg
ggtattccgt
cttacttttc
cttattattg
ccctetgact

cgectgggggt
tgccttegta
ctttagtect
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
tgttccttte
ggeccccaggg
ttatgatgta
taacagcaat
agcctcectg
ctatgacagc
aggtcagccc
agccaacaag
ggcctggaag
acaaagcaac
gtcccacaga
ggccecctaca
gagacagtca
gceccagecgg
ggtggttctt
tcttgggttc
ggtggcagta
tctaagaata
tattgcgcta
atggtcaccg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggceca
gacaagaaag
gaacaaaaac
atggctggcg
tttactaacg
ctgtggaatg
tgggttccta
tctgagggtg
attccgggcet
aaccccgcta
cagaataata
caaggcactg
tatgacgctt
gatccattecg
gctggeggeg
ggcggttcetg
gattttgatt
gaaaacgcgc
gctgctatcg
ggtgattttg
ttaatgaata
tttgtcttta
tteccgtggtyg
tttgctaaca
tattattgcg
ttaaaaaggg
ggcttaactce
ttgttcaggg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



tgttcagtta
ggctgctatt
ataatatggc
ttggtaagat
ggcttcaaaa
cggataagcc
aaaataaaaa
ggaatgataa
gggatattat
tagctgaaca
ctttatattc
ttaaatatgg
atttgtataa
attcttattt
agaagatgaa
ttggatttge
aggtagtctc
atctaagcta
tacagaagca
gtaattcaaa
tettettttg
tattcaaagc
gtatattcat
gctaataatt
aatcaggatt
gctcettetyg
aataacgttc
tctaaatcct
aaagatattt
atattgattg
gctgectgget
gttttatctt
gttcgecgecat
ctttcaggtc
gtgactggtg
ggtatttcca
accagcaagg
agaagtattg
actgattata
atcggectcece
gtcaaagcaa
tacgcgcage
cecctteettt
tttagggttce
tggttcacgt
cacgttcttt
ctattctttt
cgecectgetgg
aagggcaatc
ttgcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
atacactatt
ctcagaatga
cagtaagaga

attctcccegt
ttcatttttg
tgtttatttt
tcaggataaa
cctccegceaa
ttctatatct
cggcttgett
ggaaagacag
ttttcttgtt
tgttgtttat
tcttattact
cgattctcaa
cgcatatgat
aacgccttat
attaactaaa
atcagcattt
tcagacctat
tcgectatgtt
aggttattca
tgaaattgtt
ctcaggtaat
aatcaggcga
ctgacgttaa
ttgatatggt
atattgatga
gtggtttctt
gggcaaagga
caaatgtatt
tagataacct
agggtttgat
ctcagcgtgg
ctgctggtgg
taaagactaa
agaagggttc
aatctgccaa
tgagcgtttt
ccgatagttt
ctacaacggt
aaaacacttc
tgtttagctc
ccatagtacg
gtgaccgcta
ctcgeccacgt
cgatttagtg
agtgggecat
aatagtggac
gatttataag
ggcaaaccag
agctgttgcece
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcectgttttt
cgcacgagtg
cceccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt

ctaatgcgct
acgttaaaca
gtaactggca
attgtagctg
gtcgggaggt
gatttgcttg
gttctegatg
ccgattattg
caggacttat
tgtecgtcgtce
ggctcgaaaa
ttaagcccta
actaaacagg
ttatcacacg
atatatttga
acatatagtt
gattttgata
ttcaaggatt
ctcacatata
aaatgtaatt
tgaaatgaat
atccgttatt
acctgaaaat
tggttcaatt
attgccatca
tgttccgecaa
tttaatacga
atctattgac
tcctecaatte
atttgaggtt
cactgttgca
ttcgttcggt
tagccattca
tatctctgtt
tgtaaataat
tcetgttgea
gagttcttct
taatttgcgt
tcaagattct
ccgetctgat
cgcecctgtag
cacttgccag
tcgecceggett
ctttacggca
cgccctgata
tcttgttceca
ggattttgcece
cgtggaccgce
cgtctcactg
ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcyg
cgttttccaa
gacgceggge
tactcaccag
gctgccataa

ES 2 531

tceectgtttt
aaaaatcgtt
aattaggctc
ggtgcaaaat
tcgctaaaac
ctattgggcg
agtgcggtac
attggtttct
ctattgttga
tggacagaat
tgcctctgece
ctgttgagcg
ctttttctag
gtcggtattt
aaaagttttc
atataaccca
aattcactat
ctaagggaaa
ttgatttatg
aattttgttt
aattcgcctce
gtttctececeg
ctacgcaatt
ccttccataa
tctgataatc
aatgataatg
gttgtcgaat
ggctctaatc
ctttctactg
cagcaaggtg
ggcggtgtta
atttttaatg
aaaatattgt
ggccagaatg
ccatttcaga
atggctggeg
actcaggcaa
gatggacaga
ggcgtaccgt
tccaacgagg
cggcgcatta
cgcecctageg
tccccgtcaa
cctecgacccce
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggaa
ttgectgcaac
gtgaaaagaa
gcggaacccece
aataaccctg
tcegtgtcege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga

63
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tatgttattc
tcttatttgg
tggaaagacg
agcaactaat
gectegegtt
cggtaatgat
ttggtttaat
acatgctcgt
taaacaggcg
tactttacct
taaattacat
ttggctttat
taattatgat
caaaccatta
tegegttett
acctaagcceg
tgactcttct
attaattaat
tactgtttcce
tcttgatgtt
tgcgcgattt
atgtaaaagg
tctttattte
ttcagaagta
aggaatatga
ttactcaaac
tgtttgtaaa
tattagttgt
ttgatttgcece
atgctttaga
atactgaccg
gcgatgttet
ctgtgccacg
tccecttttat
cgattgagcg
gtaatattgt
gtgatgttat
ctcttttact
tcectgtctaa
aaagcacgtt
agcgecggcegg
cccgetecett
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgccectttga
acactcaacc
ccaccatcaa
tctctecaggg
aaaccaccct
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeegyg
gcatcttacg
taacactgcyg

tctctgtaaa
attgggataa
ctcgttageg
cttgatttaa
cttagaatac
tcctacgatg
acccgttctt
aaattaggat
cgttctgcat
tttgtcggta
gttggcgttg
actggtaaga
tccggtgttt
aatttaggtce
tgtcttgcga
gaggttaaaa
cagcgtctta
agcgacgatt
attaaaaaag
tgtttcatca
tgtaacttgg
tactgttact
tgttttacgt
taatccaaac
tgataattcc
ttttaaaatt
gtctaatact
ttctgcacct
aactgaccag
tttttcattt
cctcacctet
agggctatca
tattcttacg
tactggtegt
tcaaaatgta
tctggatatt
tactaatcaa
cggtggcectce
aatcccttta
atacgtgctc
gtgtggtggt
tegectttett
gggggctecce
atttgggtga
cgttggagtc
ctatctcggg
acaggatttt
ccaggcggtg
ggatccaagc
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgte
gcgecggtatt
gatggcatga
gccaacttac

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7580
8040



10

15

ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct

.gtgagcgtgg

tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cccaagcettg
tgccggaaag
actggcagat
tcaatcecgcece
ttgatgaaag
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
ctccagactce
cteccggeatg
ctceggectt
aatatatgag
agtattacag
attgcttaat

<210> 195
<211> 20
<212> PRT

gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agctteccgg
gcgcteggec
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
tcgactgaat
ctggctggag
gcacggttac
gtttgttcec
ctggctacag
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
tcaggcaatg
aatttatcag
tctcaccctt
ggttctaaaa
ggtcataatg
tttgctaatt

ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatgccaa
caacaattaa
cttcecggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
ggcgaatggce
tgcgatcttc
gatgcgcceca
acggagaatc
gaaggccaga
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
acctgatagc
ctagaacggt
ttgaatcttt
atttttatcce
tttttggtac
ctttgecettg

<213> Organismo desconocido

<220>

ES 2531551713

taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
gctttgectg
ctgaggccga
tctacaccaa
cgacgggttg
cgcgaattat
taacgcgaat
cctgtttttg
acgattaccg
ctttgtagat
tgaatatcat
acctacacat
ttgegttgaa
aaccgattta
cctgtatgat

<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3

<400> 195

tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactgt
gtttccggea
tactgtcgtc
cgtaacctat
ttactcgcectce
ttttgatggce
tttaacaaaa
gggcttttet
ttcatcgatt
ctctcaaaaa
attgatggtg
tactcaggca
ataaaggctt
gctttatgcet
ttattggatg

atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggageceg
cceteeegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
acgtaagacc
ccagaagcgg
gtcccctcaa
cccattacgg
acatttaatg
gttcctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctcttgtttg
tagctaccct
atttgactgt
ttgcatttaa
ctcccgcaaa
ctgaggcttt
tt

Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser

1

5

His Ser Ala Gln

<210> 196
<211> 368
<212> PRT

20

<213> Organismo desconocido

<220>

10

<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3

<400> 196

15

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

64

30

8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9472



Leu

Phe

LyS

65

Tyr

Ser

Thr

Phe

Thr

145

Ser

Glu

His

Ser

Cys

225

Glu

Glu

Asn

Leu

Asp

305

Ala

Thr

Ser

<210> 197
<211> 152

val

Thr

50

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp

130

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

210

Asn

Pro

Gln

Asp

Ala

290

Lys

Thr

Trp

Glu

Gln

35

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

115

Ile

Gly

Gly

val

Phe

195

Val

val

Lys

Lys

Asp

275

Lys

Thr

Gly

Val

Gly
355

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr
100

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Arg

Pro

Leu

val

Pro
340

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

85

Leu

TyTr

Gly

Ser

Ala

165

Val

Ala

val

His

Cys

245

Ile

Met

His

Asp

Vval
325

Ile

Gly

Gly

Tyr

Val

70

Val

Tyr

Cys

Gln

val

150

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

230

Ala

Ser

Ala

Thr

Arg

310

Val

Gly

Ser

Ser

Ala

55

Ser

Lys

Leu

Ala

Gly

135

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

215

Pro

Ala

Glu

Ser

Glu

295

Tyr

Cys

Leu

Glu

Leu

40

Met

Ala

Gly

Gln

Lys

120

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

200

Ser

Ser

Ala

Glu

Gly

280

Ile

Ala

Thr

Ala

Gly
360

ES 2531551713

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

105

Asp

Met

Leu

Cys

Ser

185

Ser

Ser

Asn

His

Asp

265

Ala

Ser

Asn

Gly

Ile
345

Gly

Leu

Trp

Ser

Phe

90

Asn

Tyr

Val

Ala

Leu

170

Gly

Ser

Leu

Thr

His

250

Leu

Ala

Phe

Tyr

Asp

330

Pro

Gly

Ser

Val

Gly

75

Thr

Ser

Glu

Thr

Pro

155

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

235

His

Asn

Glu

Thr

Glu

315

Glu

Glu

Ser

65

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

Gly

Val

140

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

220

Val

His

Gly

Thr

Asn

300

Gly

Thr

Asn

Glu

Ala

45

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

125

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

205

Gln

Asp

His

Ala

val

285

val

Cys

Gln

Glu

Gly
365

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

110

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

190

Ser

Thr

Lys

His

Ala

270

Glu

Trp

Leu

Cys

Gly

350

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

95

Glu

Tyr

Ala

Ser

Phe

175

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

255

Asp

Ser

Lys

Trp

Gly

Gly

Thr

80

Asn

Asp

Ala

Ser

Thr

160

Pro

Val

Ser

Ile

val

240

Ala

Ile

Cys

Asp

Asn

320

Gly

Gly

Thr
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<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3

<400> 197

Ser

1

Met

Lys

Ile

Phe

65

Ser

Ser

Phe

Phe

Asn
145

<210> 198

Gly

Thr

Leu

Gly

50

Ala

Pro

Val

Ser

Leu

130

Ile

<211>15

Asp

Glu

Asp

35

Asp

Gly

Leu

Glu

Ile

115

Leu

Leu

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

Phe

Asn

20

Ser

val

Ser

Met

Cys

100

Asp

Tyr

Arg

Asp

Ala

val

ser

Asn

Asn

85

Arg

Cys

Val

Asn

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

Met

Ala

25

Tyxr

Asn

Ala

Gln

Phe

105

Asn

Met

Ala

10

Leu

Gly

Gly

Gln

Tyr

90

Ser

Leu

Tyr

Asn

Gln

Ala

Asn

Val

75

Leu

Ala

Phe

Val

<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3

<400> 198

Met Pro Val Leu Leu Gly Ile Pro Leu Leu Leu Arg Phe Leu Gly

1

<210> 199
<211> 335

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

5

10

<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3

<400> 199

66

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

S5

Tyr

Phe

Phe

15

Ala

Gly

Phe

Asp

Asn

80

Gln

Glu

Ala

Ala



Lys

Cys

Val

Pro

Asp

65

Phe

Trp

Gln

His

Gly

145

Leu

val

Thr

Leu

Gly

225

Val

Ile

Asp

Tyr

Asp

305

val

<210> 200

Thr

Lys

Gly

Ser

50

Glu

Asn

Phe

Asp

val

130

Thr

His

Glu

Lys

Thr

210

Gln

Leu

Thr

Phe

Arg

290

Leu

Ser

<211>10

Leu

Ile

Arg

35

Ile

Asn

Thr

Leu

Leu

115

Val

Leu

Val

Arg

Gln

195

Pro

Lys

Cys

Gln

Asp

275

Tyr

Gln

Ile

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

Val

Ala

20

Phe

Ser

Lys

Arg

His

100

Ser

Tyr

Tyr

Gly

Trp

180

Ala

Tyr

Met

Leu

Pro

260

Lys

Val

Lys

Lys

Ser

Thr

Ala

Asp

Asn

Ser

85

Ala

Ile

Cys

Ser

Val

165

Leu

Phe

Leu

Lys

Ala
245

Lys

Phe

Phe

Gln

Lys
325

Val

Asn

Lys

Leu

Gly

70

Trp

Arg

Val

Arg

Leu

150

Val

Tyr

Ser

Ser

Leu

230

Ile

Pro

Thr

Lys

Gly

310

Gly

Gly

Leu

Thr

Leu

55

Leu

Asn

Lys

Asp

Arg

135

Ile

Lys

Thr

Ser

His

215

Thr

Gly

Glu
Ile
Asp
295

Tyr

Asn

Lys
Asp
Pro
Ala
Leu
Asp
Leu
Lys
120
Leu
Thr
Tyr
Gly
Asn
200
Gly
Lys
Phe
val
Asp
280
Ser

Ser

Ser

ES 2531551713

Ile

Leu

25

Arg

Ile

vVal

Lys

Gly

105

Gln

Asp

Gly

Gly

Lys

185

Tyxr

Arg

Ile

Ala

Lys

265

Ser

Lys

Leu

Asn

Gln

10

Arg

val

Gly

Leu

Glu
90

Trp

Ala

Arg

Ser

Asp

170

Asn

Asp

Tyr

Tyr

Ser
250

Lys

Ser

Gly

Thr

Glu
330

Asp

Leu

Leu

Arg

Asp

75

Arg

Asp

Arg

Ile

Lys

155

Ser

Leu

Ser

Phe

Leu

235

Ala

Val

Gln

Lys

Tyr

315

Ile

67

Lys

Gln

Arg

Gly

60

Glu

Gln

Ile

Ser

Thr

140

Met

Gln

Tyr

Gly

Lys

220

Lys

Phe

Val
Arg
Leu
300

Ile

Val

Asn

Ile

45

Asn

Cys

Pro

Ile

Ala

125

Leu

Pro

Leu

Asn

Val

205

Pro

Lys

Thr

Ser

Leu

285

Ile

Asp

Lys

Val

Leu

30

Pro

Asp

Gly

Ile

Phe

110

Leu

Pro

Leu

Sexr

Ala

190

Tyr

Leu

Phe

Tyr

Gln

270

Asn

Asn

Leu

Cys

Ala

15

Pro

Asp

Ser

Thr

Ile

95

Leu

Ala

Phe

Pro

Pro

175

Tyr

Ser

Asn

Ser

Ser
255

Thr

Leu

Ser

Cys

Asn
335

Gly

Gln

Lys

Tyr

Trp

80

Asp

Val

Glu

Val

Lys

160

Thr

Asp

Tyr

Leu

Arg

240

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Thr
320
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<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: MALIA3
<400> 200

Met Lys Leu Leu Asn Val Ile Asn Phe Val
1 5 10

<210> 201

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 201

actatctcta gagacaactc taagaatact ctctacttgc agatgaacag cttaagggct 60

gaggacactg cagtctacta ttgcgctaaa
<210> 202

<211> 30

<212> PRT

<213> Homosapiens

<400> 202

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn
1 5 10 15

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala vVal Tyr Tyr Cys Ala Lys
20 25 30

<210> 203

<211> 90

<212> ADN

<213> Secuencia de consenso
<220>

<221> base modificada

<222> (3)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (9)

<223> a, t, c, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (12)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

68
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35

<222> (21)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (30)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (51)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (57)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (60)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (69)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (72)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (75)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida
<220>

<221> base modificada

<222> (87)

<223> a, t, ¢, g, otra o desconocida

<400> 203

ES 2531551713

acnathtcnc gngayaaytc naaraayacn ttrtayttrc aratgaayte nttregngen 60
gargayacng cngtntayta ytgygcnaar 90

69
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<210> 204

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 204

ES 2531551713

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc
<210> 205

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 205

90

caggtccagc ttgtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctce agtgaaggtt 60

tcctgcaagg cttctggata caccttcact
<210> 206

<211>90

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 206

S0

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60

tcctgcaagg cttctggata caccttcacce
<210> 207

<211>90

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 207

90

caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60

tcctgcaagg cttctggtta cacctttacce
<210> 208

<211>90

<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 208

90

caggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagce ctggggcctc agtgaaggte 60

tcctgcaagg tttccggata caccctcact
<210> 209

<211>90

<212> ADN

<213> Homosapiens

90
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<400> 209

cagatgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaaga ctgggtccte agtgaaggtt 60
tecctgcaagg cttccggata caccttcacce 90

<210> 210

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 210

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt 60
tcctgcaagg catctggata caccttcacc S0

<210> 211

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 211

caaatgcagc tggtgcagtc tgggcctgag gtgaagaagc ctgggacctce agtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggatt cacctttact 90

<210> 212

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 212

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc 60
tcetgecaagg cttetggagg caccttcage 90

<210> 213

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 213

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtce 60
tcectgcaagg cttetggagg caccttcage 90

<210> 214
<211>90
<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 214
gaggtccage tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc 60
tcctgcaagg tttctggata caccttcacc 90
<210> 215
<211>90
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<212> ADN
<213> Homosapiens
<400> 215

cagatcacct tgaaggagtc tggtcctacg ctggtgaaac ccacacagac cctcacgctg 60
acctgcacct tctectgggtt ctcactcage 90

<210> 216

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 216

caggtcacct tgaaggagtc tggtcetgtg ctggtgaaac ccacagagac cctcacgctg 60
acctgcaccg tctctgggtt ctcactcage 90

<210> 217

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 217

caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgcg ctggtgaaac ccacacagac cctcacactg 60
acctgcacct tctctgggtt ctcactcagce 90

<210> 218

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 218

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagcec ctggggggte cctgagactc 60
tcctgtgcag cctcectggatt cacctttagt S0

<210> 219

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 219

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt cacctttgat 90

<210> 220

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 220

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtcaagce ctggagggtc cctgagactce 60
tcctgtgcag cctetggatt caccttcagt 90

72
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<210> 221

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 221

gaggtgcagce tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagacte 60
tecectgtgecag cctectggatt caccttcagt S0

<210> 222

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 222

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtaaagc ctggggggtc ccttagactc 60
tcectgtgecag cctctggatt cactttecagt 90

<210> 223

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 223

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggt gtggtacggc ctggggggtc cctgagacte 60
tecectgtgecag cctetggatt cacctttgat 90

<210> 224

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 224

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggce ctggtcaagc ctggggggtc cctgagacte 60
tcectgtgcag cctetggatt cacctteagt 90

<210> 225

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 225

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcectgtgecag cctectggatt cacctttage 90

<210> 226
<211>90
<212> ADN

<213> Homosapiens
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<400> 226

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt cacctteagt S0

<210> 227

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 227

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggtce cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 228

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 228

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagce ctgggaggtc cctgagactce 60
tcectgtgecag cctcectggatt caccttcagt 90

<210> 229

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 229

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcetgtgecag cgtctggatt caccttcagt 90

<210> 230

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 230

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggagtc gtggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctectggatt cacctttgat 90

<210> 231
<211>90
<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 231
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagge ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcetgtgecag cctetggatt cacctteagt 90
<210> 232
<211>90
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<212> ADN
<213> Homosapiens
<400> 232

gaggtgcagce tggtggagtc tgggggaggce ttggtacagc cagggcggtc cctgagactc 60
tecctgtacag cttctggatt cacctttggt 90

<210> 233

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 233

gaggtgcagc tggtggagac tggaggaggc ttgatccagce ctggggggtc cctgagactce 60
tcctgtgcag cctectgggtt caccgtcagt S0

<210> 234

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 234

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccage ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 235

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 235

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccage ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt caccgtcagt 90

<210> 236

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 236

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggagggtc cctgagactc 60
tcectgtgecag cectetggatt caccttecagt 90

<210> 237

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 237

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccage ctggggggtc cctgaaactc 60
tcectgtgecag cctectgggtt cacctteagt 90
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<210> 238

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 238

gaggtgcagc tggtggagtc cgggggaggc ttagttcage ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt caccttcagt 90

<210> 239

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 239

gaggtgcagc tggtggagtc tcggggagtc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctectggatt caccgtcagt S0

<210> 240

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 240

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagce cttcecggggac cctgtceccte 60
acctgcgetg tctctggtgg ctccatcage 90

<210> 241

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 241

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggacac cctgtcccte 60
acctgcgetg tctcectggtta ctccatcagce 90

<210> 242

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 242

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctetggtgg ctccatcage 90

<210> 243
<211>90
<212> ADN

<213> Homosapiens

76



10

15

20

25

30

ES 2531551713

<400> 243

cagctgcagc tgcaggagtc cggctcagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcgctg tctectggtgg ctccatcage 90

<210> 244

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 244

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcacagac cctgtcccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcage S0

<210> 245
<211>90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 245

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagce cttcacagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagce 90

<210> 246

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 246

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt S0

<210> 247

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 247

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttecggagac cctgteeccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcage 90

<210> 248
<211>90
<212> ADN

<213> Homosapiens

<400> 248
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctce 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt S0
<210> 249
<211>90
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<212> ADN
<213> Homosapiens
<400> 249

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcggagac cctgtcectc 60
acctgcactg tctctggtgg ctcegtcage 90

<210> 250

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 250

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgteccte 60
acctgcgctg tctctggtta ctccatcage S0

<210> 251

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 251

gaggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc tctgaagatc 60
tcectgtaagg gttctggata cagctttacce S0

<210> 252

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 252

gaagtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc tctgaggatc 60
tcctgtaagg gttctggata cagctttacc 90

<210> 253

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 253

caggtacagc tgcagcagtc aggtccagga ctggtgaagc cctcgcagac cctctcactc 60
acctgtgcca tcteccgggga cagtgtetcet 90

<210> 254

<211> 90

<212> ADN

<213> Homosapiens
<400> 254

caggtgcagc tggtgcaatc tgggtctgag ttgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt 60
tcctgecaagg cttcectggata caccttcact S0
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<210> 255

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 255

agttctccct gcagcetgaac tc 22

<210> 256

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 256

cactgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 257

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 257

ccctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 258

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 258

ccgcctacct gcagtggage ag 22

<210> 259

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 259

cgctgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 260

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 260

cggcatatct gcagatctgc ag 22

<210> 261

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 261

cggcgtatct gcaaatgaac ag 22

<210> 262

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 262

ctgcctacct gcagtggagce ag 22

<210> 263

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Sonda
<400> 263

tcgcctatct gcaaatgaac ag 22

<210> 264

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 264

acatggagct gagcagcctg ag 22

<210> 265

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 265

acatggagct gagcaggctg ag 22

<210> 266

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 266

acatggagct gaggagcctg ag 22

<210> 267

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 267

acctgcagtg gagcagcctg aa 22

<210> 268

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 268
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atctgcaaat gaacagcctg aa 22

<210> 269

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 269

atctgcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 270

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 270

atctgcaaat gaacagtctg ag 22

<210> 271

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 271

atctgcagat ctgcagccta aa 22

<210> 272

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 272

atcttcaaat gaacagcctg ag 22

<210> 273

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 273

atcttcaaat gggcagcctg ag 22

<210> 274

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 274

ccctgaagct gagctetgtg ac 22

<210> 275

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 275

ccctgecagct gaactctgtg ac 22

<210> 276

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 276

tccttacaat gaccaacatg ga 22

<210> 277

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 277

tccttaccat gaccaacatg ga 22

<210> 278
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 278

ccgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 279

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 279

ctgtgtatta ctgtgcgaga ga 22

<210> 280

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 280

ccgtgtatta ctgtgcgaga gg 22

<210> 281

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 281

ccgtgtatta ctgtgcaaca ga 22

<210> 282

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 282

ccatgtatta ctgtgcaaga ta 22

<210> 283

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 283

ccgtgtatta ctgtgcggca ga 22

<210> 284

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 284

ccacatatta ctgtgcacac ag 22

<210> 285

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 285

ccacatatta ctgtgcacgg at 22

<210> 286

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 286

ccacgtatta ctgtgcacgg at 22

<210> 287

<211> 22

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 287

ccttgtatta ctgtgcaaaa ga 22

<210> 288

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 288

ctgtgtatta ctgtgcaaga ga 22

<210> 289

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 289

ccgtgtatta ctgtaccaca ga 22

<210> 290

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 290

ccttgtatca ctgtgcgaga ga 22

<210> 291

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 291

ccgtatatta ctgtgcgaaa ga 22

86



10

15

20

25

30

35

ES 2531551713

<210> 292

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 292

ctgtgtatta ctgtgcgaaa ga 22

<210> 293

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 293

ccgtgtatta ctgtactaga ga 22

<210> 294

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 294

ccgtgtatta ctgtgctaga ga 22

<210> 295

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 295

ccgtgtatta ctgtactaga ca 22

<210> 296

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 296

ctgtgtatta ctgtaagaaa ga 22

<210> 297

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 297

ccgtgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 298

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 298

ccgtgtatta ctgtgccaga ga 22

<210> 299

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 299

ctgtgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 300

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 300

ccatgtatta ctgtgcgaga ca 22

<210> 301

<211> 22
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 301

ccatgtatta ctgtgcgaga aa 22

<210> 302
<211> 69
<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 302

gacatccaga tgacccagtc tccatcctece ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttge
<210> 303
<211> 66
<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 303

69

cagtctgtgc tgactcagcc accctcggtg tctgaagccc ccaggcagag ggtcaccatc 60

tcectgt

<210> 304
<211> 668
<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: h3401-h2

<400> 304

agtgcacaag
agggccacce
cagaaacctg
atcccagcca
ctggagcecetg
acgttecggcece
atcttccege
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
gaattcgc

acatccagat
tctectgeag
gccaggttce
ggttcagtygg
aagattttgce
aagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gecctgagete

gacccagtct
ggccagtcag
caggctccte
cagtgggtcet
agtgtattac
ggtggaaatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gcctgtcaca

ccagccaccc
agtgttagta
atctatggtg
gggacagact
tgtcagcggt
aaacgaactg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca
aagagcttca

89

tgtectgtgtce
acaacttagc
catccaccag
tcactctcac
atggtagctc
tggctgcacc
cctctgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc
acaaaggaga

tccaggggaa
ctggtaccag
ggccactgat
catcagcaga
accggggtgg
atctgtcttce
gtgcctgcetg
cctecaatceg
cagcctceagce
ctgcgaagtc
gtgtaagggc

66

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
668
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<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>
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<223> Descripcion del organismo desconocido: h3401-h2

<400> 305

Ser Ala Gln Asp Ile Gln
1 5

Ser Pro Gly Glu Arg Ala
20

Ser Asn Asn Leu Ala Trp
35

Leu Leu Ile Tyr Gly Ala
50

Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70

Leu Glu Pro Glu Asp Phe
85

Ser Pro Gly Trp Thr Phe
100

Thr Val Ala Ala Pro Ser
115

Leu Lys Ser Gly Thr Ala
130

Pro Arg Glu Ala Lys Val
145 150

Gly Asn Ser Gln Glu Ser
165

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
180

His Lys Val Tyr Ala Cys
195

vVal Thr Lys Ser Phe Asn
210

<210> 306

<211> 700

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

Met

Thr

Tyr

Ser

55

Gly

Ala

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Lys
215

Thr

Leu

Gln

40

Thr

Thr

Val

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

Gln

Ser

25

Gln

Arg

Asp

Tyr

Gly

105

Ile

val

Lys

Glu
Leu
185

Thr

Glu

Ser

10

Cys

Lys

Ala

Phe

TVr

Thr

Phe

Cys

Val

Gln
170
Ser

His

Cys

Pro

Arg

Pro

Thr

Thr

75

Cys

Lys

Pro

Leu

Asp
155

Asp

Lys

Gln

Lys

Ala

Ala

Gly

Asp

60

Leu

Gln

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly
220

Thr

Ser

Gln

45

Ile

Thr

Arg

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

205

Glu

<223> Descripcion del organismo desconocido: h3401-d8 KAPPA

<400> 306

90

Leu

Gln

30

val

Pro

Ile

Tyr

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Phe

Ser

15

Ser

Pro

Ala

Ser

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser
175
Glu

Ser

Ala

val

Val

Arg

Arg

Arg

80

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser
160

Thr

Lys

Pro
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agtgcacaag
agagccaccc
tgcaatcttc
ctcatctatg
tetgggacag
ttctgtcage
aaacgaactg
tctggaactg
cagtggaagg
gacaacaagg
gagaaacacg
aagagcttca

<210> 307
<211> 222
<212> PRT

acatccagat
tctcetgeag
tcagcaactt
gtgcttccac
agttcactct
agtatggtac
tggctgcacc
cctetgttgt
tggataacgce
acagcaccta
aagtctacgce

acaggggaga

gacccagtct
ggccagtcag
agcctggtac
cggggccatt
caccatcagce
ctcaccgcece
atctgtctte
gtgccecgetg
cctecaateg
cagcctcagce
ctgcgaagtc
gtgtaagaaa

<213> Organismo desconocido

<220>

ES 2531551713

cctgeccaccce
gtgtctccag
cagcagaaac
ggtatcccag
agcctgcagt
actttcggeg
atcttccege
aataacttct
ggtaactcecce
agcaccctga
acccatcagg
gaattcgttt

tgtctgtgtc
gggaaagagc
ctggccaggce
ccaggttcag
ctgaagattt
gagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcecttagetce

<223> Descripcion del organismo desconocido: h3401-d8 KAPPA

<400> 307

Ser Ala Gln

1

Ser Pro

Leu Ser

Leu Leu

50

Phe
65

Ser

Leu Gln

Ser Pro
Val Ala

Ser
130

Lys

Arg Glu

145

Asn

Ser Leu

Glu Vval

Thr Lys

210

<210> 308

Gly
Asn
35

Ile

Gly

Ser

Pro

Ala

115

Gly

Ala

Ser

Tyr
195

Ser

Asp Ile

Glu
20

Arg

Leu Ala

Tyr Gly

Ser Gly

Glu Asp

85

Thr
100

Phe
Pro Ser
Thr Ala
Lys Val

Ser
165

G
il
I

Ser Thr

180

Ala Cys

Phe Asn

Gln

Ala

Trp

Ala

Ser

70
Phe
Gly

val

Ser

Leu

Glu

Arg

Met Thr

Thr

Leu

Gln
40

Tyr

Ser Thr

55

Gly Thr

Ala Vval

Gly Gly

Phe Ile

120
Val val
135

Trp Lys

Thr Leu

Val Thr

200
Gly Glu
215

Gln

Ser

Gln

Gly

Glu

Tyr

Thr

105

Phe

Cys

Cys

Ser Pro

10
Cys Arg
25

Lys Pro

Ala Ile

Phe Thr

75

Phe
90

Cys
Lys Val
Pro Pro
Leu

Pro

Asn
155

Asp

Asp Asn

170

Lys Val

Gln Gly

Lys Lys

91

Ala Thr Leu

Ala Gln

30

Ser

Gln Ala

45

Gly

Gly Ile

€0

Pro

Leu Thr Ile

Gln Gln Tyr

Glu Ile Lys

110
Glu

Ser Asp

125
Phe

Asn Asn

140
Ala

Leu Gln

Lys Asp Ser

Glu
190

Asp Tyr

Ser Ser

205

Leu

Glu Phe

220

Val

tccaggtgaa
caccctctec
tceccaggetce
tggcagtggg
tgcagtgtat
ggtggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agtagactac
gcccgtcacyg

Ser Val

15

Asn Leu

Pro Arg

Ala Arg

Ser
80

Ser

Gly Thr

Arg Thr

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

160

Thr
175

=
<
at

Lys His

Pro val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700
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<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 308

gctgtgtatt actgtgcgag cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 45

<210> 309

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 309

gccgtgtatt actgtgcgag cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 45

<210> 310

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 310

gccgtatatt actgtgcgag cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 45

<210> 311

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 311

gccgtgtatt actgtacgag cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 45

<210> 312

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 312

gccatgtatt actgtgcgag cacatccgtg ttgttcacgg atgtg 45

<210> 313

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 313

aatagtagac tgcagtgtcc tcagccctta agctgttcat ctgcaagtag agagtattct 60
tagagttgtc tctagactta gtgaagcg 88

<210> 314

<211> 95

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 314

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60
agggctgagg acactgcagt ctactattgt gcgag 95

<210> 315

<211>95

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 315

cgcttcacta agtctagaga caactctaag aatactctct acttgcagat gaacagctta 60
agggctgagg acactgcagt ctactattgt acgag 95

<210> 316

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 316

cgcttcacta agtctagaga caac 24

<210> 317
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<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 317

cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggagg atggagactg ggtc 44

<210> 318

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 318

cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggaga gtggagactg agtc 44

<210> 319

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 319

cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggtgce ctggagactg cgtc 44

<210> 320

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 320

cacatccgtg ttgttcacgg atgtgggtgg ctggagactg cgtc 44

<210> 321

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 321

cctctactct tgtcacagtg cacaagacat ccag 34

<210> 322

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético
<400> 322

cctctactct tgtcacagtg 20

<210> 323

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 323

ggaggatgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 324

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 324

ggagagtgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 325

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 325

ggtgcctgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 326

<211> 44

<212> ADN

95



10

15

20

25

30

35

ES 2531551713

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 326

ggtggctgga ctggatgtct tgtgcactgt gacaagagta gagg 44

<210> 327

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 327

cacatccgtg ttgttcacgg atgtggatcg actgtccagg agac 44

<210> 328

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 328

cacatccgtg ttgttcacgg atgtggactg tctgtcccaa ggcce 44

<210> 329

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 329

cacatccgtg ttgttcacgg atgtggactg actgtccagg agac 44

<210> 330

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 330

cacatccgtg ttgttcacgg atgtggaccc tctgecctgg ggec 44
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<210> 331

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 331

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttageg gttcceecgg 59
<210> 332

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 332

cctetgactg agtgeacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttagcg gttecceggg 60
acagtcgat 69

<210> 333

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 333

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttageg gttcecccecggg 60
acagacagt 69

<210> 334

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 334

cctetgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttagcg gttcceceggg 60
acagtcagt €9

<210> 335
<211>70
<212> ADN
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 335

cctctgactg agtgcacaga gtgctttaac ccaaccggct agtgttagcg gtstccecgg 60

ggcagagggt

<210> 336

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 336

cctctgactg agtgcacaga gtge 24
<210> 337

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 337

gggaggatgg agactgggtc 20
<210> 338

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 338

gggaagatgg agactgggtc 20
<210> 339

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 339
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gggagagtgg agactgagtc 20

<210> 340

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 340

gggtgccetgg agactgegtc 20

<210> 341

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 341

gggtggctgg agactgegte 20

<210> 342

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 342

gggagtctgg agactgggtc 20

<210> 343

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 343

gggaggatgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50
<210> 344

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 344

gggaagatgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50
<210> 345

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 345

gggagagtgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50
<210> 346

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 346

gggtgcctgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 347

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 347

gggtggctgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 348

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 348

gggagtctgg agactgggtc atctggatgt cttgtgcact gtgacagagg 50

<210> 349
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<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 349

cctctgtcac agtgcacaag acatccagat gacccagtct cc 42

<210> 350

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 350

cctetgtcac agtgcacaag ac 22

<210> 351

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 351

acactctccc ctgttgaagc tctt 24

<210> 352

<211> 912

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 352
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tcecggagett
gaccgactgc
caaaccagtc
tctggtttga
ggcatcaatt
aacgtttggce
gataagtggt
aatataagtg
ccacaggcgg
gaagatacct
cctgcaatgg
gaagaaacgc
ttctcaccaa
agtgggttta

tacgaaaatt
gagtecgtcta

<210> 353
<211> 6680
<212> ADN

cagatctgtt
ttgagcaaaa
gtcaggatct
cacagagcga
tgcttaatga
tgaccagtat
acagcgccag
ttggagcaaa
ttgatctgtt
gggagactct
ccttaacgtt
gtcatcagge
cgacaagcga
ttgctccecga

ttggccgtaa
ga

tgcectttttg
gccacgctta
taacctgagg
tccgegtegt
tgatggtaaa
gttgaagcgt
tggctacgaa
aattttgtat
tgctgggaaa
ttccaaacgce
ccgggcaaat
ggagtatcaa
tcgtectgtyg
tggaacagtt

gtcgctctgg

<213> Organismo desconocido

<220>
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tggggtggtg
actgctgatc
ctttttttac
cagttggtag
acctggcagc
accgtagtgg
acaacccagg
gaggcggtgce
ccacagcagg
tatggcaata
aatttctttg
aaccgtggaa
cttgcctggg
gataagcact

ttaacgaagc

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5

<400> 353

cagatcgcgt
aggcatggga
ctactctgca
aaacattaac
agccaggctc
ctgcegtacce
acggcccaac
agggagacaa
aggttgtgtt
atgtgagtaa
gtgtaccgca
cagaaaacga
atgtggtcgce
atgaagatca

aggatgtgga

102

tacggagatc
tgttattcge
agcagcgaca
acgttgggat
tgccatectg
tatgccattt
tggttcgetg
atcaccaatc
ggctgegetg
ctggaaaaca
ggccgeagceg
tatgattgtt
acccggtcag
gctgaaaatg

ggcgcataag

60

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

900
512



gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggecatt
ctgaagatca
tcettgagag
tatgtggcege
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagacccegt
gcetgecttgea
taccaactct
ttctagtgta
tegetetget
ggttggactc
cgtgcataca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgecett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
ttattcgecaa
gtcgaccteg
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagttcac

cctecgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecettect
gttgggtgce
ttttcgeecece
ggtattatcce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagcet
acttctgegce
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gcegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagctt
ttecctttagt
agatcaaacg
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
cggtgacaaa

cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgcectca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgcectg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tccecggeaac
tecggeectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttccecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
tggagccttt
tgttcetttce
tggaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac
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tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttcceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagecggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagecgtcg
acgcggcectt
cgttatccece
gccgcagceceg
tacgcaaacc
ttccecgactg
aggcacccca
gataacaatt
tttttggaga
tattctcaca
gctgcaccat
tectgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcect
aggggagagt

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgececett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttetttetg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcce
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctctecece
gaaagcgggce
ggctttacac
tcacacagga
ttttcaacgt
gtgcacaggt
ctgtcttcat
gcctgectgaa
tccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtcac
gttaataagg
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ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgeccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatcet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagceg
tggtatcttt
tgctcgtceag
ctggcectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgcgttgge
agtgagcgca
tttatgcttce
aacagctatg
gaaaaaatta
ccaactgcag
cttccegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc
cgcgccaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



ctatttcaag
attactcgcg
tgttcagcect
tgcctttttg
gccacgctta
taacctgagg
tcegegtegt
tgatggtaaa
gttgaagcgt
tggctacgaa
aattttgtat
tgctgggaaa
ttccaaacgce
ccgggcaaat
ggagtatcaa
tecgtectgtyg
tggaacagtt
gtcgectctgg
taagaatact
ttctccaaac
aagaggtggc
ggacacagca
gcaatattgg
gattaccegt
accctaaggt
tccaccaagg
acagcggccce
aactcaggcg
ctctactcec
atctgcaacg
tcttgtgcgg
gaagaggatc
gaaaattcat
gagggctgtce
tacggtacat
ggtggcggtt
gatacaccta
actgagcaaa
ttcatgtttce
actgttactc
aaagccatgt
tttaatgagg
cctgtcaatg
tctgagggtg
ggttccggtg
aatgccgatg
gattacggtg
ggtgctactg
aattcacctt
tgtecgeectt
ataaacttat
ttttcgacgt
cgttttacaa
acatcccect
acagttgcgce
gtgeggtatt
aaatttttgt
taaatcaaaa

actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg
ctatggttgc
ccagccecga
atccgcecttac
gtcatcaccg

<210> 354

gagacagtca
gcecagcecegg
ggtggttctt
tggggtggtyg
actgctgatc
ctttttttac
cagttggtag
acctggcagce
accgtagtgg
acaacccagg
gaggcggtge
ccacagcagg
tatggcaata
aatttctttg
aaccgtggaa
cttgcctggg
gataagcact
ttaacgaagc
ctctacttgce
tgaccagacg
gtctttgctg
ggcagcgaaa
ttatgttcat
tcectggtacg
gtataacccc
gcccateggt
tgggctgect
ccectgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
ccgcacatca
tgaatggggce
ttactaacgt
tgtggaatgce
gggttcctat
ctgagggtgg
ttcegggeta
accccgcetaa
agaataatag
aaggcactga
atgacgctta
atccattcgt
ctggecggegg
gcggttectga
attttgatta
aaaacgcgcet
ctgctatcga
gtgattttge
taatgaataa
atgtctttgg
tcegtggtat
ttgctaacat
cgtcgtgact
ttcgccaget
agcctgaatg
tcacaccgca
taaatcagct
gaatagcccg

aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
tttgacgggt
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga

taatgaaata
ccatggecga
tacgtcttte
cagatcgcgt
aggcatggga
ctactctgca
aaacattaac
agccaggcetce
ctgccgtace
acggcccaac
agggagacaa
aggttgtgtt
atgtgagtaa
gtgtaccgca
cagaaaacga
atgtggtcgce
atgaagatca
aggatgtgga
agatgaacag
acacaaacgg
gcctggactce
caagcactga
actggtgett
ggaaaatggg
cagaagctag
cttcccecctg
ggtcaaggac
cggcgtecac
agtgaccgtg
gcccagcaac
tcatcaccat
cgcatagact
ctggaaagac
tacaggcgtt
tgggcttgct
cggttctgag
tacttatatc
tcctaatceet
gttccgaaat
cceecgttaaa
ctggaacggt
ttgtgaatat
ctctggtggt
gggtggegge
tgaaaaaatg
acagtctgac
tggtttcatt
tggctctaat
tttcegteaa
cgctggtaaa
ctttgegttt
actgcgtaat
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggceg
tataaattgt
cattttttaa
agatagggtt

ccaacgtcaa
ccaaatcaag
gcccécgatt
aagcgaaagg
ccacacccgce
gcagtctcag
cacccgctga
tgaccgtcte
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cctattgect
agttcaattg
ttgecgctget
tacggagatc
tgttattcge
agcagcgaca
acgttgggat
tgeccatcctg
tatgccattt
tggttcgctg
atcaccaatc
ggctgcgetg
ctggaaaaca
ggccgcagceg
tatgattgtt
acccggtcag
gctgaaaatg
ggcgcataag
cttaagtctg
cttacgctaa
atcagatgaa
ccatcaactg
atccagatcg
actggaaagg
cctgeggett
gcaccctect
tacttcceceg
accttcecegg
ccectccagea
accaaggtgg
cacggggccg
gttgaaagtt
gacaaaactt
gtggtttgta
atccctgaaa
ggtggcggta
aaccctcteg
tctecttgagg
aggcagggtg
acttattacc
aaattcagag
caaggccaat
ggttctggty
tctgagggtg
gcaaacgcta
gctaaaggca
ggtgacgttt
tcccaaatgg
tatttacctt
ccatatgaat
cttttatatg
aaggagtctt
tggcgttacce
cgaagaggcc
cctgatgegg
aaacgttaat
ccaataggcc
gagtgttgtt

agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agcgggcgcet
cgcgcttaat
tacaatctgce
cgcgecectga
cgggagctgce

acggcagcecg
ttagagtctg
tccggagett
gaccgactge
caaaccagtc
tctggtttga
ggcatcaatt
aacgtttggce
gataagtggt
aatataagtg
ccacaggegg
gaagatacct
cctgcaatgg
gaagaaacgc
ttctcaccaa
agtgggttta
tacgaaaatt
gagtcgtcta
agcattcggt
atcccgegea
ggccaaaaat
gtactatgct
tcaatcaggce
gctattgect
cggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggeac
acaagaaagt
cagaacaaaa
gtttagcaaa
tagatcgtta
ctggtgacga
atgagggtgg
ctaaacctcc
acggcactta
agtctcagcce
cattaactgt
agtacactcc
actgcgettt
cgtctgacct
gcggctctga
gcggttcegg

ataagggggc
aacttgattc

ccggecettge
ctcaagtcgg
ctttgectca
tttctattga
ttgccacctt
aataagaatt
caacttaatc
cgcaccgatc
tattttctcc
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga

accgtctatc
tcgaggtgece
cggggaaagc
agggegetgg
gcgecgctac
tctgatgecg
cgggcttgtc
atgtgtcaga

104

ctggattgtt
gtggcggtet
cagatctgtt
ttgagcaaaa
gtcaggatct
cacagagcga
tgcttaatga
tgaccagtat
acagcgccag
ttggagcaaa
ttgatctgtt
gggagactct
ccttaacgtt
gtcatcaggc
cgacaagcga
ttgctcecega
ttggccgtaa
gagacaactc
ccgggcaaca
tgggatggta
tggcaggagt
gatgtaaacg
catgatccgce
tttgaaatga
ctcaagcgcec
ctctgggggc
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
actcatctca
acctcataca
cgctaactat
aactcagtgt
tggctctgag
tgagtacggt
tcecgectggt
tcttaatact
ttatacgggce
tgtatcatca
ccattctgge
gcctcaacct
gggtggcggce
tggcggetcee
tatgaccgaa
tgtcgctact
taatggtaat
tgacggtgat
gtcggttgaa
ttgtgacaaa
tatgtatgta
cactggccgt
gccttgcagce
gcecttccca
ttacgcatct
aattcgogtt
aaatccctta
acaagagtcce

agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgcgta
catagttaag
tgctccegge
ggttttcacc

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6680
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<211> 286

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

ES 2531551713

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5

<400> 354

Met Ser
1

Phe Cys
Asp Ala

Leu Asn
50

Pro Met
65

Arg Ile
Gln Asn
Asp Gly

Asp Asn
130

Glu Leu
145

Asp Arg
Asp Thr

Thr Gly

Met Glu
210

Ala Gly
225

Arg Gly
Val Val
Arg Gln

<210> 355
<211> 138

Ile

Leu

Glu

35

Ser

Met

Asp

Asp

Met

115

Thr

Trp

Thr

Glu
195

Ala

Trp

Ile

Ile

Ile
275

Gln

Pro

20

Asp

Gly

Ser

Ala

Leu

100

Thr

Ala

Ala

Glu

Met

180

Leu

Asp

Phe

Ile

Tyr

260

Ala

His

vVal

Lys

Thr

Gly

85

val

val

Ala

Phe

Pro

165

Pro

Leu

Lys

Ile

Ala

245

Thr

Glu

Phe

Phe

Leu

Ile

Phe

70

Gln

Glu

Arg

Asn

Leu

150

Glu

val

Thr

val

Ala

230

Ala

Thr

Ile

Arg

Ala

Gly

Leu

55

Lys

Glu

Tyr

Glu

Leu

135

His

Leu

Ala

Leu

Ala
215
Asp
Leu

Gly

Gly

Val

His

Ala

40

Glu

val

Gln

Ser

Leu

120

Leu

Asn

Asn

Met

Ala
200

Gly

Lys

Gly

Ser

Ala
280

Ala

Pro

25

Arg

Ser

Leu

Leu

Pro

105

Cys

Leu

Met

Glu

Ala

185

Ser

Pro

Ser

Pro

Gln

265

Ser

Leu

10

Glu

Val

Phe

Leu

Gly

S0

Val

Ser

Thr

Gly

Ala

170

Thr

Arg

Leu
Gly
Asp
250

Ala

Leu

Ile

Thr

Gly

Arg

Cys

75

Arg

Thr

Ala

Thr

Asp

155

Ile

Thr

Gln

Leu
Ala
235
Gly

Thr

Ile

Pro

Leu

Tyr

Pro

60

Gly

Arg

Glu

Ala

Ile

140

His

Pro

Leu

Gln

Arg
220
Gly
Lys

Met

Lys

105

Phe

Val

Ile

45

Glu

Ala

Ile

Lys

Ile

125

Gly

val

Asn

Arg

Leu
205

Ser

Glu

Pro

Asp

His
285

Phe

Lys

30

Glu

Glu

val

His

His

110

Thr

Gly

Thr

Asp

Lys

190

Ile

Ala

Arg

Ser

Glu

270

Trp

Ala

15
Val
Leu
Arg
Leu
Tyr

95

Leu

Met

Arg

Glu
175

Leu

Asp

Leu

Gly

Arg

255

Arg

Ala

Lys

Asp

Phe

Ser

80

Ser

Thr

Ser

Lys

Leu

160

Arg

Leu

Trp

Pro
Ser
240

Ile

Asn
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<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5
<400> 355

Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro
1 5 10

His Ser Ala Gln Val Gln Leu Gln Val Asp Leu Glu Ile
20 25

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
35 40 45

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
50 55 60

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
65 70 75

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
85 90

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
100 105

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
115 120 125

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
130 1358

<210> 356

<211> 48

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5
<400> 356

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu
1 5 10

Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser
20 25

Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
35 40 45

<210> 357

<211> 28

<212> PRT

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5

106

Phe

Lys

30

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

110

Ser

Tyr

15

Arg

Glu

Phe

Gln

Ser

95

Glu

Ser

Ser

Gly

Gln

Tyr

Ser

80

Thr

Lys

Pro

Leu Leu Ala

15

Gly Gly Gly

30

Ala Ser Gly
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<400> 357

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu

1 5 10

Ser Leu Ser Ile Arg Ser Gly Gln His Ser Pro Thr
20 25

<210> 358

<211> 129

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5
<400> 358

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
1 5 10

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
20 25

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
35 40

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val vVal Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
65 70 75

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
85 90

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Ala Ala Ala His His
100 : 105

Gly Ala Ala Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp
115 120

Ala

<210> 359

<211> 404

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: pCES5

<400> 359

107

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

His

Leu
125

Ser

Lys
30

Leu

Leu

Thr

Val

His
110

Asn

15

Ser

15
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp

95

His

Gly

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

His

Ala



Asn

Gly

Thr

Asn

65

Glu

Gly

Glu

Leu

Ala

145

Lys

Ala

Asn

val

Cys

Gln

50

Glu

Gly

Tyr

Gln

Asn

130

Leu

Thr

Tyr

Glu

Glu

Trp

Leu

35

Cys

Gly

Gly

Thr

Asn

115

Thr

Thr

Tyr

Txp

Asp

1985

Lys

20

Trp

Tyr

Gly

Gly

Tyr

100

Pro

Phe

Val

TYyr

Asn

180

Pro

Asp

Asn

Gly

Gly

Thr

85

Ile

Ala

Met

Tyr

Gln

165

Gly

Phe

Asp

Ala

Thr

Ser

70

Lys

Asn

Asn

Phe

Thr

150

Tyr

Lys

Val

Ala

Lys

Thr

Trp

Glu

Pro

Pro

Pro

Gln

135

Gly

Thr

Phe

Cys

Lys P

Thr

Gly

40

val

Gly

Pro

Leu

Asn

120

Asn

Thr

Pro

Arg

Glu
200

ES 2531551713

Leu

25

Val

Pro

Gly

Glu

Asp

105

Pro

Asn

Val

Vval

Asp

185

Tyr

His

10

Asp

vVal

Ile

Gly

Tyr

90

Gly

Ser

Arg

Thr

Ser

170

Cys

Gln

Thr Glu

Arg Tyr

Val Cys

Gly Leu

60

Ser Glu
75
Gly Asp
Thr Tyr
Leu Glu
Phe Arg
140
Gln Gly
155
Ser Lys

Ala Phe

Gly Gln

108

Asn

Ala

Thr

45

Ala

Gly

Thr

Pro

Glu

125

Asn

Thr

Ala

His

Ser
205

Ser P

Asn

30

Gly

Ile

Gly

Pro

Pro

110

Ser

Arg

Asp

Met

Ser

190

Ser

15

Tyr

Asp

Pro

Gly

Ile

95

Gly

Gln

Gln

Pro

Tyr

175

Gly

Asp

Glu

Ser

80

Pro

Thr

Pro

Gly

val

160

Asp

Phe

Leu
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Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
210 215 - 220

Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly
225 230 235 240

Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp Phe
245 250 255

Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu Asn
260 265 270

Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu Asp Ser
275 280 285

Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe Ile Gly Asp Val
290 295 300

Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp Phe Ala Gly Ser
305 310 315 320

Asn Ser Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn Ser Pro Leu Met
325 330 335

Asn Asn Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln Ser Val Glu Cys
340 345 350

Arg Pro Tyr Val Phe Gly Ala Gly Lys Pro Tyr Glu Phe Ser Ile Asp
355 360 365

Cys Asp Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu Tyr
370 375 380

Val Ala Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala Asn Ile Leu Arg
385 390 395 400

Asn Lys Glu Ser

<210> 360

<211>69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 360

gacatccaga tgacccagtc tccatcctece ctgtcectgecat ctgtaggaga cagagtcacce 60
atcacttgc 69

<210> 361

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 361
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gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 362

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 362

gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtectgecat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 363

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 363

gacatccaga tgacccagtc tccatcctece ctgtetgecat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 364

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 364

gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 65

<210> 365

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 365

aacatccaga tgacccagtc tccatctgec atgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69
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<210> 366

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 366

gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 367

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 367

gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 368

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 368

gccatccagt tgacccagtc tccatcctec ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 369

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 369

gccatccagt tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 370
<211> 69
<212> ADN
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<213> Organismo desconocido
<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 370

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgt 69

<210> 371

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 371

acc 60
atcacttgt 69
<210> 372
<211> 69
<212> ADN
<213> Organismo desconocido
<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 372

gacatccagt tgacccagtc tccatccttce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgce 69

<210> 373

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 373

gccatccgga tgacccagtce tceccattctcecce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttge 69

<210> 374

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
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<400> 374

gccatccgga tgacccagtc tccatcctca ttctectgcat ctacaggaga cagagtcacce 60
atcacttgt 69

<210> 375

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 375

gtcatctgga tgacccagtc tccatcctta ctctcectgcat ctacaggaga cagagtcacce 60
atcagttgt 69

<210> 376

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 376

gccatccaga tgacccagte teocatcctce ctgtectgecat ctgtaggaga cagagtcace 60
atcacttgc 69

<210> 377

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 377

gacatccaga tgacccagtce tccttccacc ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgc 69

<210> 378

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 378

gatattgtga tgacccagac tccactctec ctgeccgtca cccctggaga gccggectece 60
atctecctgce 69
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<210> 379

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 379

gatattgtga tgacccagac tccactctcc ctgcccgtea cccctggaga gecggectec 60
atctcctge 69

<210> 380

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 380

gatgttgtga tgactcagtc tccactctec ctgeccgtca ceccttggaca geecggectee 60
atctcetge 69

<210> 381

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 381

gatgttgtga tgactcagtc tccactctcc ctgccecgtca cecttggaca gcecggectec 60
atctcctge 69

<210> 382

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 382
gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgtccgtca cccctggaca gecggectee 60
atctcctge 69
<210> 383
<211> 69
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<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 383

gatattgtga tgacccagac tccactctct ctgtccgtca cccctggaca gecggectee 60
atctcctge 69

<210> 384

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 384

gatattgtga tgactcagtc tccactctecc ctgcccgtca cccctggaga gecggectec 60
atctcetge 69

<210> 385

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 385

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgeccgteca cccctggaga geccggectcce 60
atctccetge 69

<210> 386

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 386

gatattgtga tgacccagac tccactctcc tcacctgtca cccttggaca gccggectcee 60
atctecctge 69

<210> 387
<211> 69
<212> ADN

<213> Organismo desconocido
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<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 387

gaaattgtgt tgacgcagtc teccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacce 60
ctctectge 69

<210> 388

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 388

gaaattgtgt tgacgcagtc tccagccacc ctgtectttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcetge 69

<210> 389

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 389

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctectge 69

<210> 390

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 390

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacce 60
ctcteccectge 69

<210> 391

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 391
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gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctge 69

<210> 392

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 392

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctetectge 69

<210> 393

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 393

gaaattgtaa tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctectge 69

<210> 394

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 394

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggectgtgt ctcectgggcga gagggccacc 60
atcaactgc 69

<210> 395

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 395
gaaacgacac tcacgcagtc tccagcattc atgtcagcga ctccaggaga caaagtcaac €0
atctecctge 69
<210> 396
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<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 396

gaaattgtgc tgactcagtc tccagacttt cagtctgtga ctccaaagga gaaagtcacc 60
atcacctgce 69

<210> 397

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa

<400> 397

gaaattgtgc tgactcagtc tccagacttt cagtctgtga ctccaaagga gaaagtcacc 60
atcacctgc 69

<210> 398

<211> 69

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: GLGs de FR1 Kappa
<400> 398

gatgttgtga tgacacagtc tccagctttce ctctctgtga ctccagggga gaaagtcacc 60
atcacctge 69

<210> 399

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 399

cagtctgtgc tgacgcagcec gccctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcetge 66

<210> 400
<211> 66
<212> ADN

<213> Organismo desconocido
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<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 400

cagtctgtge tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc 60
tettgt 66

<210> 401

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 401

cagtctgtgc tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc 60
tcttgt 66

<210> 402

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 402

cagtctgtgt tgacgcagcc gcectcagtg tctgeggecc caggacagaa ggtcaccatc 60
tcectge 66

<210> 403

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 403

cagtctgccc tgactcagcc tccctcecgeg tccgggtctce ctggacagtc agtcaccatc 60
tecetge 66

<210> 404

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 404
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cagtctgece tgactcagec tcgctcagtg tececgggtcete ctggacagte agtcaccatce 60
tcetge 66

<210> 405

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 405

cagtctgcec tgactcagecc tgcctccgtg tctgggtctce ctggacagte gatcaccatc 60
tcetge 66

<210> 406

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 406

cagtctgcecc tgactcagcc tcecctcecegtg tccgggtetce ctggacagtc agtcaccatc 60
tecetge 66

<210> 407

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 407

cagtctgcce tgactcagce tgcectcecegtg tctgggtctce ctggacagtce gatcaccatc 60
tcectge 66

<210> 408

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 408
tecctatgage tgactcagec accectcagtg tcecgtgtcec caggacagac agccagcate 60
acctge . 66
<210> 409
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<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 409

tcctatgage tgactcagcc actctcagtg tcagtggecc tgggacagac ggccaggatt 60
acctgt 66

<210> 410

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 410

tcctatgagc tgacacagcc accctcecggtg tcagtgtccc caggacaaac ggccaggatc 60
acctgce 66

<210> 411

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 411

tcectatgage tgacacagcc accctceggtg tcagtgtccec taggacagat ggccaggatc 60
acctgce 66

<210> 412

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 412

tcttctgage tgactcagga ccctgcectgtg tctgtggect tgggacagac agtcaggatc 60
acatgce 66

<210> 413
<211> 66
<212> ADN

<213> Organismo desconocido
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<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 413

tcctatgtge tgactcagcc accctcagtg tcagtggccc caggaaagac ggccaggatt 60
acctgt 66

<210> 414

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 414

tcctatgagc tgacacagct accctcggtg tcagtgtcce caggacagac agccaggatc 60
acctgc 66

<210> 415

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 415

tcctatgage tgatgcagcc accctcggtg tcagtgtecc caggacagac ggccaggatc 60
acctgc 66

<210> 416

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 416

tcctatgagce tgacacagcc atcctcagtg tcagtgtctc cgggacagac agccaggatc 60
acctgce 66

<210> 417

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 417
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ctgcctgtge tgactcagec cccgtctgea tetgecttge tgggagectc gatcaagctc 60
acctge 66

<210> 418

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 418

cagcctgtge tgactcaatc atcctctgec tetgecttcec tgggatcctc ggtcaagcectce 60
acctgce 66

<210> 419

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 419

cagcttgtgc tgactcaatc gcectectgee tcectgectceoce tgggagcecctc ggtcaagctce 60
acctge 66

<210> 420

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 420

cagcctgtge tgactcagec accttcctec tecgcatcte ctggagaatc cgccagactc 60
acctge 66

<210> 421

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 421
caggctgtgce tgactcagec ggcttccecte tctgcatctc ctggagcate agccagtcte 60
acctgc 66
<210> 422
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<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 422

cagcctgtge tgactcagcec atcttcccat tcectgcatctt ctggagcatce agtcagacte 60
acctgce 66

<210> 423

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 423

aattttatgc tgactcagcc ccactctgtg tcggagtctc cggggaagac ggtaaccatc 60
tcectge 66

<210> 424

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 424

cagactgtgg tgactcagga gccctcactg actgtgtcec caggagggac agtcactcte 60
acctgt 66

<210> 425

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 425

caggctgtgg tgactcagga gccctcactg actgtgtccec caggagggac agtcactctc 60
acctgt 66

<210> 426
<211> 66
<212> ADN

<213> Organismo desconocido
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<220>
<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 426

cagactgtgg tgacccagga gccatcgttc tcagtgtccce ctggagggac agtcacactc 60
acttgt 66

<210> 427

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda
<400> 427

cagcctgtge tgactcagce accttctgeca tcagectecce tgggagcecctce ggtcacactce 60
acctge 66

<210> 428

<211> 66

<212> ADN

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: Secuencia de GLG de FR1 Lambda

<400> 428

caggcagggc tgactcagcc accctcggtg tccaagggcet tgagacagac cgccacacte 60
acctge 66
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REIVINDICACIONES

1. Un método para obtener una biblioteca que presenta una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas en
la superficie de un paquete genético, comprendiendo el método las etapas de:

(i) escindir un acido nucleico en una localizacién deseada mediante un método que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un acido nucleico monocatenario con un oligonucleétido monocatenario, siendo el
oligonucledtido monocatenario complementario del acido nucleico monocatenario en la region en la que se
desea la escision; en el que el acido nucleico monocatenario y el oligonucleétido monocatenario se asocian
para formar una region localmente bicatenaria del acido nucleico monocatenario, en el que la region
localmente bicatenaria comprende un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion; y

(b) escindir el acido nucleico en el sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion, en el que la
escision comprende poner en contacto una endonucleasa de restriccion con la regién localmente bicatenaria,
en el que la endonucleasa de restriccion es especifica del sitio de reconocimiento de endonucleasa de
restriccion;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura entre 45°C y 75°C, en la que el
acido nucleico monocatenario y el oligonucleétido monocatenario se asocian para formar una region localmente
bicatenaria del acido nucleico monocatenario, en la que el resto del acido nucleico monocatenario es
monocatenario, y en la que la endonucleasa de restriccion esta activa a la temperatura; y

(ii) presentar un miembro de la familia de péptidos, polipéptidos o proteinas codificada por el acido nucleico
escindido en la superficie de un paquete genético y presentar colectivamente al menos una porcion de la
diversidad de la familia.

2. Un método para obtener una biblioteca que presenta una familia diversa de péptidos, polipéptidos o proteinas en
la superficie de un paquete genético, comprendiendo el método las etapas de:

(i) escindir un acido nucleico en una localizacién deseada mediante un método que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un acido nucleico monocatenario con un oligonucleétido parcialmente bicatenario,
siendo la regiéon monocatenaria del oligonucleétido complementaria del acido nucleico monocatenario en la
region en la que se desea la escision, y teniendo la region bicatenaria del oligonucledtido un sitio de
reconocimiento de endonucleasa de restriccion de Tipo II-S; en el que el acido nucleico monocatenario y
laregion monocatenaria del oligonucledtido se asocian para formar una region localmente bicatenaria del
acido nucleico monocatenario, en el que la regién localmente bicatenaria comprende un sitio de escision de
Tipo 1I-S; y

(b) escindir el acido nucleico en el sitio de escision de Tipo II-S, en el que la escision comprende poner en
contacto una endonucleasa de restriccion de Tipo 1I-S con la regién localmente bicatenaria del acido nucleico
monocatenario, en el que la endonucleasa de restriccion de Tipo II-S es especifica del sitio de reconocimiento
de endonucleasa de restriccion de Tipo II-S;

realizandose las etapas de puesta en contacto y escision a una temperatura entre 45°C y 75°C, en la que el
acido nucleico monocatenario y la region monocatenario del oligonucledtido se asocian para formar una region
localmente bicatenaria del acido nucleico monocatenario, en la que el resto del acido nucleico monocatenario es
monocatenario, y en la que la endonucleasa de Tipo II-S esta activa a la temperatura; y

(ii) presentar un miembro de la familia de péptidos, polipéptidos o proteinas codificada por el acido nucleico
escindido en la superficie del paquete genético y presentar colectivamente al menos una porcién de la diversidad
de la familia.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que los acidos nucleicos codifican al menos una porcién
de una inmunoglobulina.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la inmunoglobulina comprende un Fab o Fv
monocatenario.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 6 4, en el que la inmunoglobulina comprende al menos una porcion
de una cadena pesada, o al menos una porcion de la cadena ligera.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 a 5, en el que las secuencias de acido nucleico derivan al menos en
parte de pacientes que padecen al menos una enfermedad autoinmune y/o cancer.

7. Los métodos de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, que comprenden ademas una etapa de amplificacion de
acido nucleico antes de la etapa (i), o entre las etapas (i) y (ii).
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8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la endonucleasa de restriccion se selecciona del grupo
que comprende Maelll, Tsp45l, Hphl, BsaJl, Alul, Blpl, Ddel, Bglll, Msll, BsiEl, Eael, Eagl, Haelll, Bst4Cl, HpyCHA4lll,
Hinfl, Miyl, Plel, Mnll, HpyCH4V, BsmAl, Bpml, Xmnl, y Sacl.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que al menos una porcién de la cadena pesada y/o cadena
ligera es humana.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 6 4, en el que la inmunoglobulina comprende al menos una porcion
de la FR1.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que al menos una porcién de la FR1 es humana.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la enfermedad autoinmune se selecciona del grupo que
comprende lupus eritematoso, esclerosis sistémica, artritis reumatoide, sindrome antifosfolipidico y vasculitis.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que los acidos nucleicos se aislan al menos en parte del
grupo que comprende células de sangre periférica, células de médula ésea, células del bazo y células de ganglios
linfaticos.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, que comprende ligar un adaptador de ADN sintético
parcialmente bicatenario al acido nucleico monocatenario escindido, y clonar el acido nucleico a un vector.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el adaptador de ADN sintético parcialmente bicatenario
comprende una region bicatenaria de 12-100 nucleotidos.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el adaptador de ADN sintético parcialmente bicatenario
comprende un sitio de endonucleasa de restriccion.

17. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el adaptador de ADN sintético parcialmente bicatenario
comprende una region bicatenaria de 2-15 bases.

18. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, que comprende ademas preparar una coleccion de acidos
nucleicos que codifican al menos en parte miembros de la familia diversa.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, que comprende ademas hacer monocatenario al acido
nucleico.

20. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la endonucleasa de restriccion de Tipo II-S se selecciona
del grupo que comprende AarlCAC, Acelll, Bbr7l, Bbvi, Bbvil, Bce83l, BceAl, Bcefl, BcNVI, Bfil, Binl, BscAl, BseRl,
BsmFIl, BspMI, Ecil, Eco57|, Raul, Fokl, Gsul, Hgal, Hphl, Mboll, Miyl, Mmel, Mnll, Plel, RleAl, SfaNI, SspD5lI,
Sth132l, Stsl, Taqll, Tth1111l, o UbaPI.
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Tabla 1: Escisién de 75 cadenas ligeras humanas

Enzima Reconocimiento® ) Pf(fh gg Localizacién planeada del sific
TAfel AGCger ¢ o
AFLII  Crutaag 0. 0 RO PR3
‘Bgel. Acoggt o0 )
Asel  SGagegoe ‘4 DespuésdelC
BglIl Aagatct Q 1]
BsiWi Cgtacg il G
Bupbl  RTecgat o .0,
BasHII | Geograd g g
BstBI  Tregsa 8
Dralll: CACNSNgty LR
Fagl Cguceg ¢ G
Faal GECTGEGSC o0
Fipl  PGogra L ¢
Hpal oITast 9 0 _
‘Mfal Caattg 9 & B FRL
‘Miuwl Acgogt RIS o
Heol Coabtgy & 0 Sehaf de cadena pesl‘a:a
; 3 ‘Enlazador de anclaje/Hc
i::i; g;;;g:gc g g Enlazador después de HC
Wrul TCGoga IR
Pacl  TTARTtas & )]
rmel GTTTazac 9 0
FmlI CACgtg 4 &
el COATEy ¢ G
Farll CCGRug g [+
sall Grigac ] 0
Bfil  GOOTHNMBggRo 0 ( Sefiat de cadena pesada
SgfI GCGAToge ' 3. 0
SnaBI Thigta 0
Sval AGEcct VIR ¢
Xpal Totaga o O HC FR3
Aatil  GatgTe 1 1
A<l ARogtn 1 %
A3el ATtazatl 1 X
Bsmi GARATGEON 1 X
BspREI  Toogys 1 1 Be FRL
BstXI - COAMINMNntgy 11 HS FRR
Drdl- SRCUNNNARGLE i kR
HindfIT  Bagent ' 101
Peil - Acatgl 1
Sapl gaagegco i i
%l - AGFact T 4
Sexbkl  hoowgyl 1 1
spel hotagt b 1
TILT Ctogay 1L
%hol Ctegag 1 L
BigI  cgenmnnnhbge 2 2z
Bipt GCtnage 2 2
Bsssl Chegiy 2.2
CBSTAPT  GORNUNNatge 22
Espl  &GCkpage 2 2
Kasl Gubgee . 2 I
BEIME  COANNNNntgy 22
imnl  GAANNnNLLe 2 2
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Apall ctgdad sec senal LC
Bael GLCgge
RgoMI ‘Grogoc
Pyull CAGCLG
RErIE  Chgweny
BsrBY GAGogg
BsrDI  CCABTGHNR
BstZ171  GTAtac
LooRI gaatto
5phl  GCATGC
S5pl CAATatL
Auul o OTmiad
Ezly Tgatca
EBrmBI  Nonnnngagaeg
BsrGI  Tgraca
Dval TTTaaa

R R R s RES SNUEr. Y, N JIE TR U TR L Y NP NSNS SR U AU IV Y
A B SO D D 05,00 08—t 0y O U L UG e e i b il L0 L 4 G

Hdel CAtatg “HC FR4
Swal KTTTaaat
 Bam¥I  Ggarco
Sacl GAGUIC
BeiVI GTATCCHNNNNN
T3aBY CATMAnnate
®511 ATGUAT
Bapl20I  Gggeez wHY
Apal GGGCCe CH1
PsDOOMT  Cggoct
SIpBT  ToaLId 1
EcoRY  GATate
Ahdl  GECHNNnngre 1 1%
BlixX  GAARGRC 1 1%
Psii TTAtaa 20 12
Bsal  GLGTETCHDnRAR 13 15
Xmai Cecggo 13 14
Aval Cyegry 14 18
Bgll GCCNNNNAgge 14 17
EiwHl  CAGNHNctg 16 Is
‘BspMI  ACCTGC _ 1T k3
XemI  CCANNNRNmanntgs 17 26 _
BstEXY  Ggtpace 1% .22 HC FR4
Ssef387T COTGCAgY 28 20
RVIIl Caragg 22 22
BineIl GTYrac 22 22
Bsgl GTGCOAG 27 2%
Mscl TGGooa 30 34
BseRI KNannnpnancteete 320 35
Bsulfl CCtnagg "35 37
PstY CTECAY 35 40
Bcil nmaanannntoegse 3% 40
PpuMl  RGgweoy 41 50
Styl Cowwgg 44 73
EcoODl08T RGUnoCY 45 745
AcEBSI  Ggtace 5 51
£phi GETACe 50 51
BpxI ctoeag 33 82
ARvall Ggwee "TITi24,

* La escision se produce en la hebra superior después de la tiltima base en maydsculas. Para ER que cottan
secuencias palidrémicas, la hebra inferior se corta en el sitio simétrico.
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Tabla 2: Escision de 79 cadenas pesadas humanas

Enzima

Reconocimianto

| el He Localizacién P"zf_‘fiﬁa ee:_l si!'i_?m
- Afel -AGCgSt [ ) )
Af1IT  Citang o 0 HC FRI
Beol  Sfegegos o ¢ Después de LC
BeiWl Cotacg c o
BspdI. ATogat 9 &
BssHIT  Gogego a ¢
Feal GECCGGoE 4] ¢
Hpal GTTaac 4] 0
Nhel Ootage o { Enlazador HC
Motl Cggoogs fi O Enenlazader, HCianclaje
drul TCGega g 6
Wzil ATGCAL 4] 1
Facl TTAARTwas [S I
‘PCil acatgh [V
‘Pral ETTTaaag o B
peul  CGATog 50
RsrIl Cogwong g 0
530l gaagage { 0
ST GECOMMNMnggoC 9 ¢ SecsefalHC
sqfI  GCoRTogs g
Swal CATTTadAat ¥ 0
BELT mBeoget 13
bgel Actggn 1 i
Azel  ATtaat 1 i
AvrIl Cotagg 1 i
Bsmi- GRATGCH i i
BsrBl  GRGegy 1 1
‘BarDI  RCRATGHEn 1 1
Cral TTIaaa 1 1
Fapl T&Cgea 1 1
HinQIIf . Bagoit 1 1
Mfel Caatity M I ¥c ¥Rl
Naal GOUggs 1 i
HgoMl Geoggo . i 3
. Spel Agragr i 1
Arc6BI ggtace 2 2
BstBI fTiregaa Z 2
Kpnl  GETACS 2z
Mial Asgegr 2 2
RNool Coatog 2 2 £n sec sefial HC
Ndel CREaty- 2 2 HC EFR4
il CACH:Q 2z
Xemd  CORNNNNNnnnntgg 2 2
Bogl  cgeandnantoge 3 3
BGYIT Tgatns X 3
Bgll eoCEMNEngIe 3 3
BsaBYl SRTHNnnate. 3 3
B¢l Tgtaca ¥ 03
SnaBl  ThCgta 3 3
S5e8387L TQOTCCAGY 3 3
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ApalLl
BspHI
Bas5E

Psil
Sphl
Bhdl
BspBL.
CMsel

Sack
Secal
Saxal
Sspt
TIil

¥hel

Bhal

Establ.

BStE17T
BosBY

EcoRT

ELpI

Bsu3&L

DralIlk
Bl
8tgl
Xhak

‘Bapl20I

Apal

PSpOOMT
Beilr?
< Sall

Drdl
KasX¥
¥maTl
Bgill
HinglT
BamdI
PEIMI
BsmBI
Bat¥I
xmni
Sacil
Byt i
Puull
Aval
Bag:
Batlil
BspiT

Aeool

S8ty
AlwhY
Bsal
PpuMl
Rzgl
BseBl
BEcil

. B3tETY
Eeoolisl

Gtgcac

Tcatga

Lrogtyg

TThtas
GCRTGC
GACNNNangte .

Teogos

TGGcoa
GAGCTC
AGTast
Accwggr

- BAETatt

Crogay
Cteogay
GAMGRC
GLANNENR g

“GTAtac

GAT&te
Gaatic
GCtnago
CChnacy
CACNNNgtg

GLEnage
CAGGeet

Totaga

Gggoca

GEGOCe

Gggere

GTATCCRRNNRN

Gtooag

GAECNNNYNnngts
Ggogor

Ceoagg

Agatet

GT¥rag.

Ggatos
CCANRMNNnLgg
Nnnnnngagacy

CCRNRRIn Oy

GBAMNnnttc

LGty
QTECAY

cagory
Cyecalyg
Cgysoyg
GRCGTe
ACGTGRC
GTmkac
CEwwgy
CAGNNNotg
GEICTENRnNR
BGgweoy
GTGCRGE

HEnnBhnARRELCCYS
_onpoaninntooges

Ggtoace
REgnecy
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Bprl ctccag 60 1_21 :
Avall. Ggwee 71 140

Tabla 5: Uso de Fokl como una "enzima de restriccién universal®

Fokl - para AQNB;,. { representa sitios de eseision

) . sitios de escisién
3 ~CaCERATHLG - ANBIANS | ARENREN~3 " (SEC ID N 15)
- 3'-grgLLTAGRe-—nnnannnnnan fran=5* (SEC 1D NY: 16)

RECONOGIMIENTD  FaiI

DE
Caspl
§f-v..gtgltatt-actgtge.. suswate |5 (SECID NS 17)
3tecacestar | iatntge :
© 0 ghGTASBoAcY | .
5t~ caChTCCqtg/ (SEC 1D N 18)
Caso i

5'-...gvgtattiagac-tyn, . sustato . .- 3+ (SEC ID N°: 18}
o i-cagataa-sotyl acg~5 " '
gtgCCTACag o
\eacaeATEE -3 (SEC 1D N°: 20)
Caso lll {Caso | rotado 188 grados) .

/gtgCtTACac- 5
AGECBEATRLg~ _
gtetetl jecag-toc~-3F Adaptador (SEC ID N°: 21)
3'-, ., cacagaa-tgtc|agg. . sustrao ., . .~3{SEC ID N°: 22}

Caso IV {Caso H rotadoe 180 grados)
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3'- gEGTAGGcac\ (SEC ID NO: 23)

oaCATCCgt g/
5'-gagitctog-astaages
Sustrato 3'~...cto~agagitgacteg. --~5" (SEC ID NO:24)

Adaptadores de Fokl mejorados

Foki - para ADNbc, | representa sitios de escision

Caso |
Tallo 11, bucle 5, tallo 11, reconocimiento 17
5=y ::atgtgi tatt~actgtgc. .. sustrato - - - - -3¢
3t-gtacac—atazltgacaco— T
[eR e NElelnt-Ral C R
5'~ caCATCCgige C
boperd
Caso ll
Tallo 10, bucle 5, tallo 10, reconocimiento 18
sustrato ....

5'~,..gtgtatt agac-tgctgce..
g —czacataa~tcobgiacgacgg-5-
T gtgllTalag
C  cacGGATGBEY~3'
Lol

Caso lll (caso | rotado 180 grados)
Tallo 11, bucle 5, tallo 11, reconocimiento 20

r Ty
T TgtgtlTalseo-5!

& AvacGGATELG
e gtotottlacag-tocosthong-3° Adaptador

"=, .. cacagaa-tghelaggtaagas. . sustrato

3

Caso IV (Caso |l rotado 180 grados)
Tallo 11, bucle 4, tallo 11, reconocimiento 17 r
i
I ghGTAGGeaCe T
r2aCATCCotgg T

Sl'-zteogagltcto-actgage byl
Sustrato 3'-...tagcto~agag| tgacteg. . -5
BseRI
3 B { sitios de escisisn
3~ cacgAGOREINnNnInenn ) Bnnna -3
3! -grogcheobonnnnnann | AERRDTR~5 ¢
RECONGCIMIENTO DE BreiT
Tallo 11, bucle 5, ialle 11, reconocimiento 19
. '3'~1.;..,.gaacatfcg~tﬁaag¢cagta...;.5‘

pT=Ty _ etitgta-golaattegyicat~3"

€ GUTEAGHAGIC-d

T cgattesteay-5" Un adaptador para BeeRl para escindir el sustrate anteror.

e d
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Tabla 8: Coincidencias con adaptadores de FR3 de ERU en 79 HC humanas

A. Lista de genes de cadenas pesadas de los que se han tomado muestras

EF00as6s
AF035043
AFL03026
42103033

AFIO30E]

AF103089
AT105102
APLO3L03
RTL03174
AFL03186
af103187
A
af

aflif328e
AF103300

£
£103195
103277

&£1D3343
AF103367
AF103368
AF10336%
AF103370
af103371
AFL03372
AF15€281
TH5213

EGS886

EOSBEB7

- HEA235661
H3A235664
HSA235660

HSAZ 35659
HSA2335678
HSA2ISGTY

HSARI5E76
HSR235675
H3a235674
HSA235673
HESA240559
HSCB201
H3IGGVHC
EEU44791
H5144793
H3UB2TTL

HSUB2949

HEUE2950
H5UB295%
HBU82361
Hsuesszé
HEURG523

HEUS2452
H8U94412
HSU94415
HEU94416
HSUD4417
H5U94418
HAU26352
ASU9E391
HEUS8382
HSUS6385
HE293849
8293850
HETY38E1
£SZ93853
BSZY385S
15293857

HS293860
HS793863
COMPRAR
MOOMERVA
SB27T45
$B2764
583240
SREVHE369.
SADBIGVH

 BAHZIGVH

SDABIGVH:
BIGVHTTD.
SUK4IGVH

Tabla 8B. Ensayo de todos los GLG distintos de bases 89.1 a 93.2 del dominio variable pesado

I4 Nk o 1 2 3 4 _ SEC ID N°:
1 38 15 11. 10 0. 2 Seql gtgtattactgtge ‘25
2 19 7 6 4 2 0 Seq2 gtAtattactgtgce 26
3 1 0 0 1 0 0 Seg3 gtgtattactgthAr 27
4 i 1 5 1 G 0 sSegd gtatattactghthc 28
5 0] -0 0 G © 5Segd Ttgtattactgtge 29
[ o 0 0 0 0 © Segb TtgtatCactgtge 30
7 3 1 0 1 1 0 Seql ACAtattactgtge 31
8 2 0 2 D 0 0 8Segd ACgtattactgtigc 3z
9 -9 2 2 4 1 0 Seq% ATgtettactgtgr 33
Grupo 26 2621 4 2
Acumulativo 26 52 13 7778
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Tabla 8C Secuencias de reconocimiento de ERU mas importantes en FR3 pesada

1 VESzyl GTGtattactgtgc (ON_SHCLO3) (SECIDN°: 25)
2 VHESzy2  GTAtattactgtgc (ON_SHC323) (SECID N 26)
3 VHSzyd GTGtattactgtac [ON_SHC349) (SECIDN°:28)
4 VHSzy9 ATGtattactgtgc (ON_SHCS5a)  (SECIDN°: 33)

Tabla 8D, ensayo de 79 genes de V HC humanos con cuatro sondas
Numero de secuencias ..., 79
Nimerodebases............................. 29143

Ndmero de emparejamiento erroneos

Id Mejer g 1 2 I 4 5 . _
1 39 1% 11 10 1. 2 0 Seql gtgtattactgtgc (SECIDN%25)
2 22 -7 6.°% 3 0 1 5&4d2 gtAtattactgtge (SECIDNe:26)
3 7 1 5 1 0 0 0 Seqd gtgtattactgtBc (SEC D N°: 28)
4 112 4 4 1 0 0 Seu9 ATgtattactotgc (SEC DN 33)
Grupo 25 26 20 5 2 :
Acumulativo 25 51 71 76 78

Una secuencia tiene cinco emparejamientos erréneos con secuencias 2, 4 y 9; se puntué como mejor para 2.
Id es el niimero de adaptador.
Mejor es el numero de secuencia para el que el adaptador identificade era el mejor disponible.

El resto de la tabla muestra lo bien que las secuencias coinciden con los adaptadores. Por ejemplo, hay 11
secuencias que coinciden con VHSzy1 (ld=1) con 2 emparejamientos erréneos y son peores para todos los
demas adaptadores. En esta muestra, 90% quedan a una distancia de dos bases de uno de los cuatro
adaptadores.
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Tabla 130: Cebadores de PCR para amplificacion de genes Ab humanos

(HuIgMFOR) 5. -tyg
' (EuIgMFOREtop) 5'=aad

(HuCkFOR) 5'-aca

{HuCLZFOR) 5'-tda
{BuCL7FOR) B! —aga

| Kappa

aay agg cac
gaa aag asc
cte £coc. cct
aca tte tgt
gea tto tge

gtt et
gtg cet
gttt gaa
agg gge
agg ggc

LR

ekt

get

cac

cac

Ere-3t
‘cra~3" = complemento inversa
ere-3!
£g-3'
-3

(CKFbrﬁAsc} 5'eace gcc_tcb'ac: dgg cgc gce tta tha aca et tce cot git-

gad get cte=2°

(CL2ZForeAsc) 5'-scd goo teo aco ggy ¢ge goo tta tta tga aca tic tgue

agy gge cac. tg-3"'

(Cﬂ7For¢A5¢} 5'—ace gchtcclagc qgg ‘egc geg ttg tta aga geca tte tge-

ayyg ggc cac tg-3!

Tabla 195: Secuencias FR3 GLG humanas

1 VHI
1] 66 67 68 69

70 71 72 73 .74
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agq.

gte
82
oty

94
g.ega
gt
ek

aga

“gto

chy

aga

gtz

oty

e

acc aty ace agy
BZa 62b 82¢ 83
sgc agy ctg aga
o5

ga ) L-02% 1

aCC Wbt doe agy

ggo age ofg aga

ga ! 1-03% 2

aec atg acd agy

‘age age chy aga

gi !'1*0?%'3

acc atg acc aca
agg agc cty age
ga ! 1184 4

aCc akg ace dag
age age cty aga
ga ! 1~24% 5

REC BLT ace agy

age ago oty ags
ta ! 1458 §

ace atg ace agy
age age otg dga
ga | l-46# 7
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gac
B4
tet

tct

gag
teot

gag
Lot

gac

ot

gac
tet

A G
tot

asg

aca

gaa

aLc

gag

aua

gac

acs

gag,

agyg

gay

atg

gay

tog

85

gae

tec

gac

s

gac

ten
gas

tot

gag:

tect

gae

Lo

sy

143

ate

‘B

acy

heisid
acy

ata.

acyg

acg

'atg

BLa

acy
a8y

age:

88
gee

age

get

age

goe’

.age

goe

gae

rrs

ags:

gee

age:

geo

aca
88

gtg

aica_
'th'

aca

gtg

ATE

gty

aca
gty

ata

atg

A

atg

gce
G
tat

gee

tat

goe

tat

geo

tat

geo
tat

gea €

tat 4

Las

tag

tae L

tag -

gtc ta

tat

atg
82
Tyt

- atg

gt

atg

ot

aby
tgt



aga

G

atyg

ROY

tt¢

L ga !

.
: ace ata ace geg g

ata

f ata

sac
| gat
- acs

age att .ase agy

age¢ age otg aga.

1-~584 §

aeg Attt ace geg
age age otg aga-
2 gs 1 1-63% ©

acg'att_ant_gcg.

agc age oty aga
iol-ed 10

age age ckg aga
ga t 1-£§ 11

ace
ace ‘aac atg gac
st Z-08%. 12

arte boe aay

= Ll
ace aac atg gac
cl2-268 13
atc tcr aag
dce aac atg gac

el 270414

e

aaz ago otd aga

cga 1 3-07§ 15

face

ate toc aga
agt ctg ags
at 3-D8#16

aae age ¢ty ags

ga ! 3-114 17
T ace are toe aga
aac age ctg aga

ga {-3—13#'1Q
ace ate boa aga
aac age obtg aaa
ga 1 3-15% 19

ace: ate Eod sga

aArc. act aag.

-ate toc aga:

ate Lot agy.

‘gat
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-atg tes

gagy

qa: avda .

teo. gac acg
tee

gat

gac
tet

gaa

‘gag acg

gaz aaa too acg

Lok gag gas

Bcg tob aca

‘qay 'acg

aco . aaa

gtg

géc
oct aca
ace
gtg

gag ‘asa

poet 20R

AGC Lo aaa

gty

gac

oot gas aca

aaa

gag

gag goo wag
gec gan acg

gac
gt

asc yoc asg

gay gao

acg

gac ‘aac goc aag

gee - gats acy

gas ‘ast goe

g9y

aag

goe gas acg

gat tca’

gag

asa

acc Fac

gag aac goet aag

144

a%y

acy i

aca

BEC

g=c

age
goc

HEC

aag
got

ABG

goc

anc

gec

aac
get

a8

> aca
qty

L Ao
gty

asa

; gty
y aus

¢ gty

eag

aca

cag

aca.

Cag

- acg

teg
gtg

Lo
ttg

tca

gtg

o

gty

acy
gfg'

folnind

e

tat

goo
tat

gty

tat

gty
tat

gtg

tat

oty

Lat i

ety

tat

Tae

tac

:t&c
fac

: tac

tac

Tac

- tae

3
(2
%

Eae

Tas

gto
tag

atg
tgt

atq
gt

atg
tgt

ey
gt

oLt
tagt

st
tgt

sty

. tgt

oty

tgb

ctg

tgt

it ol

- tgt

'ctg
Lt

stg
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caa . aty aac aghb oty aga gee gaQ-gac_acg.gcc-tﬁgftat cae tgt
geg aga ga ! 3-204 20

cga tte ade ate tee aga GaEC aac goéo amg aac Toa oty tat eky
caa atg 33C agc CLy aga ¢oC gag gac acg got gty tav tac tgt
geg aga ga ¢ 3-21¢ 21 ' . |

cgg-tt: ace atc t;c aga.gac aat toc aag aac acgotg bat gty
caa atg asc agc CLg Aga guo gag gac acg gee gta tat tae tgt
gog ass ga 3 3~234 22 | |

©ga tto goc . ate Lo aga gad eat teo sayg wac acy oty vag oty
iR atg asc age ©ig aga got gag gac acg gobt gtg tat tac tgr
gcg saa ga ! 3-30% 23 ' -

cga ttc ace ate toc aga gac ast teo aag sac acg ctg tat ctg
caa atg aac age ©ty aga got gag gac doy get gty kal vae tat
‘geg ags ga ! 33034 24 |

fads -1 ttc-acz-at;-t¢¢.ag$ gac aal boo ang aad acy o¢tg tab kg
caa atg adc age Ttg aga got gag gac acg got gtg_tat tae Lyt
acg sas ya | 33053 25 ‘ | a

ega tte ace atc tEo aga gac sat tod aag Zdc agg oty tab ety
¢aa'atg ann ags obg éga:gcc gag gac acg got gtg-ﬁat-tac tgt
geg aga gam ! 3-33% 26

cga tte ace ate tcc aga gac aac age aan sag btoc oty tat atg
caa aty &ac agt otg aga act gag gac ace goe tvg Bat tac tgt
goa sad gat al 3-43%#27

©ga bbto acc atc toc dga gac aat oo aag asc toa otg tab crg.
caa atg saw age oty aga gac gag gac acg get gtg tab tac tgt
geg aga ga | 3-48% ag

aga tte ace atc toa aga gat gobt tcc asa age ake gee tak ctg
@ad aty aac age CUY 83a atc gag gac aga goo gty tat tac tgé
ach aga ga ' 3-49# 29

2ga toe age ats tec-aga gac aat foc aag aac acy chy tar ekt
‘cam atg aac age oly aga .goe gay gac acg goc ghg LAt tac tgr
gog aga ga ! 3-53% 30

ags tte dco mbo teo aga gac aat too wey aac aug otg tat cott
waa atg ggc age otg aga got gag gac atg gct.gtg'taf-tac'tgt
gcq ags ga ! 3-644 31 | | N
aga ttc ace atec TOC-aga gac aat toe aag Aag acy ctg kat ett
caa aty aac age obg ama 4ot gag gac acy got gtg tat tas gt
"gog aga ga 1 o3-g6d 32 '

aga the acc ate ﬁca-aga.gat gat tea asg aac-tta.chg tat oty
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aga

-
atg
- ags
b

aty

aaa

a’c agec ©hg aaa
ga b 3924 33
ace abe btoo . ags
aac ago tby aaa
ca b 3~T3H 34

ace atc koe aga.

ga | 3-74% 35
BaCe atc YOO aga.
aag age ety dga
ga ! 3-d¥ 36

Laece gta tea gta
‘age beb ghg awe
a-ga b 4048 37
&EC atg toa gta
Foaga £zt gtg_écﬁ_
Cas ! o4~28H 38
.@cﬁ'ata toa: gta
- age tob gtg ack
ga- ! 43014 39
'a¢c:ata_t;a_g#a
age tob gty aod
‘ga ! é302§ 40
ace ata hoa gta
‘age kot ghg act
ga 1 43044 41
Case ata tca gta
age tet gbyg act
ga ! 4~31% 42
goo ata tca gta
Sage tot gtgoace
ga ! 4-344 43
dge ata btee gta
age tot gtg ace
A !.4_39# £4:
ace ata ;ca:gta
agd_t@t gty ace
- 4-594 45
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‘egd Qtc acc ata toa gta gag scg tee Aag A0 03§ Lic tec ctg
aay ctg age tot gty ace get geg gac acg goo gitg tat tac tgt
goy aga ga ! 4-81¥ 46

caa gtec ace ata tca gta gar acg tee asg aac cag tre tee ety
aag sty age tot gty agc goo §od gac ROy gue gty tat tac tgt
gog age ga ! 4-bf 47 o .

Sy gro ace atd foa gat gap sy tor Ak age ace goc bac otg
Cay g agd age migoaag goo ted o gae ace goo atg tat tac tot
gcg age ca b 5518 48 '

cac qro ace atg LA get gar aag tee ate age act gee tae otg
SCag Tgg Hge age ¢ig aa3g goo tog o gac avo go atg tat tac Lgt
gﬁg _aga: B .séa.ﬂﬂé-sz ' ' . '

SEgA BLa 3¢ ATC AAC €48 gac &ca Tob dag aac cad tto too otg
cagy otg aac Tor- gtg asht oo €39 gac ang qot gig tat tac tyt
gea aga ga ! 6-1f S0

CVHT
. 6gg ttt gte tte tee ttg gac age tet gte ago asg goa nat oeng
cad aLc. kge agc cta aag gob gag gac act gee gig tak Laco tgt

9oy agaga ! T4.14 51

Tabla 250: Adaptadores de ER, prolongadores y puentes usados para escision y captura de cadenas
pesadas humanas en FR3.

A: Sondas de HpyCH4V de genes HC humanos reales
HpyCH4V en FR3 de HC humana, bases 35-56; solo los que tienes sitio TGca

TGca;10
reconocimiento de ER: tgca de longitud 4 se espera en 10
1 6-1 agttotsccctgcagotgaacte
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3-11,3-07,3-21,3-72,3-48 cactgtatctgcaastgaacag

3-03,3-43,3-20 cectgtatctgcaaatgaacag

5-51 chcctaﬁctgcagtgéagcaq

3-15,3-20,3-30.5, 3-30.3,3-74,3-23,3-33 cgetgtatctgcaaatgaacag
T-4,1 g:ggcataﬁm.:_q;::aga.tcté;:_aq

3-73 eggcgtatctgcaa atga-é.cag

5-a  ctgectacctycagtggagcag

3-49° tcgectatctgocaaatgaacag

B: HpyCHA4V adaptadores de ER, prolongadores y puentes
B.1. Adaptadores de ER
! Corte hebra inferior HC:

! TmKeller para NaCl 100 mM, formamida cero

1 Adaptadores para escision T T.X

(ON_HCFF.?»E_-i ) 5'-~agttcteccTaCAgctgaacte~3’ 68 » 0. 64,5
{OK_HCFR36-1A) . §'-tteteccTECAgetgaacte 3" 62,0 62,5
{ON_HCFE36-1B) '5"—tt‘ctdc:cTGCJ-‘.gc_tgaac-S e 56,0 &9; 9
(ON_HCFR33-15) 5'-cgctgtatcTeChaatgaacag-3" 64,0 60,8
(ON_HCFR32-15A) 5'-ctgtateTECAaatgaacag-~3" 56,0 56,3
(ON_HCFR33-158) 5'-ctgtatcTGCAaatganc=3" 50,0 53,1
{ON_HCFR33-11) 5"-cactgtatcPECAaatgaacag-3’ 82,0 58,9
{ON_HCFR35-51) 5'-cugcctaccTGCAgtggagoag-3' 74,0 70,1

B.2 Segmento de gen 3-23 sintético en el que debe clonarse CDR3 capturada

! Xbal.
1D323* cgCttcacTaag tcT aga gac aaC teT aag aaT acT ctC tad
! scab........ gen disefiado gen 3-23 coresenvereaien
!
HpYCHllV
e v AfITII: ..

R L R e . BT I ST N A U S )

1

!

1 Ttg caG atg aac agg TtA agG . . .
1

1

B.3 Prolongador y puentes

! Prolongador (hebra inferior)

f

{oN _HCEpyEx(1} 5° AcAAgTAgAgAgTATTCTTAgAgTTgTCT cTAgAcTTAngAAgcg 2’
1 CN HCprExDl es el complemento inverso de

! 5'—chttcacTa.ag EcT aga gac aaC tcT a_a.g' éa'f‘ acT il 2:_a(". ’I‘tg -3

I Puentes (hebra superior, sclapamiento de 9 bases):
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t

S tespdtfoastrag po?

DEEY

O HOHBSRESES~ Y

anf el ot

{ERXS er al. ¥ 3~11

&l‘

AN HEHpy RO FESRES

,am

tm&;‘r&ag "n“g ;agg mm W 1“ t
ss"‘i' atx:

&gt acTedl 3
w2l anT orl tal T Ongtdgagse

¥ t‘ﬁnm 2k PR {i‘_ﬂ?&:n supesiticy
‘i

3‘*3% HERpYRORY BroogfttaacTang 1O 858 48

Fae el Y sy

£tal Ty Chgatgess~3t (o3 terminatests bogueads)

\‘.‘t$"

ﬁw Ttg mﬂii}ﬁmﬁﬁ“‘ 13, * i ¥ mmﬁﬁqﬂ Q‘%ﬁ bt ie] ealcg

L9 asy v&h [ Eote &ET %&Q“ )
3 03 termingl esta bidgunade)

C. Sondas de Bipl de GLG HC humanos

1 1-58,1~03, 1~08, 1~68,1-24, 145,146, 1-f, 1-¢
2 1-0%
2 1-18
4 5-51,5-a
5 3-15,3~73,3~49,3-72
6 3303;3433,3-07;3-11,3-30,3;21,3423,3305,3543
7 3-20,3-74,3-09,3-43
8 _ 741
& 3-66,3-13,3-53,3-d
10 ' 3-64
A1 4301,4-28, 4302, 4204, 4304, 4~31, =34, 4-39, 4-59, 4-61,4-h
12 ' -1
i3 2-70,2-05

| =
-

2=-26

acatggaGCTGAGLagectigag
acatggaGCTGAGTaggotgay
acstggagetyaggageetgag
acctgoagbygagcagontgaa
atctgéaéatgaacagcctgaa
atctgeceaatgaacagectgan
ét;ﬁgcaéatgaacagtétgag
atotgcagatctgeagectaaa
atcttcaaatgaacagectgay.

atsttoaaatgggoagoctgag

‘ccotgaaECTEAGCECchgtgae

cectgcagetgaactotgtgas
tccttacéafgaccaacatgga

tocttacratgaccaacatgga

D: Bipl adaptadores de ER, extensores y puentes

D.1. Adaptadores de ER

(BlpF3HC1-58)
{(BlpF3HC6~1) 5'-cc otg dag oty age tot gty ac-3°
I BlpF3HCE-1 coincide con 4-30.1, no  &~1.

S5%-ac atg gaG CT6 AGC agc ctg ag-3"

T T.K
70 66,4
70 66,4

D.2 Segmento de gen 3-23 sintético en el que debe clonarse COR3 capturada
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Bipl

Ip323* .cgCttcacTaag TET AGA gac aaC teT aag aaT acT ctl taC Tty catG atg sac
§ .

AfLEL, ..

agC. TTA RGEG.

D.3 Prolongador y puentes

! Puentes

(BlpF3Brl) 5'-cgCttcacTeag £eT aga gaT aaC AGT aad aaT acT TtG-
“tal Tig caG Ctg a|Ge age ctg~3"'

(BlpPBBIQ) Sf—chttéacTcag teT ‘aga gaT 2aC AGT aaA aaT acT Tté-

! Prolongador

tal Ttg €aG Ctg afgc'tct geg-3"

{BlpF3Fxt) 5° -
TeAgcTgeAAgTACAAAETATTTTTACTETTATCIcTARACTEARTBAARCR -3

I BlpFaBxt es el complemento inverso de:

} - |a hebra inferior se corta aqui

| '5'-EglttracTeag Lol aga.gaT aaC AGT aAA 23T acTiTtG taC Tty caG Ctg a-3"

1

{BLPF3ECR] 5'-chZttcacTcZag tcT aga gal aal-3'

E. HpyCHAIll Secuencias GLG distintas que rcdean el sitio, bases 77-98

e P S T ¥ TGN 0 S C I

<\:_hanw\.-...'¢az-n|.-,.¢,.,.'pa.‘."
LS I~ I N - R T R T RN A

hy
3

LOZEL1IESS, L46K7, 16009, 10810, 311617, 353830, 404537, 4300
16582, 30THLE, 32L422 ) 30324, ATSH 26, 348428, 354 AT, 356¥3F

16884

12448, 18433

a45¥8

159%H

Bos#ip

SEEHED

270614

IOHIE, 342827
ALBELE, 3T9H35, 61850
' A1KR G
arnEzn

A23F22

330423, 1305428
338629

372833

2734834

_5AEES
428%38
4392840, $304441
45934;
551848
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crgtqratLactgtgogagacs
argtgtattactgiaogaiaga
mrgtgtat taétgt«:}cgzgaqg
cogtgbal tqéigﬁﬁa&sdaqﬁ
cratgtattactgtgesagata
cegryratteatgtgoggiags’
coseatatsotot Hosnsony

sracanattactgtgeaeggal

Sfeacgtattactgtgoanggat
Grasggd

sottgtattactglgesanagd

wtatolattadtytghangags

Coegtgrattastgrasescage

contgvataantghgogagagy
dzgtat athastytgegaasgs
ctgtyrattestitycganags
cogtgtatbactgtactagaga
zogtytat tackgtast sgsga
segige ;:t&;t:c_ﬂ;a'ct zga&::i‘!
stgrgtattaetatasgsangh

‘Togrgt aiita'-:tgtg'waga 33

segrgtatiadtgtgecagsga

‘etgtgrattactgkgcgagaca

ecoptgiattactytgcqagacs
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. 24 ) ) ) o Saha9 cratgtattactgtgrgaga

F. HpyCHA4lll adaptadores de ER, prolongadores y puentes
F. 1. Adaptadores de ER

t ON para escision de HC (inferior) en FR3 (bases 77-97)

! Para escisién con HpyCH4lIl, Bst4Cl o Taal

! La escision es en la cadena inferior antes de la base 88.

788 BBE 885 88D 599 989 9

1 901 234 567 B9G 123 456 7 ¥ T

(H43.77.497.1-0241) & gtg tat tAC TGT geg aga g-3" G4 62,6
(B43.77.87.1-0342) £ gtg tat tAC TGT gog aga. g-3° 62 ‘B0, 6
(H43.77.97.108#3) gtg tat tAC TGT geg =ga g-3° 64 62,6
(HAZ.77.97.3234#22) = gt tat tac tgt geg ' 60 58,7
(H43.77.97. 330423) % gtg tat tac tgt geg ab 60 58,7
{H43.77.97. 439544) - gtg tat tac tot gog aga B 62 60,6
(H43.77.97.5514#48) dtg tat tac tot gcg aga B 62 60,6
(H43.77.97. 5a#49) 5'-ge ditg tat tAC TGT gog aga =37 58 56,3

F.2 Prolongador y puentes

| Se afiaden sitics Xbal y Afllll en puentes

EH#S}KAB:1¥*5'—ggtgﬁagtga»
[TCI]ABt{gaalaacltat{aagtaatiaatlutcltac1ttglcaglatgiw
fﬁacfaggingiégggggtigagigac aCTEGCA[thgtﬂc{tat tgt gy age-3

{HER . XBRZY S‘*ggtgtaqtqa~ . ' .
ETGTEAGtIgaCIaml’ccttlaag{aatlactmtultaatttg;cagtatgl—

tat tat geg. asa-3'

(HA3. XAEzt) 5 ATRGTREACT gchTchr:‘? chgeecTTAR goTgTTCATe TgcAAgTAgA~

' ' gAQTATTRTT AgAgTTYTCT oTAgATCACY Achco-3"

1 m 3.xARwr o5 el complermento inverse de

13 ~agtgtagtga—
¥ lmsxﬁmgaclaa.cltctiaag1aat1actiatn!taalt’cginagta.tgt*'

(HE3 XAPORY '3 —ggtgtagtoga |TOTIAGhlgaciaan-3)
I Se afiaden sitios Xbal y Afllll en puentes

{H43.ABri) S'-ggtgtagtga-

aciaCTIGCAl Gee | tagl tat Tgt gog ags—3?

land)agC|TIL {8Cq get lgsalaaclaCTLGCAl Gte [ tag | tat tgt geg waa-3*

{H4Z, ARxt) 5'"ATAQTP.QA{:Tgmg‘!’g*fcc:?mgcccTTAchTgTTTcAcTRCAcc =3
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| (H43. Alxt)

f

3'-ggtgtagtga-

ac)laCl| GCAlGEe | tacltat <37

es el complemento inverso de

a

get

- | TTA | AL

5 -ggtgtagtga

jaacta
!H.¢13.AE'C3)

-3

et

jadelagC [ TTA LA

o _ __..__1mmwaomu“uomum,m mummmmmpm
£~Be Bob 1b3iaeaiowltansivoniiorioed (Pebiinbiboviviiinbe|ser) s
- }Byetbenbas jueg|ogoaoeiaee | beri 3o jore 2R VOV 100 ]

~BRRLoBI3ADBL -, & (1TaavdaHA)

P _ P ITTIY i
2E-32es3ioealbEns (Yoolionioed [beblanbl hovives obe | aee] )
; R & an H@Qx *

-~ Bye By |63 pes joasiaoeisee|bee ol foeeioed | vavi Loz
- _ 907 eigBL | U2 OW0d SORIUS £2-¢
R ....< -..Q.mbm. .
~BErgoenianho- .5 [owl
IoH2is0d NO 199 OSJaAUl CluawediloD (@ sa TEGXEHA onb 959AI35q0
o E-BuByBLE YILIavEYESL O3BLIRYOYL Iossuibyiy
~Eypbuyoflo INoIiBLFBY vileoobyny voubibyobl oubwibyive-.§ (TA9%AHA)

L wrE et ey e

L 5-BIBIusEove Labil BLBBOIEOYR-.S  (30BIIO4).

0LG ElgelL
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Tabla 600; Armazon VH V3-23 con codenes abigarrados mostrados

ok g v

A aew rr e . em e

1o o et e b v

S'-ctg_tet gaa

17 18 1% 2¢ .21 22
A ¢ P A ¥ A

_ 6 GCC cég cet Gcc ztg gce 29
3'-gac aga ctt gc. cgg gte guc’ Gog tac ¢gg

=R A R R
‘NgeMI. ..
NeoIl.. ..
FRL(DP47/V3I=23) mnorommmadnnionn

23 24 25 26 27 28 29 30
BE v Q¢ L L. E 5. .G
gaalgtt]CAA|TTG ) tta|gag] tetlggt | 53
cttfcadigttlaac)aatictelagalecal

| Mfel |

quﬁ.l-%t e

i o e e o e o o B e =iy e e o

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

G s L R L 5 fod A

ttlgtt|cagleet ot lagt ftetitealcat et L Ect | tgalget] o8
lecaglcgalgaaldsalgtelgyalcealeca)agaiaat|gealgaalagajacgicgal
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Sitios para variar ___y, W bk h
v R = w3 L EDRLL G e s SR T
ﬁﬁ 37 .48 49 .50 5L 52 53 54 55 56 57 S8 S3 6O
s ¢ ¥ T F % 5 Y & ¥ § W v R.
lgctj@g!&&hltteiadfgtﬂﬂ[vatfttmi‘nc;&tlatgllct{m& 143
logalagylcet |asg tyalaaglagelagelatgicgal tasi agabacel cualgayg|

i Bsp¥I | t BSIWIY IBstXT.
Bitics péré vatiar e REE e aew
w e FR i i s o st s i o e v e ] LCDREL L

§1 52 €3 &3 65. B6. &7 B3 €9 JO YL ¥z I V¢ 7H
‘4 A P B K¥.6 L B W ¥V S & I & 6 _
1gaa|get1cawicetlaaa*gmzuszgisagizsglﬂxziﬁst!gct!attltﬁtlggti ;183

fme e ee e Ve e

76 YT O7E 7% ®) AL A2 ®2 B4 B dB §7 6B 8% 30

s & 5 & T ¥ ¥ A B .5 ¥ K & & F
et iggt lggelagtiact ttan] tatfgctigac tes] gty | anafgat | dgeitee]: £33
tagaccalcegl tenl tgalatyl analegaistglagylcant sttt iocalgey faagt

1 Jattlcgalgaalcoal ttticeataantctatacalosa lagal cga ttaglagalecaf
1 - BSERI f

N -

] - ESTS

t B d 15 B S T T N Lk e Dt
r

4

t
t
f —“\‘\\\—pﬂﬁ*a~;,;-__***“u;_;___ e o o i i e o
ot 9L 92 83 94 9% 9& U7 9§ 9S-100 10} 1062 103 104 108
t T 3r % R O@moON 3 K.¥ T LY T w M
Vacttatal TUTIAGAT gasizac ot isay) aat}ac‘tl\':tc!tac]tt‘g cagiategl 278
}tgauaqlia.ggl totictglitiglsgal teel ttattgalquglatgia&e!g‘to (R Tod
Hial

_.-_nRx_._-__ ----------------------------------------- o i o e e 3
108 307 108 1€Iq 119 111 11z ll.} 114 1185 116 117 11& 119 3129
n & 5L R . A E. D ¥ A v ¥ ¥ T A K
_laatlamwm)Gtutacltaz}tg::]gotfaaaj 323
Ittgttcglaat!tcc]cgalcmiatgltgawgtlc"qlntglata!acctcgaittt{
2Ll i } Pstl ot

ORI =7 ¥ I AN SN i FRY~m == S m e T
121 123 123 ixq 13‘3 126 127 138 129 1E0 ‘3} 132 133 134 .13'3
B Y B & T &. .Y A ¥ B I W & »
igac] tat igndigotlact fggt i tatigotivtolgat INFa I Tegiaatic aa)qqtl i:t
letqlatalcttlcbaltgals..r.:&éa»alcgaiaa.g;::tgitatfacczccalqtttcca!
}oNdel |

: ¥
136 137 138 135 140 141 14
T Fa! w ¥ R & E:y o
lavt | 5861 GTCLACE | ghel tet | agh- ‘38%
ltgaltac|cag toglcay tagaf teax
| BstBEED |

Ak ek e e ek

T4T 244 145 1467197 299 148 150 151 152
A 5 ¢ ¥ s B 3 v B B
gee teo acc axf GGC €fa oy OTC FIC ecce-3! 415
o99 a9y QY LEC £og ggt age cag asg grg-h"
) Bﬁpl.ZUI BosI... {242}
Apal.. )

(STEREETY 5f-ectg tot gas of GE¢ dag deg-1!
JTORTRIA - 5'-gtg tot gaa of 600 cag oo 000 aby. gud-
gagy gt*lml*”rt;itfa}gag!‘cctiggtl-
o Hggciggilottjgttieagloot gt got | tot { tra=3"
{BOTFRLB) 3'—caa!g'tclggalccalcca!aga_iaat!quaxgaalagalacg]cgaim
}c:ga tagygloct jasyl tgajaag~S* @ hebra inferior
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{BOTFRZ)  3'-accizaa Ig:cgi = )
. igttlcgalgqilﬁckltttlccaiaaetctclaec!caalagai-5' 1. hebra inferior
{BOTFR3} 3~ alegsietglsgylosa)ttticcalyeglasgl-.
ftgaltaqiaqnltetlctglttglagalttc;tta;tga}gagaatglaaclgtcieaci-
o ittgiteglaatitoricgajetojotgltga-3° _
(Foe) © LB -gCiTTAlAGg igetigadigact aCT[GCA [ Stel tac ) tak i tgeliget laaal -
jgacitatiganfgytlactiggtitatiget i tic] gaiATA| TGg gt o-3"
ABOTERY) I -cgajasgiotgitatizesiccaigtt|ecal=
_ [tgnitacicag|tagicaglagal toa o
o . Cegy agg tgg Cke ceg ggb. age dag sag ggg-5 -4 hebrainferior
{BOTPRCERINM) T 3Yegg tto dog ggt age bag asg ogg-3
¥

i Diversidad de CDR1

;
{ON-ugCl}
. .

. Ltogigte learicanlger |6OPIGE=3"
1

1<3>  significa una mezcla equimolar de  [ADEFGHIXIMNUORSTVEY) ¢ no €
:_ {esta no es una secuencia)

! Diversidad de CDR2

i

{OR=ugl2} - $f-ggtletglgsgitegt gL ITteL i<y lats] <2y (€351~

! CORZ .., i viwsmne
leeelgarigooi<iyiasti<lsf tatigct}qac{‘tbcjg\:t]daal gg-at

¥ CBRZ% iy hvcniviar st v e B S

[ 5 s Una mezcls equimolar de {ADEEGHIKTMPOKSWWY! ; Ro £

Voags es una mezcia equimalar de {YRWGS} } ‘nme ACDETHIRIMNEOT

Py es una mezcla equimolar de {P3}: no ACDEFGHIKLMEOGRTVRY
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Tabla 800 {(hueva)
La siguiente lista de enzimas se tomd de
http://rebase.neb.com/cgi-binfasymmlist.

Se han eliminado las enzimas que a) cortan dentro del reconocimiento, b) cortan en ambos lados del reconocimiento
o c) tienen menos de 2 bases entre el sitio de reconocimiento y el sitio de corte mas cercano.

Enzimas REBASE
13/04/2001

Enzimas de restriccion de tipo |l con secuencias de reconocimiento asimetricas

Enzimas Secuencia de recanccimiento Isgesquizémeros Proveedores
Barl CACC TGUNHIN " NNNN - Y
BAcelllI CAGCTCHIBNNNN NI - -

Bor?l GARGACHNNNIENNN* NNNN_ - -
Biowl GEASCNNNNDINN S NNNN A

Bbwll GAAGACNN"NNNY
Bce831 CTTGAGNNNNENNRNNINN NN~ -

H

BreAl ACGGONNMIINNNNNNNANT - ¥
Boefl ACGECIRNNNNNNINNN - -
Bcivi GTATCONNNNN N~ T Bful ¥
BFiT ACTGGENNNN N~ Barl ¥
Binl GERTCNNNRAN

BscAl GCATCNNEN NN ~ -
Bsell GASGAGMMNNNNNN_ NN~ - %
Benil LCCGACNNNNNNNRRN NN BepLu2 11Tl e
BapMI ACCTGCINNN NN Acc36l %
Ecil GGECGGANNNNNNNEN_ RN~ = ¥
Bcobd?l '“_TFAAGN}R\MHNJNNNI\RLNN - BspKTST. ¥
Faul CCCGUNNNNANN EstFZ438T ¥
Fokl GGATGRNNNNINNY * NN BstP24181 ¥
Gsul CTGGRGNNNNNNNNUNNIE NN~ - ¥
Hgal GACGCNNNNNCKNNNN . - ¥
Hphi GOETERNNNNNNKE N~ BsuHPI y
MbolT GRAGRNNNNNNN N® - ¥
M1y GAGT CNNNHNA Sehl ¥
Mimed TCCRACNVNNNNNNNNNNNNNNNN NN~ - -
MnlI CCTCNNNNNN_ N ¥
Flel . GAGTCNNNNAN_ 'Pp:sI' ¥
RleRI CCCACANNNNNNNNG NNE~ - ~
S£aNT GCATCNNNNNNNNN_ BspSTSI v
SspDST  GETGANNNMNRNNS - ' -
Sthi3zI CCOGNNNN"MNNNM - -
Stsi GGATGNNNNNNNNIN “NNNN -~ -
TagIl . GACCGANNNNMNNNNN NM~,  CACCCANNNNMNNI_ NN~ - -
TEhillil CAARCANNNNNNNNN THNS - -
UbaPT CGAACE - -

La anotacion es * significa corte de la hebra supericr y _ corte de la hebra inferior. Si la hebra superior e inferior se
cortan en el mismo lugar, entonces solamente aparece .
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Tabla 120: MALIA3, anctada

! MALIAZ 9332 bases
Lo S e et 2 e L e S o e S i i e e
4+ adv gob ast adt. 4ttt agt aga abth gat goc ace 'ttlh Loa gob oge gev
! gen ii continuade
4_1.'9' cea mRt gia aat ata got day tag gt abtt dacd cat £tg cga asb gta
$7 et ast ggk caa ack maa tot act ogb tog cag aat tgg geaa boa &ct
145 gex aca-tég mat goa ack toc aga ;ac_egt:act tha ghi god bt tta
1%3 aad tat gtt gag cta cag cac-cég att cag cas tta-aﬁc-tct aag Gca
241 woo géa aad atg ace ot tat caa aag ¢gag caa tﬁa.aag éta cue Lot
29 aat ect gac ctg tigocag BTt oot tec gt ¢ty gth cgo tit ges oot
337 dga att asa acg oga tat tEy aad tob tte ggg ott oot ohboaat gft
I8 rEt gar’ goa ate ogoe tit gob ot gag tab mat agt cag ggt and gag
43% ¢tg att sttt gat tta tggntca whe tog bttt tot gda oLy ttt aaa.§sa
481 ttt.gag.ggq-gat-tca ﬁzé“aat-att tat gacﬁgat tes gea gts bthbgogac
' RBS7.uier. Inicio del gen x, i continua
¥ fgct atc vag tet aaa cat trt ach étt Zoe o8 L0t gfgT aida act tat
BT ORLE géa aad gooc ot cgcsﬁaﬁ j2 ggt ttt.tat-cﬁt-cqf oLy grta sac
£25 gag ggt tat gat agt gth gov obt act_atq'c:t'cgt'aat_tc:_ﬁft_tgg
£73 gt tat:gte tob ges tta gbl gea tgt ggn ait gob asa tet caa otg
2L atg aat et t¢t a&¢.§gt aat.aaﬁ.gﬁf gtt oy bha gttt egh thi st
789 &ac gra Qéﬁ tEL tek ic;-taa-cgt [l o8 gab r4g tat zabt gag cra grt
817 ctt aaz ato gea TAR
. Final X y il

83} gqgeaatitca Ca
t Ml S Q1o T1d

843 ATG att ana gtt gaa stt aaa cca tob cad goe cas Tt oact act egt

i inicio gen ¥

R 517 s20 ¥25 E30
881 tor ggt gtl tob ogt cag ggeo aag ool tat tea oty asy gag cag ¢t

o

¥ V35 E40 V43
938 tgt tac gtt gat ttg ggh aat gas tat cog gbt oté ghc =ag atk act

b L&0 AL ’ L&D
987 cbt gat gas ggt ©ag coa goo tat gog oot ggt oG TAC Acc. gtt cat
! B&rGi .«
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LBS Vid 875 REG
1035 otg teo tét the aaa gtt gob eag tte ggt foc ottt atg att gac ogb

PES KS7 final de V
1083 ctg vge oto gttt evg geob sag TAA C

1158 ATG gag cag gbte gog gat tho gac aca sttt iEt cag gog. sty
Imcia del gen Vi - N

1150 ata caa ate too gttt gre ottt fght tto geg otb gob ata ato

Vii y IX solapan
ene §2 VIO OI4T WS 510
1192 got ggy ggt cas agh TGA gt gbt tta grg tab teb tto gec kot tho gt
Final Vit
i inicie IX
L13 win &20 T25 EZ8

1242 tta gut tog Egoe ottt egt agh god att acg tab Uit age oyt tia atg gaa
1293 ast toas Lo

. parada de X, X y Vil solapan en cuatro bases

" e

1301 ATG saa aag tot tta goo ot< &aa goo tot gia goo gtt got ase ote
Inicic de secuencia sedal de viii.

1349 gttt ooy atg otg tob tho geb got day gyt gac gan ©oc goa ama gog
Vil magdure | - .

13587 goo BTt sac LOC oty D8R goe tea gog ace gaa tat ate ggt Lat geg

1445 tog goy atg gty gttt gho att

1-4«_'55. §tc_: ggc goa art .é.tg: got- &he aayg obyg _tﬁ-t_ ang

1483 aas ttc ace tog asa goa ! 1513

e mdew v i =35 .,
1517 age tga tasacogat acerattaaldyg gotoohtttg
e L. el

1552 gageerbbtd LLEEGEAGAT trt ! 5.D. subrayado

o m o secuencia sefial It - i o e i e o
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L F A

I

¥

L v

1575 zame GTE aan asa tia tta tte gos wbt ook tha gtt ! 161

1642

1728
171
18zs

1878

1908

1938

1963
2002
2059
2098
2148
27144
2242
2290

2343

2389

1612 grt eat

B

GTL GTE ACG
‘ASE GTC ALC

'F
Rt takb

s

Y 5 8

tet ca

CAG

ATC T

Bstali...

GRT YAYT

feante)
AAG
i
ACG
GAT
TAA,

Sefial PelB
B’

M

ceT
GBS
TAR ASCE CUTOTACCEE

GTh
TAT -
o -
st

GRT
ATC
ool
CBG
 CRG
TAT GTC
e
LoE T
ATC
ABC
forite]
AGC

CAG
ot
CTS
GAT
ond,
GAG
oG

TG

pite

k4 L&

ces

g A

calT geh

&
f:.&g_

BADaLI. . .

£OC TCA
C PG ART
ERE
RGE
R eTehd
GRS
g -Yeln
AQCT

T

16}

(i

ARG

e
[y £

mee

GAG

ABGT. .

EE

GG
GEHE

ALC

T

> CeC
- GAG
. TAC
: ?\.r_\G:
L TAl
ool

ARG

Vs

A

ey

TCY

AGC

oTE

BCT

Foluty

B

G GE&
Tl
L AGC

GG

Rae Tox

TR

BT

ANG. GOTC ACC
BEEEII.. .

ere AT

CAN GCT BAC

BEA GET ST

AGC BGC

8T8

T R

GTG GAG

TAL RGO
; BCC COT.
G_GUECGOCAAT TUTATTTCAR GGAGATAGTC ATA

eieied
e

A

STC

Ge

TC

REH
0
TAR
‘E‘GC

ACH.

L

anc

HC0
ST
ace
oG
CAG
_

ke

GLA.

ces

AT

ACh

GeC
ALR
AGC
GTT
PET

1

PG ARAA TAC CTA TIG OOT ACG GCA GCC GCT GGA TT6 FTA TTA CTC

15

A A

17

1% 2t
A

18
e »

§eG GRT cay oo S50

NgoME; « s {

21
¥

atg gec

18

22
A

Heol s eninnae
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FRL{DPAT/ VB2 mmmmmmmme s
23 24 25 26 27 28 2% 30
g 7 43 L L ] 5 ey

2496 gealgttiCAAI TTG! £hal dag | et gyt )
| MEel
o e o e e e PR i e e s e e e - e e

31 32 33 34 35 3§ 37 3@ I 400 41 42 43 44 45
5 G L w & PG G % & R L s & A
2433, |gpclggtlictiigrticagiectiggtiggnitetitraiogrictel tatitgalget]

1. e S FOUN ... NSO EARS -1 B
46 47 43 4% S0 51 8% 53 547 85 86 857 58 53 &0
A ‘5. G F T F p3 5 YA 14 = [ ER R
FR7TH  pgob | TOCIGHAJtLel act iEto| ek | O 1FAC  Gotlatgl tot | tgel gttt egC]
| BsgpEE | { “BsiWI| BatkE.

. FRDmmm e e e w3 CORE s s ws i
6k 62 63 64 B5 66 €7 68 65 F0 i Y2 I3 N4 18
gey K P G K & I K wr V: 5 A I = G-
2523 }ChalgoniosTiGGtiseaiggtittyigag tygigtt totigetlakeltot fggt)
i BEEKT [
.}.JgﬁﬁRE....;,,-..f;.'.3...(.,.ﬂ;(..;‘y.;,4,;w.....;g——*?ﬁ3“‘*
76 17 T8 ¥9 BO BL WZ B3 B4 8% 85 H7- 83 3% 90
5 G G & T Y Y & D 5 5 K G R r
2568 ltctlggul gactagtiactitacitatigerigec|teclgtt]aaaiggticgeltte:

&

e ] "“RS.. L PP WP A AL T P Y P L A Ak A, e A L A T P T R Lt L A L T P Y e
81 52 83 B4 95 & 97 98 89 100 161 102 103 104 103
T r 5 B B ¥ 5 ® N T L ¥ & 0 M
2813 iactlavti{ICTiAGAlganiaacitetiaaglaatiactictcitacittglicaglatyl
I* ®¥oal |}

e FR e e e e o o S b e e 3
106 107 108 109 1306 111 112113 114 115 116 117 318 119 120
¥ & L. R A E ©® T A ¥ ¥ ¥ © B K

2658 {304)agC|TTAIBGE! gotigag igae aCT | 6CA | Gte| bac i tat [t | gutianal
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! VAELIT | I PstI |
\ .
] T 3 T L e N
' 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
d D Y E 6 T 6 Y A F D I W & Q G
2703 |gdc)tatlgaalggtlactiggtitatiget|ttclgaClATA|TGglggt [caalggti
' ' o | Ndel |{1/4) .
| .
' ot e e m = FRA e e e
' 136 137 138 139 140 141 142
' T MV T V s 8
2748 lackjatGleTClACClgteltet|{agt
t 1. BStELI |

| De BstEll en adelante, pV323 es igual que pCES1, excepto comao se observa.
! Los sitios BstEll pueden aparecer en cadenas ligeras; probablemente no sean Gnicos en el
! vector final.

v 143 144 145 146 147 149 145 150 153 152

! A 5 T R & » -8 v ¥ P
2168 gtc'ﬁc&'ac; aal E6C CCa tey €TC TTE soc.

1 Espl201, Bbsl: .. (2/2)

! Bpél.e..

¥

' 153 154 155 156 157 158 159 160 161 1852 163 184 165 186.187

$ L A~ P 8 § KX B3 T 5 G & T A A L

2759 chy ‘gea’ col TCC TCe asg age agc Lot ggg gge aca geg goco aty
I3 BseRI. . (2/2)

: 168 183 170 171 172 173 174 175176 177 178 179 180 181 182

i € ¢ L ¥ K B ¥ F P E P V¥ T YV 8
2844 ggo tge oty GTC AAG GAC TAC TTC CUC @ah CCG GTg acg gty tog

4 Agel,. ...

!

! 182 184 185 186 187 188 189 150 181 192 133 184 195 136 157

' % N s 6 A L T S & Y E T F P A

2889 Lgg aac toa GGC ace ctg ace age .ggc ghtc cac ace tto cog get
1 ‘KasI...{1/4}

! 158 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 203 210 211 212
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2369
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31ER

®

#
gt
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gaa
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ot
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.Q 5 5 G L ¥ 5 Lo S g v v o7
cdg CE ‘agt GGa ote tac tee ote age age gt gty acc
{RsuSET, . ) {suptimido]

215 316 217 218 239 220 221 203 223 224 225 226 227
s § & % § ¥ @ T Y I & M
LGt tet ago TG Ggeo acc g ace tae ate tge sac gty
FEEEMT . o oe s da s s } N B destruccion de sifios 8siXty Bpmi

230 231 232 233 234 535 236 237 535 239 240 241 242
‘¥ P & ® T & V. D E K ¥ E g

: aay coo ags asc acc asg ghtg gac aag ass gty gag ooz

245
¢ A A A H H H B HE H 3 A
tgh 806 GIC GCt cat cac.cac mat cat cdd Lot got

¥ L 1 & E E D L ®¥ &6 & &
=

ana oko atc-tca gda gag gat ohg ast g9gt giéc gea

N B D B M A B G A

GAT ATC aac gat gat cgt atg got ASC gge gee

EEoRY..

civsevises NheT... -KasI.,.

Fay

® T ¥ B § ¢ L A
got gaa aet gtt gaw agt tgt Tta gos

W

¥ B I 5 F

3218 sas cce cat aca gaa adt tea bttt

I

i

N

v % ¥ b B ¥ T

3234 aCT AAC ©TC TGG AMA GAD GAT ARK ACE

L.

R Y A N Y B & =©

=
R
3
2

[

w
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39¢1 z:t-é_-'g_ét gt rae gt aag Eat gag gt tot oty tgd BAT Tt aca gqn gt
! . Bsml_
é_
! ¥ vV ¢ v & P OE M o9 oo 0¥ G T W W OB OX
3317% gha gttt tgb act gt GAC GAR ACT CAG TOYT TAD OOT ACA TGH GTT ot att
!
¥ & L A I P E ¥ :
3353 ggy ott got ate oot gak aat
[l
v Enlazador LT . _ e e e e B
! E 3 ked =4 & B [ LER 1 ]
1384 gag 9ot oot gee tot gag ggt ggo ggt wot
!
' B & & & & E 8 & & T
3414 gag ggt ggn got toh gay gor ggc ggt act
N
DOMINO 2 oy i o o semrm o s i s g
3444 aaa oot dot gag tac 9ot fat aba dot abi weg gge tat aect tat ate aac
3435.;ck cho gac.ggc agt tab cog oot ggl 40T gRg Cas sac.cos gotiaat oof
3546 aat ©ot toh ott GAG GAG tob cag oct ¢t aat ack tte atyg ttt osg aat
; BseRI. -
3357 aat aygy LC oga ast agy wag gug goa tfa sct gt tat acy ygeo act
1645 gt ach ¢aa gge act. gac: cec ght zaa act fat tas zag tag act r_-ct
‘3693 gta toa toa aaz gec atg tat gac get tac tgg dac, ggt kam Y0 AGA
! AlwNE
3741 GAG TG wet tte eabt tot ggs tte ast gas gat cea the géy tgt gas
1 -ALWNT
3789 fab caa gge caa tEg LEt gac ‘ohyg OOt cas cet ooy ajt_d szt geot’
!
383 gas ggc guoc tot
H inicic L2 o e e e A a4 e e i ot - RS i
384& ggt ot ggh tot
3858 ggt 9gc gyo tot
370 gag ggt3_§g; gge tot gay gut ggc got tot
3900 gag ggt geo guc Tot gay gga goo gut teo
3930 ggt ggt gge tet ggt ! final £2
T
i Dominie 3 et o o e A it Ao i o e e e e et b e e o e
! s & ©§ F B Y E X ™M A F A N ¥ & A
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3545 teo gt gat SbEE gst o tat

Y
ur
&
[3%5]

atg aee 'gaa aab geo gat
4031 aaa ctt gat tot gte get
I G o V¥ s (4

40E® att ggt gar git tec ggc

4137 trr get ggo tot ast tee

4185 tea <ot -tta atg aat aab

4233 teg Tt gaa tgt cge eet
42831 tEt ter att gat tgt gac

[+ ¥ F A I3 L
4317 g:gt gre ttt goy "!_:tit faieh
inicio de segmento transmemhrana

5 T ¥ A N kA
4305 tot acg UL 9ok aac ata

R n K B &
4386 cot aast sag gag tet TAR
o Anclaje intracelular. o

4404 te ATG cca gttt ottt ity
Inicio Vi
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gad #agd

te
P

gae aac

act gat-

cEt gcﬁ g

o M

cas atyg

tte egt

£t gre:

aad ats

tts tat

chy

b

-gtf

1 parada de i

G I

P

goe

%

cta

@

gt

gt

gao

i

ang got &at aag gg9d gov

Q 8§ b A K &
cag tot gac got aza ggc

A AR I T & F
gef got aba gat ggt bto

aat ggt gok act ggt gat

gt 'ggt gac ggt gat aat

Ctha oCot oo wota oot cis

- got ggt asa woa tat gas

PR

. tte egh

Final dominio 3

T i MY Vo FL40
ace ttl atg tet gta Tt

30 L R F L &S

got abk ocog bte £ta 4ty Bgt tto cic ggt
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4451
4459
4547
31555
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5010
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final ¥
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Tty
el

3Ty
Lt

o

-3aa

V3

tie.

att
ot
gtt
tat

casa

g

got

gty
L Cayg
e

Aai

F5

e 17 18 1% 20U
L ¥ 8§ v oy
gte ghh age gttt got
‘31 32 33 34 35
K ¥ A T 'K
aaa abta ges acht aat

46 47 4R 49 50
¥ ¢ R F R
gte . gagg agg thto got
61 62 63 64 65
K E 8 I b
. mag oct tot ata tak
TRO7T e 73 -8
$ Y B E N
tew tae gat gas aat
g1 82 93 94 85
& T W F N
ggt @et tgg ttt aat.
06 107 108 10% 110
B I D W
¢ccg att att gat tgg
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tat
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ggt
att

At
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gt

kot
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gri

2L 22 23
K 1 ¢
mag att oag.
36. 37 38
ron o x
otk gat tga
51 32 &3
K T B
aaa. aog cct
66 67 6B
D L
gat ttg ot
8l B2 83
K ¥ €
aan aas gye
95 97 9B
T R 8
oo ogt tol
111 112 113
F L H
Ltk cta cat
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cte

Cﬂ‘g

tot

24
yat
38
2gy
‘543

s

vty
23]
W

tgg

114

gt

ack

£ttt

tck

tta'

gta

tabk-

LLE

=ttt

gqat

.att

aag

ety

_ LD
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5100

5143

‘3150

5250

5325

5415

128 1

¥
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149

etg

164 1
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ast
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1
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124

L
by

138

‘tta

154

tta

aas
260 .

-EL

C23

tat t

167

327

gac
18%

eat

aac

128

3 ta

188

i vt o

129
i Aas 4
144
" r,jtt
1339
cact
174
tta
188
_a-_:t [:
204 3
 kat
‘219
;t_a*::_ :
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Tabla 120B: Secuencia de MALIA3, condensada

ORIGEN
DEL
LOCUS

&1
121
181
241
20t
361
423
4B
581
601
661

o1
181
841
903
961

1421

1081

JAi41

1201

1263
1321
1383
1441

1261
1381
1621

168l

1741
1801
1861
1821

iBe1

2041
zi0l

MALIAS

ARTGCTACTR
ATAGCTRAAL
COTTCEAGR
STTECATATT
TCRGCAARAR
FTGEAGTTITE
TCTTTEGECER
CAGGGTARAG
TTTCABGESE
ARACATTTTS
GOTTTITATS
ANTTCCTTTT
APBAATETTT
TCTTECOAAD
SAATGRTTAR
CTCOTRAGES
ARTATSCCGGT
TGTACACLRET
GETTGOGELT
CAGGCGATGA
CARAGATGAG
CTCECATIAL
CAARGLCTOT
CGATCOCGEA
TGCOTHGECE
ATTCACCTEG
TETTTEGAGA:
TATTOTCACH
CAGAGGGTCA
CACTGZETALC
CEGECCTCAG
GRCATCATTG
AGCCTGAGTS.
AAGGECCARCE
CCCACACTAG
GCAGATABCE

3533

CTATTAGTAG
AGETTATIGN
ATTGEERATS

TAARALATST

TEACCTCPMTR
CTTCCEETED

TEPCCTOTTAR
ROCTGATTTT

ATTCRATGAA

CTATTACCCE

GPCETRTGET
GBCETTATST
CTACCTETAA
GTCCTGACTG
ASTTRAANTT
GARGCCTTAT
TCITSTCAMG
TCATCTGICE
COTPRCGRCT
TACARATLTL
TITTTTACTG
GFATTTIRCE.
GTAGDCGTYG
ARNGUGGLCT
ATGSTTSITE
BRAGUARGCT
TITTCARIGT
GTGEACABTE
COATCTCNTS.
ABCARCTTEC
CEETECETER
GRETECASEE
GOCTETATET
CORCTETIAL.
TETGTCTGAT
GoECCHTCAY

551 T3

CIRTULAR

BATTGATGEC
CCATTTGOGR
ARCTGTTACA

EGAGCTAQMS

TCAPMAGERG
GEITCEETTT
TCTTTTIEAT
TGAITT&TGG

TETTTATEAC

ETCTGEENAR

RADCGREHGET
ADETEONTTR,

TAATGITLTT

GTATAATGAG
HRACCATETEC.
TCACTGANTG -
APTACTURTE
TCTITCARAG
RAGTARCATE

CETTETACTT
TATTTITICG
CHTTTRATGS

CTACCLTCET
PEARCTOCCT .
TEATTETCGE
GATAANCTGA

GRARARRATTA

TETCETERCE
CACTGURRGL

AGERRCRGCE
CEGRTTCTICT
PEAGGATIAG
CTTCEGANCT
TETETTONCE

CASTEACTTC
CECBEIANTE

171

AECTTTTCAG
AATETRTCTA

TEGAATGARA
CACCAGATTE
CRATTANAGS
GARGCTCGAR

GUBRATCLGCT
TEATTORCET
GATTCCGUAG

ATTICTTITG

TATGATAGTE
GITGRATETE

COETTAGTTC
COAGTTOTTA

ARAGLCCCARTT
AGLAGLTTTG
ATGRAGGLTCA

TTGGTCACTT
GRGLARGTLG

TETTTCECET

COTTTTICET
ARRCTTCCTC.

TCOGATECTG
GUARGLCTLA

COCARCTRTC

TARCEATTARS
TEATTEGCAR
CAGLLEICOT
AECTCCRBEA
ozcARMETCL
GEOTOCAAST
GOTGATTATT
GEGACCARGG
CUCTCOTCTS
TRACCCGRGAS
BRGACCACCA

crogoscond
ATZETCARAC
CTPCCAGACA

BUCARTTARG
TACTCTOTAL
TTAARACGRG

TTGOETETEA
TLTETRAMT

TATTGGEATSC

CARAATCLTS
TT;ﬂTﬂTTAC

GTATTLCTAA
GFTTTATTAL:
FADTCGCATA!
TRACTACTCGT
TTACGTTGAT

GCUAGCCTAT
CGETTCEOTE
COGATTTCGA

PYGCTATART

TTTAGETTSG
ATGABARRGT
TOTLTOGETE
BLEACCRAMT

GOTATCRASG

GECTOCTTTT
TTCCTTTAGT

CAGTETTIGE
TCEEROUAGH

TCATCTATGSE
CTEGUALLTC

ALTECCASTC

TCACCETECT

REGIRETLCA.
CTETGACAST
CACCUTCCAA

ABRTGAPAAT
TAAATCTRCT
COGTACTTTA
RTCTAAGICR
TOCTGACATS
ATATTTGARG
CTATAATAGT
STITRARGCA
THETCCAGTCT
TCGUTATIIT
TATECCTCET
ATCTCARCTS
COTAGATTTT
AGGTAATICA
TUPGRTETTT
TTHGGTARTS
GUELOTEETS
ATEATTGACC
CACHRATTTAT
ésgresccar
TECOTTCHETA:
CTTTAGECET
CTEAGHETER
.RT?ATC-G(:}?TR
TETTTAAGRR
GGRAGTITYTY
TETTCCTTTE
GEECCTAGRS
TTATGRTGTA
TRACASCAAT
AGCCTECETE
CTATGRCAGE
ZGETCAGCEE
AGCLRACAAS
GOCLTHGARG
ﬁsanhﬁéhhc



2161

2221

2281
2341
2401
2451

2521
2581

2641
2701

2761

2823
2881
2841
1001
3061
3121
3181
3231
3301
3361
3421

3481
3sa1

3601
1661

3731

3781
L3841

Isnd

3961
EYi%E
A081

4341

4201
4763
4321

4387

4443

ARCAAETRCE

AGCTACAGET

GARTGTTCAT
TAATGAARTA
CCATGECCER,
TACCTETITE
GECARGETCC
CTTACTATEC
CTECTCTATTT
ARERCTATER
TCTCTAGTES
COTOTGHH6E
CEETETCHTE
AGTCTAGRGG
CCCRGACCTA
PTEAGCIUAR
TCPTCTCAGN

CCECTEARAC .

POTGEARNER
CPACAGGCET
TTOGEOTTEE
SOFETTOTGA
ATACTTAIAT
ATCCTAATCC
GETTCOEAIA,
AGCQGGTTAA
BCTGEAACES
TPPEIGARTA
GCTCTGHTGE
AQGGTGGcGG

ATGARAAGAT |

TACAGTCTGH
ATEETTTCAT
CPEEETCTAR

AETTCCGTCA

CCROTGGTAR
TCTTTECETT
TACTGLGTAN
TTECCTCEET

CGECTAGCAG
GCCAGFTCAC
AATAAALCET
COTATTELET

AGTTCARTTE

TRGLECTELT
TGETAAAGET
TEALTCCGTT

AGGTACTEET
CTCCADIAAG
CACAGLGGTC

GAACTCAGES

ACTCTACTCL
CATOTGCARD

ATCTTETGCE.

AGAGGATCTG
TETTCARRGT
CGACRARACT
TETAGTTTET
TATCCCTGAN
GERTGGCGET
CRACCCTCTC

TTCTCTTGAG

TAGGCACEEE
ABLTEATTAL
THARTTCAGR

TCABGGCUAR

TEETTCTGET
CTCTEAGGEA
GECARACGLT
CEOTABAGES

PESTGALGTT -
TTCCCARRTE

RATATTTACCT

ACCATRTGAR

PETTTTATAT
TAAGEASTCT
TPCCTTCPEE

ES 2531551713

CTATCTRAGS
GLATGRAGEE
CTCCACEGGE

ACCETARCEG
TEAGAGTCTE

TCEGERATICA

TTGCACTEGE
RAAGGTCGCT
BCAGATGRAS

AGCTTARGGE
TRTGTTITCS
GECECATCES

GTGGGCTGGQ
GEUCTGAGTA
CTCAGCRGCS

CTGAATCACA

GLCBTTCATC
AATEETGCCH
CPETTTAGCREA
TTAGATCGTT
ATTGETCACH

BATGHGEETS
ACTARACCTC
GACGECACTT
GAGTETEAGE
GCATTAACTS
CABTACACTC
GACTRCGCTT

TCOTTTERGC
GGCGBEOTCTG

CECGETICCE

ARTAAGBGGG
RABCTTGATT

TLOGEOCTTE

GUTCRARRTOG

PLOCTOCCTE

PITTCTRITE
GTTGCCACCT

TARTCATGCE
TRACTTEGTT

CTGACEEETE
AGCACCGTGE
CBCGCCARTT

CTGGATTGTT

6T EROGETET
CTTTQTCTTC

TTTCTGCTAT

TCACTATCTL
CTGAGGACAC
ADATATGGEE

TCTTECECET

TEETCARGEA

GUGEOGTOCR

TAGTGACLET
AGCCCRECRR

ACCACCATCA,
CAGRTATCAR

ARCCCCATAC
ACGCTARGTA
ARACTCAGTG
STGECTCTEA
CTGAGTACGE

ATCLGLCTES

CTOTTRATAL
TTTATACEGE

CTETATTATC.

TCCATTETSE
TRCOTCARCT

AGCFTCETEE.

GTGETEGECTE
CTATGACCGA

CTGTCECTAC

CTRRTGETAA
GTEACGATGA
ARTOGGITER
APTETGACAR
TTATGTATET
AGTTCTITTG
CGLCTATCTG

172

AECAGTIGAR
RGRAGACAGT

CTATTTCAAL

ATTACTCGCE
PEPTLAGCCT

GTACGCTATG

LTICTEETTCT

TAGRGACARC
TGERGTOTAT
TOAASETALT

BECAGECTTE

CTACTTRECT
CRSCTTCCES

GCOCTCHICT

CRCUARGGTG

TCACTCTGCT
CEATEATCET
AGALARTTCR
THASGETTET

TTACSGTACK

GOETEERGET

TEATACACCT
TACTEAGCANK
TTTCATETTT

CACTGTTACT
ARBAGUCATG
CTTTARPGAR

TECTETCRAT

CTCTRAGGESY
TEETPCCEET

APATGCCEAT

PEATTACGET
PEETECTAST

TAATTCACCT

APGTCGLEST

FATAAACTTA
AEPPPOTACE

GETATTOCET

CITRCTTITC

GTCCCALAGA
GGCCCCTACA

GAGACAGTCA
GoOCABCCGE
GETESTTCTT -
TOTFERETTC
GHTCECAGTA
FCIRAGARATA
TATTECHCTA,
ATPGETCACCS

TOCANGAGCA

GRACCHETEA

GETETCCTAS

AECTTGGGCA
GRCARGARAG
‘GRRCAARARC
ATGHETEECE

TTTARCTEACE -
CTETEERATTE
THEFTTCCTA

PCTERGEETG
ATTOLGEGET -
ARCCLOGCTA
CAGHRTAATA

CARGGCACTE
TATEALGOTT

CRTCCATTCR
GOPELLESELs
GRUGHTPCTE
GRTTTTEATT

CARABCGUGT
CCTECTATCE
CETGATTTTE

TTRATERATA .
ATTEICPTTA

TTCCETRETG

TTPGETARCA
TATTATTGCS
TTARNRAAGGG



4501
4561 -
4631
4681
£741
4B01
4861
4821
1881
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
B4861
5521
5581
5641
5701
5781
5821
5881,
334%
5001
6061
6121
61E1
6243
€301
6361
6421
6481
6341
§601:
6661
6721
6751

CTTLGETAMG
BRATTCTEETG

TGITCAGTTA

SGUTECTATT
ATRATATGEHC

TTGGTARGAT
GRETTEAMAA

COGATARECT
ARPATARRAR
GSEAATSATAR

GEEATATTAT
TRGOTGARGA
CTTTATATTC

TTARRTNTGE
ATTTCTATAR
ATTCTTATTT

AGRAGATGAA:

TTGGATTTEC

AGGTASTCTC

ATCTAAGCTA
TACAGARGCR
GTARITCABA
TCTTCTETTS

TATTTAARGE

GURTATTCAT

GCTAATRAATT:
ARTCAGGATT
GUTSCTTOTE .
AATARACGTTC
TCTARATCCT
ABAGALRIYT
ATATTGATTG:

GETSCTEGCT
BTTTTATCLT

GTTEGCECAT .

CTTTICAGETT

GIGACTEETE
GGTATTTCCA
ACCAGCAAGE

ATAGUTATTS
GETTATCICT
ATTCTCCCET
TTCATITITE
TCPTTATITY
TCAGGATARA
ECTCCCGTAR.
TPCTATATCT
COOOTPECTY
HERARGEACAG
TEPECTTETT
TETTEITTAT
TCTTATTACT
CGATTCOTCAR
COOASATGAT
ABCBCOTTAT
ATTAACTAAA
ATCAGCATTT
TCAGACCTAY
TCECTATETT
AGGTTATTCR
POANATTCLT
CTCAGGTAAT
AATCAGGCGA
CTGRCGTTAR
TTGRINTOET
ATATTGATEA
CTECTTTOTT
GEGCARASER,
CARNTGTATT
TAGKTAASCT
AGGETTTEAT
CTCAGCETEE
CTGCTEETSS
TARAGACTAR
AGRAGCETTC

ARTCTGCTAA.

TGAGCGTTIT
CCGATACTTT
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CYATTICATT
CTERTATTAG
CTARTGCGET
ACGTTARATA
GTANCYGECA.
ATTEIAGCTG
G CGEEAGET
GATTTROTTE
GTTCTCGATG
CCEATTATTG

CRGGACTTAT:

TETCETCETC
SECTCGARRR

TTARGCCCTA

ACPRRACASE
TTATCRACACE

ATATATTTER

ACATATAGTT
GATTTITGATA

IPCAASGATT

CTCALKTATA

ARNTGCTAATT

TGARNTGAAT
ATCOGTTATY
ACCTERARKT
TGEETTCANTT
ATTGCCATCA
PETHCNGUAR

TPTARTACEA

ATCTATTGAC
FCOTCARTTC
ATTTEAGETT

CACTETTGCR

TTCGITCGET

TAGCCATTCR,

TATCTCTEIT
TGTARATART
TECTETTGCA

STTTCITGCT
CGUTCARTTA

PCCCTGTTTT

ABRAATCSTT
ARTTAGGCTE

GETGCAANAT

TCECTAXARD
SPATTGEECE

KETGESETAC

KITEETTICT
CTATTETTIGA

TGEACKGRAAT .

PECCTOTGOG
CEGTTGAGCE
CTTTTTOTAL

ABRAAGTTTTC
KTATARCCTA
ARTTCACTAT

CTARGGEGREA
TACTETTTOC,

TTERTTIATS
AAITTTGTTT
ARTTCECETE
STTTETECCE
CTACGCAATT
COPTCCATAR
TCTGATAATC
ARTCATANTG

GPTETCEANT.
SGOTCTARTC

CTTTCTACTG
CAGCAASETS
GECGETETTA

ATTTTTAATG

ARRATRITGD

GECCAGRATE

CCATTTCAGA
ATEGCTGECE

173

CTTATTATTG
COOTUREACT

TATGTTATTC.
TCTTATTTGEE
PEEABBGACE

AGCARCTANT
GOOTCGCETT
CEETAATGAD
TTECTTTART

(ACATGEOTOST

TABACAGGLS
TACTTTACEY
TARNITACHT
TTEECTTTAT

TARTTATGAT
GTLCETATTY
TCECETTCIT
BCCTRAGCTG

CARRCCATIA
TGACTCITCT
ATTRATTART

TOTTGATEIT
TGCGCGATTT

ATGTAANEGS.

TETTTATTTC

TTCACGARGTA
AGGARTATGR.
TERCTCARND

TATTTRTAAD,
TATTAGTTET
TTEATTTECC

ATGCTTTAGR
ATACTGACCE

CCGRTGTITT
CTGTECCACE
TCECTTTIAT
CGATTGAGEG

GTAATATTET
GAGTTCTTCT ACTCAGGCAN -

CTGATGITAT

GGCTTARCTC
PIETTCAGES
TCTCTETAAR
ATTGEGATAR
CROETIAGCS
CTTGATTTAR
CTTAGRATRE
TCCTACGATS
ACGCETTCTT
ARATTAGEAT
CETTCTELAT
TEPETCEETA
BTTEECETTE
ACTGETARGA
TLOGETGTTT
AANFTTAGGETC
TETOTTGOGA
GAGSTTAAAR
CAGTGTOTTA
AGCGACHATT
ATTAARAEAG
PETTTCATCA
TETAALTTCG
TACTGTTACT
TGTTTTACGT
TAATCCARAL
TGATAATTCS
TTPTARANTT
GPOTAMTACT
TFCTECACCT
AACTGACCAG
TPPTTCATTT
ECTCRLSTCT
AGGECTATCH
TATTCTTACE -
TRCTEETCGT
TCARARTGTA
TCTGGATATT
TACTARTCAN



GB41L
6501
E05L
TO2L
7081
7141
7201
7261
7321
1381
7441
7501
7561
1621

7681

T4l

TROT

Fe81
7921
7981
Bo41
8101
161

8221
B281

8341

8501
8461
521

8581

He4t
8701

8781
8821

g8E1

#9431

5001

0€%
4121

AGRRGTATTG

CACTGATTATA

ATEEEECTCC
CTCARAGCAA
PACGCECAGE
CCoTTCarTT
TTTAGEETTC
TERTTCACET
CACGTTCTTT
CTATPETIT
CHOCTBCTEE
BAGGGCARTC

TTGCAGETES

TACATTCAAA
GARARAGGAA
CATTTTGCCT
ATCASTTECE
AGRGTTTTCG
NPACACTATT
CTCAGARTGA
CAGTAAGAGA
TECTGACAAC
ATGTRACTCG
BTCACACCAC
TACTTACTCT

GACCACTICT

GTGAGCGETGS

TCETAGITAT:

CTGAGATAGE
CACTTTAGRT
TTEATARTOT

COCRZGITTG

TECCBIARLG
AUTGEUAGAT

POARTECGOE
TTGATGANAG

GTTAANRAAT

TACARTTTAA

COGEGTACAT

CTACAATGGT
ARARCACTTC
TETTTAGCTC
CCATAGTACE.
GUEACCEETA
CTCGLOACGT

CEATTTAGTG
AGTGGECCAT

ARTAGTEGHC
GATTTATARG
GECARACCAG
AGCTGTTGOC
CARETTICEE
TRTSTATCCS
GAGTATGAGT
PCCTSTLPTT

CGUACGRETE

CUCCGRAGRR

RTCCCGTATT

CTPGETTERG
ATTATGCAGT
GATCGGRGEA

COTTGATCET

GATSCCTETA
AGCTTCCCGG

GCHCTLGEET |

GTCTCECEET
CTAQAﬂGﬁCG
TGLETCACTS

TCATTTARRA
CHRTGRCCRAR

TOGACTGART
CTEGCTEGAG

GUACGETTAC.

SITTETTCCS
CTGEOTACAG
GAGCTGATTT
ATATTIGCTT
ATGATTEACA

ES 2531551713

TARTTTECET
TCAAGATTCT
CCECTCIGAT

CELLCTETAG

CACYTSCCAG
TCECEGEUTT
CTTTACGECR
CECCETGATA
TCTTGTTCOR,
GGATTTTGCS
CETHEACCED
CETCTCACTS

GEARATSTGR

CTCATGAGAL
ATTCAACATT
BOTCACCOAG
GETTACATCE
CETTTTCCAR
SACECCGESC
TACTEACCAG

GUTSCCATAR

COGARBERGE
PECEAACCES
BOARTGCCAR
CARCAATTAA
CTTCCEETTE
ATCATTGCAG
BEGABTCALS
ATTAAGCATT
CTTCATPITE
AECCOTIAR
GEOGAATGEE
TELFATCTTR
GATGCECECA
BCHGREAATE

GARGGCOARR.

BARCARRBATT
ATACAATCTT
TECTAGTTTT

GATGEACAGA
_GscéiAccﬁr
TECAACEAGS
CEBUGCATTA
COTCCTRGCS
TROCCETCAR
CCTCEACEET

CTCTTTTACT
PCCTETCTAA
ARAGCACETT
AGTGCEECGE

CERGCTCOTT
BOICTAMATE

ARALRACTTG

GRACGETTTTY

AACTGERACA,

GRTTTCGERA

TTHCTGEARS

GTGARRRGAR
CTEEAACLCC
ANTARCCLTE
TCOGTETCEE
ARRCGETGGT
AACTEEATCT
TEATGAGCAD
AAGRECARCT

TPLACAGAAAR

DCATGAGTGA
TAACCGCTTT
RGCTGAATGH

CARCETIRGS .

TAGRCTGGAT
GETGETTTAY
CACTGERECC
CARMLTATRGR
BETARACTGTE
ARTTTAARAG

GTCAGTTITE

GCTITECOTS
CTGAGRCCEA
TETACACCRA
COACGEETTE

COCOANTTAT

TARCGCGANT
COTFTTITTITE
ACGATTACCS

174

CECEOTTTGA

ACAOTCARCG
CCACCATCAR
TCPCTCARGE

RARCCACCCT
TATTTETTTA
ATARRTSCTT

CCTTATTCLC

GARRGTAARN
CAACAGCEET
TTTTRH#GTT
SBETEEECAE
GOATOTTACG
TARDARCTGCS
TTTRCACAAC
AGCCATACCA

CABACTATTA.
GEAGGLEEAT
TECTCATARR.

AGATGOTALG
PEARCGAAAT
AGACCRAGTT
GhTCTAGGTG
FETCCACTGT
GTTTCCGGCA

TACTGTCETC
CETRACOTAT.
TTACTOGUTS
TRETCATEGE

TTTAEERA&A
SGECTTETCT

TTCRTCGRTT

CEETEECOTC
ARTCCCTTTA
ATACRTEETE
CTGTOETEGT
FOECTITOTT.
GEGHEECTCCC
ATTTGEGTGA
CGTTEEAGTE.
CTATCTCEEE
ACAGGATTTT
CUAGECTEETS
GGATCERRAGE
TPPTTOTARR.
CAATANTATT.
TETTTTGOEE
GRPGCTGARG
AAGATCCTTSE
STECTATGTC
GCGCGETATY
EATGGCATEA -
GCCRACTTAG
ATGGGECATC

AACGACSAGC

ACTGRCGAAC
ARAGTTGENG
TUTGEAGTLG
CCCTCCCETA
KGACAGRTLG
TECTCATATA
AAGATCCTTT
ACGTARGASE
CCAGARGORS.
GTCCCCTCRA

CCCATTACES

ACARTTTAATG
STTCCTATTE
TATTAACGTT
GATTATCAAC
CTCTTETTTS
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1Rl CTCCAGACTC TUAGGCAATG ACCTGATAGE
9241 CTGCGECATG AATTTATCAG CTAGRACEGT
9301 CTCCGECCTT TCTCACCCTT TTGARTCTTT
9361 AATATATGAG GGTTCTARRA ATTTTTATCC
9421 AGTATTACKG GETCATAATE TTITTSGTAC
9481 ATYGCTTAAT TTTGCTAATT CTTTGLLTTG

CTTPETASAT CTOTCRARARN TAGCTACCOT
TGAATATGAT ATTGATGETS ATTTGACTGT
ACCTACAGAT TACTCAGGCA TTGCATITAR
TTGCGTTGAR ATAANGECTT CTCCOGCARA
CAABCEATTTA GCTTTATGCT CTGAGGCTDT
CUTGTATSAT TTATTGEATG 17T

175
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Tabla 200; Enzimas que cortan 15 0 mas GLG humanos o tienen reconocimiento de +5 bases en FR3
Entrada tipica
Reconocimiente de nombre de ER Hsitios

GLGidft:basel SLGidfrbascl cLGidf:basof.....

BstEII Ggtnacc 2
i: 3 48: 2
Hay_ 2 aciertos en la:ba_se n_“" 3

MaeIll gtnac 35
It 4 z2y & 3 4 & 4 Sy 4 B4
F: 04 B: 4 9r 4 o 4 1l 4 37 4
37: B8  38: 4 38: 88 3% 4 39 38 40+ 4
46: B8 43: 4 A1L 58 42; 4 427 35 43: 4
43z 58 44c 4 44: 58 45: & 45¢ 38 48: 4
a6; B8 47 A0 47 5B 4B: 4 497 4 507 S8

‘Hay 24 aciertos en la hasen® 4

Tsp45Y gtsac 33
o4 2: & 3 4 4 4 5
74 87 4 9 4 W 2 il
37: 5§ 38: 4 38: 58 39 5§ 4D
41: 58 42: 58 43y 4 4:3'; 53 44
451 4 43y 38 . 46: 4 46 53 47
48: 4 48: 4 30 58

Hay 21 aciertos en la base n*4

o
Lo
LLY

52
Pk

‘HphI tcace a5

1.5 23 % 3¢ &5  4r 8 &% 5 6+ 5

T 0S5 & % 11: 5 12y 5 12: 1} 132 5
14: 5 185 & 16¢ 5 1T 5 1B: 5 1Bz 5
20: '8 2%:r 8 22. 3% 23+ 3 24% 5 25y 3
2687 5§ 27: B 28: & 28 3 Wy 5 3¥r 5
32: 0% 337 0% 34. 5 &Sy 5 28 5 3% 8
38: 5 40: 5 43: 3 44 5 85: 5 4r &
47 5 48:;. 5 4%: B ' '

‘Hay 44 aciertos enlabasen®3

176
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Biafil oars _ 3
'
EE

k4
-3
=30 3
Pk
A
i
rr p2
L
s
Lk
¥
#
£k
k.

P
B
4w

PO
24
4%
e
Fd
£

P

el
-
]

P

at

ST 32 48 1
8 T8 Wm0
Hay 11 aclertos en la base n° 42

Hay 1 sclertoen by base 8748 podria provosss irsgdaritied

LAk
-+

.

o
i owr B B
g

33'_%' 42 iy

33y 7

s
€3 82

i
" N £~
-
«
i
k.
[2X T
k]
i

N :
+ -

Sk

e

228
9
LI )
% E;_;
s
[T
£F
3.
P 3
e
£ - 4%
b
oo
543
”
7 -
ol - 2
(73
$ib st
e,
ol
a
b Jrw
Al

13
P
e
A
e
o
o
)
%
it
G
i
i

v o
P
E2 . ¥
R F
e pa el
< ws
[
LN - 4
£
P
15

ORI S :

(T R S N N

ve s

s
LEC IR ¥ 3
$ot
1w

E v % e
1%
e
14
; o
<&
oz
ke
Egh
B

O T
B R ke A
e an’ oan s
[
175
Racr
<

Ly 5 en
o
1) 7
nFs
2
.

-t
e

¥
g @ ¥
R
¥
{973
LA
-
7
e,
R LTEERD LR
i
144
2
k34
=8

EEx

E Y

L i
LR
£

]
e
e

wids 8
Sir dE _
Hay 23 selortos an ks Bose 1 8§
Hay H aciertos enla base 0" W

King Aoy 43

L
Iy &%
K

&
pr9
el
1 S VRS & S X 3
5
o
wd
i
P & .
S TOREN p
it e
LIS
B B
ELVIR S R
I O
Coaw T omw aw
M s
EEERNEEN e
Bk e
oo
e x e

I -

i

455
it
¢
e
e
L
i
AL
2
o
=
-t
o
2
N

$7 43 BT 4%y &% 4%

it
£5C
L L
g
i
i
s
FA

% 82 462 47 & ST N 8T <%
‘ .

- Hay 23 aciertos en W base n® 87
Hay 11 aciertos én 1 hise 0t 52 solamente § Bases de &7

Slpl. GUtnage 21

Ir 48 R S8 3o 48 Br 48 6¢ 4B Th

B 48 $: 48 - Lo 48 T 48 3% &% s
B8 48 400 4B 21 4B 431 48 A% 48 44
4%: 48 4§ 48 47 48

Hay 21 aciertos £n 1o base 1 48

177

VAR SR 4V 81 N 5D 4% 1 s

S ATEE G '
OB B R B B e

N
of

48.
48
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Mwel GONNNNNnngs 1%

1348 23 28 19: 36 22: 3§ 23: .36 24: 3%
25: 36 26: 3§ 35: 36 37: 67  39: 67 40: &7
43: 87 42¢ 67 43¢ &7  44: 67 45: 67 46 @7
47 &7

Hay 10 aciertos en la base n® 67

Hay 7 aciertos en la base n® 36

Ddel Cinag 71

A 48 : 58 2y 49 2: 38 3¢ 48 3t 58
31 65 4: 4¢ ¢ 58 5: 49 5; 58 81 65
€: 4% 1 SB 65 6%  7: 48 7L 58 Tr %
#: 48 B: SB  9: 49 93 58 8; g5 10: 40

183 88 10 68  11: 49 1l: SB  13: BS  18: 58
16:.58  16r €5 17: 56  LB: S8  20: 58 21 34
I2: 58 23: S8 .. 23: €3 24y 5B 24: €5 23 58
35: 65 06: 58 27: .88 27: €5 28 S8 30: 58
31: 56 31: 85 32: 58 32 €5 3%: 58 36: 58
36: 65 37: 49 3B: 49 39: 26 39i 29 40: 49
Sl 4% 42+ 26 42149 43% 49 44: 45 4B: 49
46: 48 47: 49 48: 12 49 12 51: &5

Hay 22 aciertos en |a hase n® 58

Hay 22 aciertos en la base n°49 solamente nueve bases de 58

Hay 16 acierfos en 1a base n® 65 solamente siete bases de §8

BgllT Agatct

1:
T3

€1

51
Hay 10 aciertos en la base n° 61

23
-

Bst¥YI Rgatoy

i
e

61

51

23

33

61
&1

61

61

3
10:

3: 81

8

51
61

Hay 11 aciertos en la basé n° §1

4: 61 5:

11: 61 51 4

iz

4 61 5S¢
10: 6L 11¥

178

61
61

6: €1
51: 47



Hpy IR ToHgw
ETO S - TR+ S S
154 LITE AT L
Zoy 87 B 8T 35 &7
Hay 11 aciertos et busen® 64
Hay 4 aciertos en fa Base pb §7
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-
Ar B
8w

ags WY

- _.” P

P s

Hay 2 aciertos en i base n° 67 podila ser imegular

LT CAVMNSENG
SERR S-S T R PO -
7:% B R wom
¥ TR OiE: -:"j;_:éz- Ly 7

% ¥E  ORE: NE gE: 1R
azy TR OIESONE o34 W

HE: ¥R BB M2 Al W
£4: T2 45: 12 46 M2
Hay 44 aciertos enda basen® 72

Beill OUEey
I A ;74 4x T4
§: 74 10 T4 1l T4
23 76 3O 4 37 14
&L TE 4B T4 4B T4
‘Hay 23 achirtos en o base n® 14

Bl Youoe

Iy v 3074 g R

ET T TR T
83 ¥4 3d4: T4 BT T4
§L: T AR T4 45 :”f&

Hay 23 aitrion €n fa base 0¥ T4

Eagl Cggoeg

A TE 0 3¢ T4 E It S

21 0T4 30y T AL 4

EY S
£ 2

105 1

e E I

2% 78
TR E
#@:-33_
& T2

28

13 T4
BEOTE
SBy T4

23
51 M4

i?fiﬁi:
aw T4
$5: 7%

23

& ?ﬁ_
I A

e

B
5
A

2%

e E

T

179

&R
£,

-, ,} P

o)
E-S

i
13: 72
23y
g

W

- 12
12

4

i
KL

14
7

T
T

83
A%

15

bt S
: :ﬁ?ﬁ . :
Sy
43
481

By

=

&y

-7

2%

74
74
1w

¥4
-
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33: 74 34z 74 37: 74 38: 74 3§ M4 40; T4
Al T4 4z2: 74 45: 74 A€ T4 47 T4
Hay 23 aciertos en [a base n® 74

Haelll GGoo 27
1: 7% 3: 7% 4: 75 53 7S Fo 75 TS
w; 15 10t 75 1l: 1% i6: 75 1% 73 20; 15
pochs ?5 301 15 33 I8 4 }b FF: 715 38: T3
39: 78 40: 75 4lr 75 42r 75 45: 75 46: 78
47: 75 48: 63§51 63 |

Hay 25 aciertos en {a base n® 75

‘BetdCI ACHgt B5°%¢C B3 sitios Hay un tercer isoesquizdmero

13 B8 2: 88 31 85 4 88 51 BG a; 86
7: 34 7: 86  B: B6 8 86 10: B6  11: H6
12:; 86 15:; 85  14; 86  15: 3IE  15: 86 1€r 53
16> BE 17: 36 17: 86 18: 86  19% BE 20: 83
20: 86 23; 36 2%: 86 B 0 - 22: 86 2%: BE
24: 86 25:¢ B& 26: 86 27: 53 2F: BE  2E: 36
2E: B6 2B 86 30: 86 312 BE  dF: BE  33: 36
35: 86 34: 86  3I%: A3 357 86 3&: BE 371 B6 .
ag: 8& e B . 40: 86 11: A& -1 43: Bé .
1 B6 45: 5§

F
3
'’

&k 86 45: BS  46r 96 47: 86§
50y 86 51: O . 51r 896

0

Hay 51 aciertos en ta base n° 86 todos los otros sitios estan bastante fejos

BpyCH4TIT AcHgt &3

1: 8¢ 2: 88 3 €6 41 6§ 5: B6 & BE-

7: 3&  7: 86  8: 86  9¢ 86  10: 86 Al: 86
12: 86 13: 86 14: 86 15: 38  15: @8  18: 53
16:°86 17:.36 17¢ 86 18 8€  19: 86  20: 53
20: 86 21: 36 2%1: 86 227 O  22: 86 23 BE .
24 86 2Bz 86 26: 88 27: 53 27: 86 28:; 3¢
28: 86 29y 826 IG: 8E:  31: BB 22:-86 33 36
23: 86  34: 86 35t 53 ¥S: 86 as: 88 37; BE
38: 86 38: 86  40: 86  €1: 86  A2c 86  43: BE

180
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44; 86  45: B 46: BE
50; 86 51: 0 Si: 86
Hay 51 aciertos en la base n® 86

‘HinEI Gante
2 2 3
#: 2 g
16: 2 1%
2
2

a5 2
& 22
18; o
2%: 23; 24
28z 29 30:
23: 22 34 22 35y
40 2 43 2 44
EQ: &Y
Hay .33 aciertos en ia base n° 2

I R VI VI

PR R M M

MLyl - GAGTCNNNKND
20 2 % 2 4r 2
& 2 9: 2 1
405 2 43 2 44c 2
‘Hay 18 aciertos enla basen® 2

i3

Plel gagte
2202 3r 2 4 2
8: 2 9 2 16; 2
4Dy 2 43 2 44F 2
Hay 418 aciertos en la base n° 2
AGLI Cége
2: 26 9 14 10: 14
371085 3Be 62 29: €5
4z 65 43: 62 43 65

A
.13;

7: 86

43
EY

25y
3%

a5

18
5y 2
1i: 2

a8 2

18

5y 2
11: %
45 2

23

11l 14
40: €2

263

27:

BORIOR KON M1

48 96

33:
19: 22

32:

it
o’
[LCRE TR

&: 3
8T: 2

46 2

273 74
-éﬁ_: &5

SO U

g4y 62

441 65

46: €2 4T: 62 47 BS
Hay 8 aciertos en la base n°® 82
Hay 8 aciertos en 1a base n® 65
Hay 3 aciertos en la base n" 14
Hay 3 aciertos en la base n° 74
Hay 1 acierios en la base n® 26
Hay 1 aciertos en la base n® 3&

48: 35

181

181 74

a9

¥

15:

2!‘3 3
a7

33:

38
47

T

jel:¥

86

NONC NN N D N

BN

ki 62

a5
83

N



~M- Gogyg

B: %1 81 16 1D:.16
ab: &7 a2s 87 a3 87
Héy 7 aciertos en la base n° 67

Hay 3 aciertos en la base n® 16
Hay 1 aciertos en la base n* 91

BsiBHAT GHGCWe

2030 43 30 6 30
‘125 89 k3 &% 14 4§49
in: 51 41: 81 42: 51
367 51 47¢ 51
Hay 11 aciertos en ia base n° 51

- BeplZBEl SHGCH:

2:.30 4z 30 & 3D
2 85 13: 89 14 B9
€ 51 43: 51 42: 5%
46: 51 47% 51
‘Hay 11 aciertos en fa base n® 51

o

s

Hginl GRGCYC
e300 4: 30 g: 30
1%y 6% 13¢ 93 145’&9
40: 51 41: 51 42% 51
46 81 4vr 51

Héy 11 aciertos en ia base n° 51

2153 3¢ 83 5b 53
P E1 B 83 10+ 53
37r 84  39: 64 A0: 64
44: 64  45: S4 46 a4
501 45, 81:

Hay 13 aciertos en la base n° 53
Hay 10 aciertos en fa base n° 64

T
e

Tael Gowge
2: 53 Fr 53 B B3
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11

1i: 16,
452 &7

20

T30

‘37 5%
43:° 5L

7+ 30
37: 81
43: .51

gy 53

11 Sﬁf

4L: 64
171 84

(a3
B ad
iy .

3T

462

2

39:

44

38:
d4 3

B30
51

Ty

&7
57

20

51

81

31: 52
Y LR
481 D

182

3wi

E2E

33
453

10

453

&7

£l

51

3D
51

53

2
51
51

83



g: §3  10:c 83 3i: 83 31: 33
46: B4 48; 53 49: 33 50: 45
There are 13 hits at basef 53

Moll gagy 34

3: 67 3: 95 4:; 51 51 16

o6 8i 67 5 67  10: &7
16: 67 17: €7  1%: 67  20: 67
23: 67 24: &7 25 &7 261 &7
28: 67 30: 67  3L: 67 3%: &7
35: 67 a6: €7 BO; 67 81: 67
‘Hay 31 aciertos en la base n° 67

HpYCHAV TGoa 34

R B 6 90 il: 30 X3: 80
15: 44 16: 44 16: 50 17 44
20: 44 21 44 22 44 23: 44
26: A4 27 044 27 90 28: 34
“341 44  35: 44  35: 80 36: 38
50: 44  50: 80  51: 84 51 52

Hay 21 aciertcs en [a base n°® 44
Hay 1 aciertos en la base n® 52
Acel GTrkao 13

7: 037 1l 24 37: 16 38: 1§
41: I8 42; 16 43 16 441 1%
4% 16 ' '
Hay 11 aciertos en [a hase n® 16

SncIi CCGLIY B

gi 14 1Q: 14 11y 14 37: 6%
42: £S5 . 43: 63
:Hay 5 aciertbs en la base n" 65
Hay 3 aciertos en fa base n® 14

TELI Gawte 24

@: 22 15 2 18: 2 i¥: 2

184 22 20y 2 ¥iio 20 23y 2
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380 36 45: 84
513 33

5: &7 s &7
11: &7 15 67
21; &7  22: &7
27¢ &7  28: €7
33: 67 34r &9

13: 80 I4: so
18: .90 29 44

24: 44 25: 44
‘295 44 33c 44
48: 44 49: ¢4

reconozimiento de 5 bases
3%: 16 4D: 16
4%: 16 46 16

reconocimiento de § bases

385 85  40: 8%
18 2 13:
24: 2 25

183



g6: 2 2%y 2 281 2
32: 2 33 2 33 22
Hay 20 aciertos en la base n® 2

BsmAY Nnnmnngagac

15: 11 16:.11  20: 11
24: .11 25: 11l 26511
30: 11 31: 11 32: 11
38: BT

Hay 186 aciertos en ia base n® 11

E?mi étccag
15: 12 16: 12 17:.12
22: 1% 23+ 12 243 127
28x-12°  3C: 12 31: 12
3&: 12

Hay 19 aciertos en la base n® 12

KinI GAANNnntte
37: 30 38: 30 38: 30
43: 30 443 30 45: 30

Hay 12 aciertos en {a base n* 390

BSXI NCeagt
7 32 38y 32 39 32
£3: 327 44: 32 45: 32
Hay 12 aciertos en la base n® 32

Banll GRGCYe

37351 38: 51 39: 51
43y 51 44: 51 45 BL
Hay 11 aciertos en la base n® 51

Eeli38l GAGete
37 B 38: 31 38+ 53
23: 31 44: .51 45: 81
Hajr 11 aciertos en ia base n° 51

SacT . GRSCTE

ES 2531551713

28y 2

3¢ 22

19
21 11

275 11

35: 11

1%

18: 1z
25y 1%

3z, 12

12
0= 3¢
46: 3¢

11

401 53

46: 51

11

46 531
.45: ‘51

i1

20
26
34

41:
4F:

41:
a1y

41::
a1y

184

13
¢ 11
11

1z

12

30

3z

51
51

31
36:

23z

28

447

42z

: 12

12,

30

- 3P

32

51

51
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37: 51 38r S1 39+ B 40¢ 51 4l: 51 .42¢ 51
43: 5} 44: 51 45: §1.  4&: 51 475581
Hay 11 aciertos en la base n°® 51

Tabla 206: FR3 3-23 sintética de cadenas pesadas humanas gue muestran posiciones de posibles sitios de escisidn
! Los sitios introducidos por ingenieria genética en el gen sintético se muestran en ADN en

! maylsculas con el hombre de la ER entre barras verticales (como en | Xbal |)

! Las RER frecuentemente halladas en GLG se muestran debajo de la secuencia sintética

! con el nombre a la derecha (como en gtn ac = Maelll (24), que indica que

! 24 de los 51 GLG contiene el sitio).

1
! fri e BH R e
! 8% %¢ {n*decodipen
! - K- F 323 sintébeo)
ADN permitide fegeitte! €
fagm By
tagri
ge ntgw HindY (38}
ga gte = Plel (1%}
ga. wto ¥ TELT (a9

gh el e HRwiIlifgl
gy ao = 4:>y’45!u.l}
Thoaer = Hph® {4l

e o e e e B FRY e o e B vt o e wn v
OS2 8% 8483 856 97 N @9 1ng 101 1n2 1493 1(}»5 105,
Y. R BN 8 K ¥ T & ¥ B O£ R
FatciTOTI AR gacivac] toerlaagiast Tactiotolitas ¥ Egicayiatyl 51
n;aﬂsi venivgnigayiasyitonlesriasylacpittritayirivicaristygl

L A o e e e i,

np o TR v ot s e i o e s o e 4 i 0 - e §

106 10F 108 109 $ie 111 11F 113 Lig 1i5 116 137 339 1iv 1s0

¥ O3 L OB OA B2 BT RN Y ¥ B A ¥
saa\.;ags:|T‘\";s.l}.(;g;g;.t]gsgEqacidugsm.li} sltaciestitgoigatiaasi /&
tallabredt ey tenl vt fogmd qm!mriqwiﬂcbsqml@*ﬂltaylf‘ayltgrmm%aaxi
! .,aqylamlmgrg i
t
1

!SleWt}ﬁ

£ (oY fagr] RIS feund et

L § galgae. = Bsidl (16} ag ot = KIul {33

H citoe 2g = Bpuiiid) g eto ags & BlpIizl)
b H ] o RSN GEn oo fmn¥ LA
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Tabla 217: Secuencias FR1 de GLG HC humanas

Exdn VH - Alineamientos de secuencias de nucledtidos

VHI

102 CAG BTG CAS CT5 GTG CAG TUT GGG GUP GAG O1C ARG RAS CCY GOG GCC TCA GTG RAS
CETCTHC TEC AAD OCT WCOT GRA TAC ACC TIC ADC

103 cig gte cag orl gty <ag ot §¥e Gt gag gig asg eag oot ggg goT toa ghg Hag
gtT tno tge dag. gok Lot ogoa tac.acs-ttc act

08 cag gtg cay oty gty ¢$g-tct'ggg got gag gig R4y aag ot gdg gee ten gty dag
ghe teg tye ang gen SOt gge TRe adc tto add o '

L-18 &g gtT cag ctg th <ag bt ggh got gag gug aag aag oct ggg ged tes ¢id sag
gte toe tgo sag got Bt ggf tEE Asc BRT Ase

i~34 cag grC cag ctg ot ‘cag tCT gog 08t gag QLY 43y aag cor 9oy geo tés gty aag
gte tee tge aag gl tel gua tas ace e acT

1-4%  pag Aty cag Sty gty osg oY ggg GOr gay gty aag asy Aot ggy Tee tes gty sag
gEtT toc Tge aay got tof gga tac ace tEo ace

1-46 - cag ghg cag obg ¢t cag Bob guy oot gey yiy asyg sey ofl guy guc tod gly dag
-gti fc: Tge iag goh tot gga tac-acc-tté'asc' . . .

1-5% <A Atg tag ol gt cag €or ggy’ OS5t gag’ gt adg aag oot ggo Ect-fﬁa gtg asy
gto Loe YOS a3y 9ot tot gga TS AGe tET aef .

1-6% cdg grg wag oty gtg cag totr ggg got gag gty asg asg oot ggg oo to
gto toe tg§ dsg got tot gga BGo abn ttc aGd '

l~a CaY gty sag otE gtg cag EOL egg got gndg 859 aag aay oot gog oo tel gty aag
gha to Ly aag'gct et gga_ Gou acg tto aGs

i-f Gag gtl cag oLl GtA oAy LOT gUY 9ot geg. gbtg aad aag oGt g9g gl Aca gig aalk
Atg ﬁaa-tg& azy gt tpt'gqa-tac asd ttc~éc¢ ' ' ' '

gtg-aag

2-DF LTAG ATC ARC DTG ARG GAG TCT GGT CCT ACE CTG GIG ANA €CC RCA CBG ACT CEC ACS
CTE AC TGE ACC TTC TCT GGG TTC TCA T An

2726 rag Sth gc tty BAg gag fet oot oot GTg oty gty asa oo asa Bag. soo.ote deg.
cty aco too ach GEo tof ggg ttc toa obo ags

210  cag Gbc acc ttg aag gag L6t gt oo Gog ctg gtg aas CoC 4CE Cay. acs. CtC A
oty e tyge RCe Lo tot gy the tox otd age

3-07 .GAG GTG CAG CYG GTG. GAG. TCT.GGG. GSA GGC TT6 GTC. CAG TUT GG6S GGG TEC CTG ASA
CTC TCC TET GUA GOU TCT GGA ITC ASC TTT AR

3-69 gap gtg cay <ty ghy g3 TOT 0O g9e g9c TtQ gth cag oof gyl Agg ToC otg ags
chte Tog. bgt 9OR ges tet ger thte ast tot GAL

3-11 Cag gty vey ©Fg gtE gag TO gag-gge oy Bty gre Asg oCC UOA 949G Lo by age.
gl too Lgh goa goc tet gga fte ace Lol agh

313 ‘gag gby cag by gty gad TEU gyo g¥s gge tig giA cag oot 99y g9g tec oig aga
stc toc tot goa ges Yot gga tre ace e agt '

3-15 gag ghg cay ctg oty gag LEt ggg gWa gUc tLY grA Mag oSt 9T ugg tes. orT aga
Stc ot tgh 9CE goc £Or gua ttc ast ts€ agh o o

320 gag gtg cag <hg oftyg oay kot guo gua ogl Gbtg gth c6g oot ggg gug too ¢ty agd
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Tabla 220: Sitics SRER en FR1 de GLG HC humanas en las que hay al menos 20 GLG cortados

Begl GTHCAG it (cuﬁa 1614 bases a la derecha)
1 4 1: .13 2113 R 313 Ar 13
6: 13 & 7: 13 8: 13 9 4 9: 13
16: 4 10y 13 3%r & 15: 8% i6: 4 18: &5
17: -4 17: &5 i@ 4 1By 65 1% 4 19: €5
20: 4 20: 6% 2i: 4 21: &5 .2R2: 4 22:.65
231 4 23i 65 24f 4 24% 85 251 4 25; €5
26: 4 263 :65 2% 4 27r % 28: 4 28: 65
29: 4 20: 4 30: 65 31: 4 3is 65 32: 4
320 65 338 331 65 34 4 343 65 355 4
35: 65 38§ 36: 65 37:r 4. 38: 4 35: 4
4t 4 42; 4 43: 4 45: 4 46: & 473 4
48: 4 48: 13 45 4 4% 1%  S3r 4

Hay 38 acierios enla base n® 4
Hay 21 acierios en ia base n° 63

~®e gtocag 9

12y 83 13: &3 14 B2 39: 63 41: 63 4Z: &3
44: B3, 45: 63  4&: 63 - '

Bbvl GCAGG 6%
1y @ 3 €& €t ® T 6 & & g: 8§
i0: &  15: & 15 &7 i6: 6 1a: 67 17: B
37: 67 1By & 18 &7 181 6 19: &7 201 6

20: 87 21 & 21f 67 B2k &  22: 87 23 &
23: 87 24y & 2467 25: B 250 &1 Ze: B
26: 67 27: © 27: 61 281 £ 28: 61 2% 6
30: & 30: 67 RBi:x 6 31 &% 322+ & 321 &7
2F: % 33 87 34 & 34: 89 35: &5 35: @Y
38 6 36y BF 38%: & 38: 5. 39: & 40 B
41: B 420 B 43 & 44: & 4B: B 46:
47: 6 48: & . 4%: & B0 12, 51: B

Hay 43 aciertos en la base n°6 Sitios en negrita muy cerca de sitios

enumerados postericrmente

Hay 21 aclerios enia base n° &7

=¥~ gokge i

37: 9 38: 5 3%: & 40: 3. 40: 5 4Qi: @
42: 9 44 3 44: 9 45: 9 46 9 47; 9

189



ES 2531551713

‘8o: 9
Hay 11 aciertos en la base 8

BsoFl Glnge 78
i 8 3 & 8 6 + 6 B: € 8 &
Ly & 1% & 15: &7 i € 16: 872 17 &
17: 87 18: & 18: €7 1% 6 a%: &1 20: 6
20: §F 2Lt & 21: €7  22: & 233 87 23t 6
23:r §7 24+ 0§ 24: £7  25: & 25: €7 261 6
26: €7 B7: & 27: 87 28 & 28: &7 2% 6
30¢ 6 30y 67 31: & 31y €7 32 6 32 €
33: 6 33: 67 24 6 34: B 351 € 35 &7
36¢ 6 38: 67 37: 6 37 ¢ 3B 6 38 9
38: 6 39: & 40: 3 40; &  40: % 4l: &
41: 9 42: 6  42: © 43: 6 443 3 44: ®
A4z 3 435 6 45y 9 46 6 461 9 AT &
&

47: % 48:; € 485: & 50+ § 50: 12 51 6
Hay 43 aciertos en |a base n° 6 Estos aparecen con frecuencia juntos
Hay 11 aciertos en la base n°$

Hay 2 aciertos en labasen® 3

Hay 21 aciertos en la base n° 67

Tsel Gowge. 78
1: & 3v 8§ g: © Fr & 8: B gz &
10: §  15: & 1% 67  16r 6 16y €7 i7: 6
175 67 38: € 18: 67 18¢ & 19; 67 0: 6
205 67 21 & 3%z 67  22: 6 22: 67 23: 6
'23: 67  #4: 6 24: 67 25 €  25: &7 26: 6
247 67 BTy €& 371 ©F 295 &, 28: 87 3% 6
30: § 30: &7 F1l: 6  31: 67 &
33: 6 33: 67  34: 6 345 67 6
36: & 361 67 37: 637 .8 & 28;
39: .6 .39: 9 403 3 4p: & 40: 3 Ali &
A1:. S amy B 42 9 43: B 44y % 23: 6
43: 9 45: € 451 9 46: & A8y & ATil 6.
_A7: 9 483 6 4%: & 50 9 50: 32 51: 6

Hay 43 éciertos en la base n” & Con frecuencia juntos

Hay 11 aciertos en la base n® %
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Hay 2 aciertos en jla base 3
Hay 1 aciertos en {a base 12
Hay 21 aciertos en la base 67

ES 2531551713

MspR1I CMGoky 48
1 7 3z 7 4 7 7 & 7
g 7 s 7 1$n 7 1ir 7 35 ¥
1T T 18y % 1%y 7m0 21T
23: 7 24: 71 23z 7 26: 7 2T 7
298 .7 3Gs 7 3tr T 32y 7 33 T
35 ¢ 3B 7 .37: 7 38y 7 38 7
40: 7 4y T 42¢ 7T 48: 1 44: 7
46 7 4%t 9 &B: 7 48 7 s0: 1
Hay 46 aciertos en la base 7 '
Prull CAGGtg a8
iz 7 3 7 & 7 e v 7
8: 7 8: 7 10s 7 i3: 7. AB: ¥
7: 07 8¢ 7 18y 7 .20: b 21 7
23 7 24y 7 25: 7 26t 7 27T 7
2% 30 7 31: 7 32 7 33t T
A5 T 36: 7 37r 7 3@ T 3% 7
40: T 4y:r 7 42 7 44: 1 &44: 7
46: 7 47y 7 &g 1 4%: 7 59 7
Hay 46 aciertos en la base 7
Hay 2 aciertos en 1a base 1
ALuT AGet 54
it B 2: 8 Fy 8 TR Ge 4
6: & 7 8 By 8 S 8 10: .8
1%: 8  16: B 17z 8 1E:r B  19: 8
2%: B 22 8 23+ 8 24: 8 25: 8§
2% B 2B B 29: 8 291 63 30: B
32y B .33: & 34: .8 35: 8§ 38 8
af: & 3% 0§ 405 7 40 41: 8
43: 8 A4: ¥ 44: ¥ 45§ 461 9
48: 8 48r §2  49: &  49: 82 50 8

Hay 48 acierios en la base 8

191

16;

400

451
&1z

7:
-2

231
281

34 :
403

51

[ R R T TR BN B
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Hay 2 aclertos en la base 2

DdeI Ctnag

1: 26 1: 48 228,

4: 26 4: 48 5: 28

g
Ti26 F: o8B 8: 26
13 26 1¥c 85 13: 85

17: 32 1g: 52 18 B&
23: 82 24: 53 25: 52
Z9: 53 30: 52 31: 52
355 52 36y 52 40r 34
Hay 22 aciertos en la base 52
Hay 3 aciertos en la base 48

Hphl teace

1:i 86 33 BE & BE

12 5 13 5 14 S

16: 89 20: B0 - Zi: 80

25: 80 2&6: 80  2%7: 80

31; 80 32: BG  33: 80
37: 59 38: 5% 38: 59

43 B9 443 B 4% 58
Hay 22 aciertos en fa base 80

Hay 5 aciertos en la base 86

Hay 12 aciertos en la base 59

BssHI HNecngg

1388 23 3% 3r 39

8: 38 8: 39 10: 39

17t 3% 18+ 33 19r 39

22: 38 23: 3% 24: 20
28: 39 283 33 30: 39

34% 39 35 13 35: 39
39 34 i 24 4Z2: 24

47: 24 48: 39 4B: 40

ES 2531551713

&
3%
8

1
24

26

32
48

52 y 48 nunca juntos

438

18
48

48
8%
52

52
52

52

3z
B
S

150

21z
27:
335

51

26

26
26

52

5.
52
52
26

26 y 24 nunca juntos

A8y
=13

28
ETE
A8
B

42
1 8BS
80

80
BO
80

5%
59

.n.
-

16

23
28
35¢:

41
435

80

80
B

B8O
g

33

2%

80 v 86 nunca junios

5: 39

35
. 2y
: 38
39
- 24
A%z,
43

oF
~

A

50 7§ 51 3%
_Hay 35 aciertos en la base 38
Hay 2 acierios en |la base 44

-

38 y 40 juntos dos veces

192

1)
RO

B0

- BQ

89

£ 59
59



'BsaJI Conngg

s

8
15
:23:
2%:
350
421
48?

40
40

40
40

20
40

24

41

21

93
18:
241
30:
384
44
45:

40
40

- 40
40

40

24

L1

%

&3
Ig:
25z
331
37%
25:
a8

;. 40

10
40

40,

24

24

4%

Hay 32 aciertos en la base 40
Hay 2 aciertos en la base 41

Hay 9 acierios en la base 24

Hay 2 aciertos en la base 47

BstNI CCwag
Fspil cowgg.
SorFI($M.Hpall) Clwgg

Lt
8s.
P
:22:
28
34
41y
505

40
49
40

40

44

&0

£5

25

23
.9:
1ge
2312

2%%
352

423

Bl
Hay 33 aciertos en la base 40

‘#orFI Cingg

1t

g1
B
.QQ{
28y
34y
39+
47y
582

40
40

40

40
40

40
25
25

T4

23z
28
35z
41z
é8:
5%

40
40
40
40

40
a0
28

40

40

48
40 .
&0
44
20
25
LA
-4
Hay 35 aciertos en la base 40

1

'10:

1%
bt 4

30

36

44

ay
1g:
18
24&;
30:
CEE
4323
48

40

40

40

£l
A0
40

25
41

ES 2531551713

47

§3 46-

18: 40
24: 20

26 40

32 40
385 23

46 24
Bp: 74

44

ELC A
[y
2 i
[ B B

&y g
= D

-8

]

50
§: 4c

iz &0

20} 40
25: 40
3% 40
36: 40
44 25

4% 40

Ha
30:
21!
2?:
34
33
471
51z

381
451

15:
213
26
32:
3?:
45:
49;

193

40,

a7
40
40
A0

24

24
40

40 vy 41 juntos dos veces

v 40

40
3¢
40

40
25

23

41

e
13z
223
d
3%
413

16:
2%:
2%
33:
35:

4%

iﬁ':
31

40

40
40
40
20

24

FIE 84

40
40

27 40

3
38
463
50:

25
z25
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Hay 2 aciertos en la base 41

‘EeeClilel Regmooy - 34
1: 43 2; 43 3: 43 4: 43 5r 43
e 43 B3 43 a: 43 id: 43 18: 48
J17: 46 18: 46, 19: 46 20t 45 21: 46
“3%r 86 4y 98- BB 48 26 48 27 48
30y 86 31: 460 32: 46 33: 485 34: 46
36z 46 37:. 46 43y P% 513 43
Hay 22 aciertos en la base 46 46 y 43 nunca juntos
Hay 11 aciertes en la hase 43
NialV GulNncc 71
1 43 2r 43 31 43 4¢ 43 F: 43
7: 43 B:i 43 8; 43 ®: 79 10: 43
15: 46 35 &1 16: 37 11546 173 47

‘10

43
: 46

46

46

48

43

T8
;. 46

ey

LA8: 47 18: 46, 38: 47 2as <48 20y 47
233 47 225 .48 223 47 231 47 34 47
281 47 g A6 . 27 4% 2By 46 28; 42
300 48 30: 47  3l: 46 3i: 47 37: 46

§7

&7

335 46 33 4T 34: 46 34: 47 -35: 46

473

38 86 . 36: 41 37¢ 21 37: 46 3F; 43
38t 21 3%t 2F  38: 79 40: 79 41: 21
42; 21 42 Y9 43%:.79  44: 21 4d: 79
45: 79 46: 2F  4B: 78 4¥; 1 Sl 42

Hay 22 aciertos entabase 47 46 y 47 con frecuencia juntos
Hay 17 aciertos en la base 46 Hay 11 aciertos en la base 43

Sau¥6r Goncoo 10
1: 44 2: '3 2+ .44 3y 44 4 44
Voo 48 Bt 22 8: 44 Qr 44 Qe 42

s 220 1% 33 15: 47 16x 47 17% 47
2%+ &7 22: 47 233 33 33: 47 24: 33
26; 33 26:.67 Z¥: 47 Z8; 47 g9: 47
3%; 33 32: 47 33 33 33: 47 34: 33
37y Zh37: 32 37 47 38: 73 dAr 22
41; 22 42 21 42y 22 43y 8O 44 20
‘4B: 21 46: 22 A7: 21 A%: 22 50 22

18
243
30:
34:
39:
44
Gk

Hay 23 aciertos en la base 47 Estos no se producen juntos

Hay 11 aciertos en {a base 44

194

.}§

2%

47
47

&7
21
22
44

124
19:

25
311
3%
39:
457

44
22

47

33
33

22
23

31

E1:H

41
457

s 44
201

P
47
a7

47

47

RE
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Hay B aciertos en 1o base 21

BendI STOTCHDRnm 22

10 §8  3: 58 58 5 §8 B S8 §p &
101 88 33 70 18 3T Y0 ¥ Y0 3%:
40t 70 41: 7O 4Z: PO $a: TR 45: 70 46
AT OT0 4E: 48 49: 48 59 85

b
e

ET -

im

My B o -
e
ot

o
o]

Hay 41 aciortos en 13 base 7O

Rd
wl

St HRnnnngagac
I3 40 352 4R
1y 48 F2: 48

e
i
»e

- 48 18
48 24 25 2§ 48
27 48 28t 48 s8  306: 39 30 Fe 48
E8: 48 33y 48 I §: 2 43% 40 44¢: 40
45; 40 48 40 4T 40
- Hay 20 polerios en la base 48

Fock
3
E
s

20 48

e
5

b

S

b

o

oa

@
Ty

P

i

& B by

Ead
45
172
iy
3
44]
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TTG TCT GCA GGG GAA AGA GOC ACC CTC TCC T6C L33
GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CCA GAC TCC CTG GCT
GTG TCY CIG GGC GAG AGG GGG ACC ATC ARG TGC ! B3

GAA ACG ACA CTC ACG ORG TCT CCR GCB TTC BTG TCA
BCG ACT CCA GGA GAC ARA GTC RAC ATC TCO TGC
GAR ATT GTG CTE ACT CAG FCT CCA GAC TTT CAG TCT

ok
Fsv 2

GTG ACT CCA ARG GAG BRA GIC ACC ATC RCG TGC 1 AZ6
GRA ATT GTG OTG ACT CAG TCT CCA GAC TTT CEG POT
GTG ACT CCA ARG GAG BAR GTC ACC ATC ACC TGT ALU
GAT GTT GTG ATG ACA CAG TCT CCA GCT TIC CIC TCT
GTG ACT CCA GGG GAG BAR GIC ACC ATC ACC TGC ! Ald
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Tabla 400 Secuencias GLG FR1 lambda

i VLY

b VLY

POAES

CAG
ielade

cag

goo
cag i
‘Rae <
cag
Ace

cay

goo

™
o

toe

Goe
e

ko]

teo

flndnt

LoT .

Goe

TCT
ceo
tot

oo

G otud >R

< C'P.;

Tor

' g
tet

oot

F tot g

fofu el

- teb
ect
et
cot

TAT -
cca -
tat .
cTE |
tat

oha .

¢Ta
rOE

ITG

6T

GG

: ﬁta

CTG 7
CAG 2
cekgr
cag.

oty 3

cayg

=

cag’

Tty

cay

ctg

eag.
oty a
cag

ctg

- eag

- CTG

CRG

..ctg
+ Lag
oty
Y
¢ Chg 2
. gag

- cEg ¢

cag

CRE

BT

- cag.

gte
cayg

Tgte

cay
gto

cag
g
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CCh

ACt A
felul
acs
cea
s 8

cca

aca

oo

Boo |

- COT
ACC
oot
F-Loreln
g cot
ACE @
cat
abd . i
ok

B

cog

-¢§c

06
- oA
tee,
- teh

tef

- tch

et
Lok
ik afed

Rsles
TCC

Leh

toa

- koo
IR o e

: .tEI:C

tee
toc

tae

TCA

. BCC

TCR

' BCC

o

- ACE

tof

ace

- GeT
P ach

GTG TOT GAA

TGT ! la
gty tet gGG
tgl ! le
ng bCt gGE
tgt | lco
oy tet gGG

tgt & 1g
gtg teot glG
tgl ! ib

GG TCC 666
TEC I Ze
glg too gy
tge!  Ze
grg el gog
tgc. | 282
gTg tee ggg
tge + 2d
gTg tel ggg
tge b zha

GTG TCL GTE
TGC1 ér
grg tﬁﬂ-étg.
toT 1 3§
gt tch gtg
tgal 3p

gtg tchA gtg
tge 1 2a

gtg tcl gtg
tge 1 31



VLT

tee

tee
Goo
teo,
el
tcm;
Lo

Lot

CTG

PTG

chg
e

rCC

CAG

TCT
CRG
tet
cag-

Lot

tat
i1
tat
coa

tat

coa.
k&t

et ait]

ceT
CTE
cot
oty

:-Q'ft.

ctyg

coT
coT

Got
cot.
oot

§7g
gga

g_a:g .: o
gga-
gag.

gga
gay

gga: ¢

&TE

GGA
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ACT

- TCG

et

: t.c_g:

act

tcg

Tct-:-“

TCT CX

caG
PCC
cag

toc

CAG:

TCC

ACT

CCA

Get

C-C?a

ACTE

e

GG

GGA
gty

gga.

GTG.

GGR

GIG
GGG

gtg <

999

GTG

L sag
-cag_

goo-

cag

- gee

cag

gee

CAG
ETC.
can -
ste

calk
gt

MG e
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cea
agG
&Ta
agl
olat:]
agi

Relat)

agG

GAG.
oy ery

cee
atT -
ces
ate

coe-

ate

Too

ate

C CCE
e |
L TeC bot
cte .
R elein

et

coe

Cre

Cog

ohe

cen
CIC

O
BT
tea

asc

TCE

ACT

gl
5 gty

tyge
gty

'tg.c .

gtg
tge

TCC

. TEC

ore

 CAT

tye

[ GEE

el g

TGT

cbg

rgt.

e
TGT

LeA gtg
I 3
tcﬁ_gtg

1 e

teh gtg

oo 3m
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boVR-18

CPCTGOC

boac

tct gel

b Am

tot gow

L gb

TCC GCA

£ Be

ol goa

10 B¢

tcT goa

- Bh
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ACT 676
1 Ta

act gty
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TCA 616

! 'Sa



!

VL0

CAG
TEC.
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CCT GTG CT6.
CTG GGA GCC

GCA GGG CT6

* TG AGR CAG

ACT CAG
PCG GTC

ACT CAG
BOC GO
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£CA COT
BCA CTC

CCA 0CT
BCA CTC

TCT GCA TCA GCC
ACC TGC ! &a

gt
ACC

GG TCC ARG
TEC { i0a
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Tabla 405 SRER hallados en GLG FR1 lambda humanos

! Hay 31 GLG lambda

i: 8 3: 8
9: 6 10: 6
20: &  #l: €
25: 6 25: 50
31 &

Hay 23 aciertos en la base n® 6

- CRGTCRNNENA
263 34

Mwol GCNNBNNnRge
1r 9 2: 8
12: 9 131 9
19: B3 20 9
30 8 31 9

25
4:° & 8: & Ty 8 BY
1i: & 12: 6 157 6 18
22: 6 231 6 23: 50 243
261 6 27 6 283 6 30
i
20

3 8 4: ‘% il: 8  13:
14 % 16: & 1P+ @ 18:

23: B Z8: © 25 4 26

Hav 18 acieros en la base n® 9

Hian.Gantc
1T 12 3 o1E
8r 12 18p 12
20:r 32 21 12
24: 12 25:; 12
28: 12 30¢ 12

57

45 13 12 7: 12

5
11: 12 12: 1z 18:; 12 18
22r 12 23: 12 23: 48 230 S

25: 58 261 12 26: 34 2™
315 18

Hay?SacEﬁosenlabasen°12

Plel gacte
1 ié 3z 12
9 12 10s 12
20: 12  2i: 12
25: 12 25: 56

3r: iz

25
4: 12 & 12 7112 83

11y iz 12y 12 1%: 12 1e:
22r 12 23y 12 231 %8 24:

26: a2 2%: 1z 28: 1z 30:

Hay 23 aciertos en la base n® 12

2681 34

217

o o

i

12
iz
12
12



Ddel Ctnag
1 14
i 29

19: 14

151 14

28 14
30: 14

24

65 14

$ .14

14
14
14

3: 14
'3’: id

123

61 24

26: 14

Hay 21 acierios en fa base n® 14

Bsall Cenngg

23
39
23
23
47
39:

2%

.'"Ij' fet .
LR A B o
AT L2 *4 v

[oed
L 1]

TR WO N
[
[ X1

.H.P
[ I Y
-

iz

5
ax

an

(5]
hd

31:

e

.
M

40

40
39
38

‘38

14
iz

ir 3%
4 23

1g: 23

22 39

Hay 17 aciertos en la base n® 38

Hay 5 aciertos en ia base n° 38
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32
3: 24

A2 14

1%: 24
2 e

11: 33

14 3%

18+:

Hay § aciertos en la base n? 40 Hace la escisign

MR1T eceg
1: 93
§: 23

11: 23
18: 23
2: 29
27 23

2y
T3
13:

20

227
28

23

19

23
3%
3%
23

3 23
gy .22
14‘: 23

21 23

22: 47

30: 25

Hay 21 acierfos en ia base n® 23

Hay 3 aciertos en la base n® 19

Hay 3 aciertos en fa base n® 29

Hay 1 acierto en la base n® 26

35
4: 23

G 19
I6: 2%

2% 28
23: 2@

0 47

225 4%
300 I8

12:
I5s
2%:
28;

343

irregular

Y

51
G-

17
2% 8

23

31

14
14

24

1%
14

39
38
k:

38

L3
39

™ g

3
)
5

£

Lab
<
b3

16+

-
22
24:

Hay 1 acierto en la base n° 27 Estas podria hacer ia escision irreguiar

~"~ gagg
17 48

2:

48

3z 48

£
&: 4%

27:

218

44

28:

38

39

39

30
: 47

)

23

23

23

27

4§



28: 44

BssKI Necngg

1: 40
§: 39
g: 31
13:. 39
1% 52
22: 58
28: 14

21
6
s
L3

181
232

2

32

3t

35
52
3%

39
39

il

14:

14z
118:.
241

30:¢
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39

38 33 40
3y 7: 31
39 11: 39
gz 16: 39
52 1%9: 39

39 26: 38
38

Hay 21 acierios en la base n? 38

" Hay 4 aciertos en la hase n® 38

. Hay 3 aciertos en la base n® 31

Hay 3 aciertos en la base n® 49

BRENT CCwgg

1 41

g
3 33
g 40
2437 40

pert
[

-y

182

23

B R

L4

273

40
40
53

53

40

51

3w
16:
T8
28

Hay 17 aciertos en la base n® 40
Hay 7 aciertos en {a base n® 33
Hay 4 aciertos en la base n° 3%
Hay 1 acierto en ia base n® 41

PspGI cougy

r 41
T 40

13+ 53

18: 40
24: 40

21

103
NER

183

-2‘?':

40
40

53
53
40

5z
Eir
pE-1
ipe

285

Hay 17 acierfos en la base n° 40
Hay 7 aciertos en fa base n® 53
Hay 4 aciertos en ia base n® 38

Irregular

346

40 62 4D
40 12: 39
40 18: 53
53 21: 39
4D 29: 13

frregular

’ 10
a0 6z 4Q
ag  12: 39
a0 1fr 83
53 21: 3%
40 29: 15

219

~3
il LE S 1 1Y

c e :
ro B TR I 5

ST |

AE

38
3s

. 38

52

82
: 39

& 40
ER S

40
39

40

48

53

|40

38

. 40

&
1g:
17
21:
b B

13

‘1"‘?3:. )
£3: 40

340

&0

MR

e
3%

40

'41(}:

53

39



Hay 1 acierto en la base n® 41

Scr¥I Clngg

1:
53
2
133
17
22:
2.9:-

&1

80
32
20

53

39
15

2
gy
@
131
18:
23

29:

a0

3
62

10+

14
18
24
a6

Hay 21 aciertos en la base n® 40
Hay 4 aciertos en ia base n” 38
Hay 3 aciertos en ia base n°® 41

MaeIII gtnac

i
3y

a8

52

52

52

2
. 8;

39 10

52

§2

3;
26:
293

Hay 13 aciertos en la base n® 52

TspdhI gtsac

13

Ry 53

28 .

57

[

10

2
9
29

52
52
52

3:
27
30:

Hay 12 aciertos en fa base n° 327

HphI
T
7:

14y
221
302

teaes

53

53

59

59

8]

17:
23
3%:

23

g3

54

59

59

9
18

24: 59,

Hay 16 acierfos en la base n® 39
Hay 10 aciertos en ia base n° 53

40

440

53
5%
10,

38

22

52

38
341
7: 32

11 4D
163 40
191 46
26: 40

L
[T .

foe
= &
[0 2 A8

30: 52

15
4: 32
27: 52

26
4y 53
19z 33

1%: 39

25: 58

220
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161
19z
I-E‘"?-:

51 5
273

51
28

2 40
T
12

40
39

53

53

40

%2

59

59

g3
18
174

28:

29

He
28

133

21

28:

» 41

40
53

40,
21r 39
&0

3 B2
10

52

r B3
53

59
5:9 :
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11t 81 33: §1.  14: 61
207 6% 2i: 81 22: 6%
30: 61 31: 81

Hay 14 aciertos en la base ¥ 61
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14

¥ 61 1B 51 19¥

23: &1

Vaa CORY

221
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Tabla 500: h3401-h2 capturado mediante CJ con BsmAl

t oy 2 3 4 5 & 7
58 A Q@ B I g ™M
23T GCGA Caa gac ate cadg atg
P Apall...
LZ5,L6,L20,L2  L16 A1
¥ Prolongador __.,‘_.;...‘-.Q._...._.:-.‘...
P16 17 18 19 So 21 22
v 8 P G 5 R A
gty Lot eca ggy gaa agg goec
P31 32 33 34 35 36 37
P58 v 8§ N N L A
agt gtt agbt pac asc tta gce
b 46 47 43 43 5O 81 52
¥ P R L L I ¥
gtt coo agg cte oo atc tat
Pogl B2 &3 64 63 866 67
¢t 'L P A R F % 6
atc coa goo &gy tic agrt gge
Y7 77 78 72 BD 81 8y
f LT I 8 R’ L CE
cte ace atc age ags clg gag
81 82 9831 B4 85 96 97
f' ¢ g R Y & 8 5
Lot cag cgy tat ggt age tca
106 107 108 109 116 111 112
T KW B I K R
acc aag gty gaa sto aaa oge
bO1R1 122 123 124 125 126 127
L r F ® P 8§ D B
atec tte oog ces tob gal gag
fL36 137 138 139 1400 141 142
L A L L N N
gtt gty bge ctg ctg aat aac

222

g )
e
ace cag

R N |

23 24
T L
acc gto
38 39
W ¥
tgg tac
53 54
¢ A
got gea
&8 69
e G
agt ggg
83 84
P §i
1 cot-gaa

98 29 100 10

B G

.ecg gug

113 114,

T ¥
act gty

128 129

g L

cag trq.

143 ladg
F Y

tte tat

145 146 147
_ o

19 11 12

5§ P A
tot sea goo
a -goo

. Puente

25 26 27
$ ¢ R
tee tge agyg
£6. 41 42
g 0 K
Cad cayg ass ¢
5% 56 &7
5 T R
tec age agy
71 T2
g G iy
tet ggy aca
BS 86 87
D F A
gat Lttt gea

1
W T F

13

200

RO

55

ol

73
L
gac

g8
W
g

107 163 1

G

tgg acg ttc ggc caa

115 118 117
A A B

gct ges ceoa b

136 131 132
K 8 ¢

asa ot ggé

P E
TOC aga gaq

133
act
148

goe

14 15
L
Sty tot
¥
29 30
8 Q
- agt cay
44 5
G D
. ggo oag
58 80
T b
act gat
T4 75
FooT
‘tie act
8Y  ©g
¥ Y
tat tac
4 105
g G
g9y
S 119 120
v 3
gte trg
134 135
A
goa kgt
149 150
¥ v
asa gta



151 152 153 154 155 156 157 156 159 180 181 162 183 164 185,
Q@ W K v P ¥ A & o 3 G N 3 g E
CEg Vg a2y gly gel e’ go ot cas L@ qubt aap Lo cag gay
166 167 168 169 170 171 172 17% 174 175 176 177 178 179 180
5 v v E @ » $ XK »p 5 T ¥ 5 L 8§
agt gtg'aaa gag cay gav ago aag dag ago ace tad g sha age
181 182 183 184 185 186 187 188 189 130 191 142 193 194 183
& 7T L T L 38 X A D Y E K H K ¥
agcanc chg acg ohg Ago Bda gca gaw tald gag ags.can aaa glo
186 187 192 195 200 201 202 203 204 205 208 207 208 209 210
Y A © ¥ ¥ T H £ & & S5 S8 P V¥V T
tac goo tgo gaa gho ade cat vag gge £tg age toy oot ghe aca
211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223
K 3 F N X ¢ E ¢ K 6 & F A
A8Y &yC tho aac asa gga ¢ag gt say ¢goc gaa i go.....
Tabla 501: H3401-d8 KAPPA capturadc con CJ y BsmaAl
1 2 3 & 3 &€ 7 B % 40 21 1z i3 14 1S
!B A ¢ D I Qg M T OQ § B A T L =8
atT GCA {as gao ate cag atyg =oo cag tet cor goc ace oty tat
P RpaRI L Prelengador | g e a goe aco |
LS, LE L2003, L15, AT i o )
L ' B OSCC ACC CLE TOTOY OLE
©16 17 1R 1§ 20 21 22 23 B4 25 28 27 28 €% 30
Y & F & E R A ¥ L % £ R A B Q
ghy tel ofa 4ot gas 308 g0C aco CLo oo Lyc agy ec agh eag
P OTG TOT COR GGG GRA AGR GUO . ACC CTD 2CC T8¢ L2
U3l 32 33 340 35 36 37 3% 39 40 41 42 43 44 4%
f ¥ L L 0§ W L A X ¥ o Qo K P & Q@
gat ottt cto age sac bts goo tgy tac cag C<ag aam oot Qgs mag
Poo4% 47 48 49 B6 5y 33 B3 54 5% S 57 BY 3% 8@
¢ % P R L L I Y 9 A 8§ T & A I g
get coo agd ote obe abto tat gov got boo doé gug guo &R gut
f 5L 62 63 €4 65 66 €7 B§ 63 70 71 72 73 1475
L P A R 13 S & 85 & 8 5 T E F T
ato cod oo agg thtoe sgh oggc dgt goe ot gog soa gay Tho act
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LT

R ¥ 3

64

108

ate -

124

. 138

ctyg.

154

gat

1'6:9 :

cag

184

199

gte

214

chyg

agyg.

80

) 201

156

;- gee

171

RAT

L1846

K
aaa

o cat

216

gag 3
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83

"ot

548

ecy

113
KT
gtg

i28 %

try

143

tat

84

gas ¢

a9

ol elas

114

gct ¢

224

212

87

gea

10z

ggc
117
132 1

. a_c't

147

QCC-

162

tos

177

8YC

182

cac
207

ST 4

gtt

BE

163

cag

178

oto

183

ga

209 |

¢ acy

a0

T

251
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