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DESCRIPCION
Método para producir proteinas gamma-carboxiladas

Campo técnico

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

Antecedentes de la invenciéon

La hemorragia es un problema clinico comdn. Es una consecuencia de enfermedad, traumatismo, cirugia y
tratamiento medicinal. Es imperativo detener mecanicamente las hemorragias. Esto puede ser dificil o incluso
imposible debido a la ubicacion de la hemorragia o porque se difunde desde muchos vasos (pequefios). Los
pacientes que estan sangrando por tanto pueden requerir tratamiento con agentes que mantienen la hemostasis.
Este puede ser productos derivados de la sangre (hemoterapia), agentes que causan la liberacion de agentes
hemostéaticos endégenos, factores de coagulacion recombinantes (F), o agentes que retardan la disolucién de los
coagulos de sangre.

El tratamiento de primera linea entre los productos derivados de la sangre, a menudo obtenidos del hospital local,
son sangre completa para la sustitucién del volumen y el mantenimiento de la hemostasis, globulos rojos
concentrados para la mejora de la capacidad de transporte de oxigeno, concentrados de plaquetas para aumentar el
numero de plaquetas (si es bajo o deficiente) y plasma fresco congelado para el mantenimiento de la hemostasis
(coagulacion de la sangre y agregacion plaquetaria). Los productos derivados de plasma de segunda que mantienen
la hemostasis son crioprecipitado de plasma, concentrados de complejo de protrombina, concentrados de complejo
de protrombina activado y factores de coagulacion purificados. Varios factores de coagulacién estan hoy disponibles
como proteinas humanas recombinantes, inactivos (factores de coagulacion VIII y IX) y activados (factor de
coagulacion Vlla).

La hemofilia es un trastorno hemorragico hereditario o adquirido con factor de coagulacién anormal o deficiente o
anticuerpos dirigidos contra un factor de coagulaciéon que inhibe la funcion procoagulante. Las hemofilias mas
comunes son la hemofilia A (ausencia de factor de coagulacién VIII) y la hemofilia B (factor 1X). Los factores de
coagulacion individuales purificados o recombinantes son el principal tratamiento de los pacientes con hemofilia. Los
pacientes con anticuerpos inhibidores poseen un problema de tratamiento, ya que también pueden neutralizar el
factor de coagulacion que se administra al paciente. La forma activa de la proteina C (APC) es un inhibidor de la
coagulacién plasmatica mediante degradacion de los factores de coagulacion activado Va y Vllla. Se ha demostrado
gue APC recombinante es un tratamiento eficaz de la coagulacion plasmatica indebida en pacientes con sepsis.

Los factores de coagulacién para uso terapéutico se pueden obtener a partir de plasma humano, aunque el proceso
de purificacién no es simple y requiere muchas etapas de las cuales varias estan dirigidas a eliminar virus
contaminantes. Pero incluso con medidas de seguridad extensivas y ensayos de productos derivados de la sangre,
la contaminaciéon con virus o priones infecciosos no puede descartarse. Debido a este riesgo es muy deseable
producir proteinas terapéuticas humanas a partir de células recombinantes cultivadas en medios sin componentes
derivados de animales. Esto no siempre es sencillo ya que muchas proteinas requieren un hospedador mamifero
gue las produzca en una forma totalmente funcional, es decir, las modifique correctamente después de la traduccién.
Entre los factores de coagulaciéon producidos comercialmente en células recombinantes estan FVII (NovoSeven),
FVIII (Kogenate, Recombinate, Refacto) y FIX (Benefix) (Roddie y Ludlam. Blood Rev. 11: 169-177, 1997) y proteina
C activa (Xigris). Uno de los principales obstaculos en la obtencién de grandes cantidades de factores de
coagulacién humanos recombinantes totalmente funcionales radica en el dominio Gla presente en Fll, FVII, FIX, FX
y Proteina C. Este dominio contiene restos de acido glutdmico que se modifican después de la traduccién mediante
la adicion de grupos carboxilo. La produccion de estos factores se ve impedida por el hecho de que la sobre-
expresion de los mismos produce proteina sub-carboxilada, y por tanto inactiva. Las modificaciones Gla son el
resultado de la acciéon de una enzima dependiente de vitamina K llamada y-glutamil carboxilasa (GGCX). Esta
enzima se ha estudiado ampliamente por muchos cientificos, particularmente aquellos implicados en la investigacion
de factores de coagulaciéon (documento WO-A-8803926; Wu et al. Science 254 (5038): 1634-1636, 1991; Rehemtulla
et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 4611-4615, 1993; Stanley J. Biol. Chem. 274 (24): 16940-16944, 1999; Vo et al.,
FEBS letters 445: 256-260, 1999; Begley et al., The Journal of Biological Chemistry 275(46): 36245-36249, 2000;
Walker et al., The Journal of Biological Chemistry 276 (11): 7769-7774, 2001; Bandyopadhyay, et al. Proc Natl Acad
Sci USA 99 (3): 1264-1269, 2002; Czerwiec et al.,, Eur J Biochem 269: 6162-6172, 2002; Hallgren et al.,
Biochemistry 41 (50): 15045-15055, 2002; Harvey et al., The Journal of Biological Chemistry 278 (10): 8363-8369,
2.003). Al menos dos grupos de cientificos probaron intentos por aumentar los rendimientos mediante co-expresion
de GGCX con factor de coagulacién FIX, pero no tuvieron éxito (Rehemtulla, et al. 1993, ibid; Hallgren et al. 2002,
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ibid). Considerando el gran interés en las proteinas y-carboxiladas, se puede suponer que muchos méas ensayos de
co-expresion han fallado y por tanto no se han presentado.

Para FIl humano (protrombina) al menos 8 de los 10 restos Glu tienen que modificarse correctamente para obtener
protrombina totalmente funcional (Malhotra, et al., J. Biol. Chem. 260: 279-287, 1985; Seegers y Walz 'Prothrombin
and other vitamin K proteins', CRC Press, 1986). Se han hecho grandes esfuerzos para obtener altos niveles de
produccion de rhFIl usando varios sistemas diferentes, tales como células CHO, células BHK, células 293 y sistemas
de expresion de virus vaccinia, pero han fallado o ha producido un producto de sub-carboxilado y por tanto
protrombina funcionalmente inactiva ( Jagrgensen et al., J. Biol. Chem. 262: 6729-6734, 1987; Russo et al.,
Biotechnol Appl Biochem 14 (2): 222-233, 1991; Fischer et al., J Biotechnol 38 (2): 129-136, 1995; Herlitschka et al.
Protein Expr. Purif. 8 (3): 358-364, 1996; Russo et al., Protein Expr. Purif. 10: 214-225, 1997; Vo et al. 1999, ibid; Wu
y Suttie Thromb Res 96 (2): 91-98, 1999). Las productividades presentadas anteriormente para protrombina humana
recombinante carboxilada son bajas; 20 mg/l para protrombina mutante (Cote et al., J. Biol. Chem 269: 11374-
11380, 1994), 0,55 mg/l para protrombina humana expresada en células CHO (completamente carboxilada,
Jgrgensen et al. 1987, ibid), 25 mg/l en células CHO (grado de carboxilacién no mostrado, Russo et. al., 1997, ibid).

El documento WO 92/19636 describe la clonacién e identificacion de secuencia de una carboxilasa dependiente
vitamina K humana y bovina. La solicitud sugiere la co-expresion de la carboxilasa dependiente de vitamina K 'y una
proteina dependiente de vitamina K en una célula hospedadora adecuada para preparar la proteina dependiente de
vitamina K. No se ejemplifica co-expresion de la carboxilasa y proteina dependiente de la vitamina K.

El documento WO 02/29045 A2 describe un método para preparar proteinas dependientes de vitamina K y células
hospedadoras eucariotas co-transfectadas, y vectores recombinantes, a usar en métodos para preparar proteinas
dependientes de vitamina K.

Existe la necesidad de métodos mejorados para producir factores de coagulacién sanguinea activados en altos
rendimientos. La presente invencién propone abordar esta necesidad.

Sumario de la invencién

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona una célula hospedadora CHO-S de acuerdo con
la reivindicacion 1 de este documento.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para producir protrombina humana
recombinante activa (factor de coagulacion Il) de acuerdo con la reivindicacion 5 de este documento.

Breve descripcion de las figuras

La Figura la ilustra un mapa plasmidico del vector de co-expresion PN32 (protrombina + GGCX).

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

La Figura 2 representa un mapa plasmidico del vector de co-expresion PP6 (protrombina + GGCX).
La Figura 3a representa un mapa plasmidico del vector de co-expresion FINopA (factor IX + GGCX).
La Figura 3b representa un mapa plasmidico del vector de co-expresion F9hglx (factor IX + GGCX).

Descripcion detallada de la invencién

Hemos ideado un enfoque diferente para la expresion de factores de coagulacion dependientes de vitamina K
recombinantes carboxilados apropiadamente en niveles altos, que implica la co-expresion del factor de coagulacion
dependiente de vitamina K y una y-glutamil carboxilasa (GGCX) en una proporcion diferencial. Como ejemplo hemos
expresado protrombina humana (rhFIl) y GGCX humana. En lugar de usar promotores fuertes tanto para rhFIl como
para GGCX como otros han intentado (Rehemtulla et al., 1993, ibid; Hallgren et al., 2002, ibid), usamos una
estrategia destinada a una fuerte expresion de Fll en combinacion con expresion débil o muy débil de la GGCX, de
modo que la cantidad de GGCX expresada fuera de menos de 1/10° del rhFll expresado. Para nuestra sorpresa esta
estrategia condujo a altos niveles de rhFll secretado modificado correctamente y buena viabilidad de las células
hospedadoras, incluso cuando las células se cultivaban en medio quimicamente definido libre de componentes
animales.

Hemos clonado GGCX y protrombina humana en un vector de expresion de tal manera que el nivel de ARNm de
protrombina excede el del ARNm de GGCX en un factor de al menos 10. Esto provoca la produccion de un gran
exceso de proteina protrombina en comparacion con la proteina GGCX.

Como ejemplo adicional hemos expresado rhFIX usando los mismos vectores de co-expresion de GGCX. Esto
produjo lineas celulares que producen ARNm de factor IX a niveles que exceden los niveles de ARNm de GGCX en
un factor de al menos 10 en un caso. En otra linea celular la proporcion ARNm de factor IX:GGCX fue de
aproximadamente 5,4: 1. Solo la linea celular que da una proporcién de al menos 10:1 mostr6 productividad
sustancialmente aumentada de rhFIX (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de productividad y proporciéon de ARNm de proteina carboxilada:GGCX

NOMBRE DEL PROTEINA PRODUCCION * DE PROPORCION APROX. DE FUENTE DE
CLON PRODUCIDA PROTEINA ARNm DE PROTEINA DATOS
/CONSTRUCCION TOTALMENTE CARBOXILADA:GGCX
ACTIVA (mg/l)
P1E2/PN32 Protrombina 40 250:1 Ejemplo 3
B2F4/PP6 humana 26 50:1 Ejemplo 5
H3B10/PP6 30 30:1 Ejemplo 5
E1A9/PText5 3,5 Sin GGCX Ejemplo 3
N4D5/FONopA FIX humano 7,3 45:1 Ejemplo 7
P1G9/F9hglx 1,3 4:1 Ejemplo 7
IC4 1o Sin GGCX Rehemtulla
1993,
documento US
5.460.950

* La productividad se midi6 a partir de cultivos de agitacion en condiciones similares de crecimiento.
o Datos de Rehemtulla 1993 y la patente de Estados Unidos N° 5.460.950.

Puede esperarse que los factores de coagulacién dependientes de vitamina K (Fll, FVII, FIX, FX y sus formas
activadas Flla o trombina, factor Vlla, FIXa, FXa) producidos por el presente método de co-expresién con GGCX
sean Utiles en la prevencién y tratamiento de hemorragia después de traumatismo, cirugia o enfermedades del
higado, los rifiones, las plaquetas o factores de coagulaciéon sanguinea (hemofilia). Asimismo, puede esperarse que
el factor de coagulacién proteina C y su forma activada APC sean Utiles en la prevencion y tratamiento de trastornos
de coagulacion aumentada con o sin niveles disminuidos de proteina C. El método es también aplicable a otras
proteinas que requieren carboxilacion post-traduccional.

En una realizacion particular, tanto la molécula de acido nucleico que codifica la protrombina que requiere gamma-
carboxilacion y las secuencias de control de la expresién asociadas, como la molécula de acido nucleico que codifica
la y-glutamil carboxilasa y las secuencias de control de la expresidon asociadas se localizan en el mismo vector de
expresion. En otra realizacion estas dos moléculas de acido nucleico estan localizadas en vectores de expresion
diferentes.

Las células hospedadoras pueden transfectarse o transformarse con un vector que comprende la secuencia de la
SECID N° 1, SEC ID N° 2 0 SEC ID N° 3 para la expresion de protrombina humana.

Se proporcionan ejemplos que usan protrombina y el factor de coagulacion IX como las proteinas que requieren
carboxilacion. Sin embargo, varias proteinas distintas de protrombina y factor IX son dependientes de una correcta y-
carboxilacion para su actividad biolégica completa. Entre los conocidos en el hombre estan el factor de coagulacién
FVII, que en la actualidad s6lo se produce comercialmente en células de mamifero recombinantes a niveles
relativamente bajos (aproximadamente 10 mg/l o menos). La presente invencion sera aplicable para mejorar la
productividad de cualquier proteina que sea dependiente de y-carboxilacién, dichas proteinas incluyen, aunque sin
limitacion: protrombina, factor de coagulacion Il (FIl), factor de coagulacion VII (FVII), factor de coagulacion IX (FIX),
factor de coagulacion X (FX), proteina C, proteina S, proteina Z, proteina Gla 6sea (también conocida como: BGP u
osteocalcina), proteina Gla de matriz (MGP), polipéptido Gla 1 rico en prolina (PRRG1), polipéptido Gla 2 rico en
prolina (PRRG2), proteina 6 especifica de detencion del crecimiento (Gas 6). Otras proteinas adecuados son:
proteina tipo FXa en el veneno de serpiente elapid (subfamilia Acanthophiina) y el veneno del caracol conico (Conus
textile).

Cada una de estas proteinas, incluyendo sus secuencias de acido nucleico y aminoacidos, son bien conocidas. La
Tabla 2 identifica secuencias representativas de formas de tipo silvestre y mutantes de las diversas proteinas que
pueden usarse.

Tabla 2.
DESCRIPCION ADNC EMBL | VARIANTES DE CORTE Y | MUTACIONES GEN EMBL
ACC N° AYUSTE (PROTEINA) ACC N°
Glutamato BC013979 2; BC013979; AF253530 1 SNP (EMBL n° U65896); U65896
gamma 2 SNP (OMIM n° 137167)
carboxilasa
Protrombina V00595 1; V00595 aprox. 100 SNP (EMBL n° AF478696
AF478696)
Factor VII AF466933 4; AF466933; AF272774; 21 SNP (OMIM n° 277500) | J02933
AR030786; AAN60063
Factor IX A01819 3; A01819; A34669; M 19063 | 5 SNP (EMBL n° AF536327
AF536327); 108 SNP
(OMIM n° 306900)
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DESCRIPCION | ADNC EMBL | VARIANTES DE CORTE Y | MUTACIONES GEN EMBL
ACC N° AYUSTE (PROTEINA) ACC N°
Factor X BC046125 | 4; BC040125; M57285; 118 SNP (EMBL n° AF503510
AR095306; AB005892 AF503510); 14 SNP (OMIM
ne® 227600)
Proteina C BC034377 7, AB083690; AB083693; 57 SNP (EMBL n° AF378903
109623; S50739; S72338 AF378903); 25 SNP (OMIM
n°® 176860)
Osteocalcina AF141310 5; AF141310; AF141310; X04143

BC033656; X04143; X51699
Proteina GLA de BC005272 1; BC005272

matriz
Factor BC038984 1; BC038984
estimulador de
AXL; 6 especifico
de detencién del
crecimiento
Proteina Z M55670 2; AB033749; AB033749
Polipéptido Gla1l | AF009242 2; AF009242;BC030786
rico en prolina
(acido G-
carboxiglutadmico)
Polipéptido Gla2 | AF009243 2; AF009243; BC026032
rico en prolina

(acido G-

carboxiglutamico)

Precursor de SC015801 1; BC015801 aprox. 100 SNP (EMBL n° AY308744
proteina S AY308744); 8 SNP (OMIM

dependiente de n°® 176880)

vitamina K

Se apreciara que la invencién no se restringe a una secuencia codificante de proteina particular de una de estas
proteinas a co-expresar. Ademas, y en particular con respecto a factores de coagulacion sanguinea, se han descrito
en la técnica numerosas formas mutantes de las proteinas. La presente invencion es igualmente aplicable a estas
formas mutantes, incluyendo variantes alélicas de origen natural, de las proteinas, como a la secuencia de tipo
silvestre. En una realizacién, la invencién puede emprenderse con cualquier protrombina de tipo silvestre o una con
al menos un 90%, preferiblemente al menos un 95% de identidad de secuencia con la misma.

La identidad de secuencia entre dos secuencias puede determinarse por analisis de alineacion informatica por
pares, usando programas tales como, BestFit, PILEUP, Gap o FrameAlign. La herramienta de alineacion preferida
es BestFit. En la practica, en la blusqueda de secuencias similares/idénticas para la busqueda de consulta, desde
dentro de una base de datos de secuencias, generalmente es necesario realizar una identificacion inicial de
secuencias similares usando algoritmos adecuados, tales como Blast, Blast2, NCBI Blast2, WashU Blast2, FastA, o
Fasta3, y una matriz de valores tal como Blosum 62. Dichos algoritmos tratan de aproximarse estrechamente al
algoritmo de alineacioén "de norma de oro" de Smith-Waterman. Por tanto, el software/programa motor de busqueda
preferido para su uso en la evaluacién de la similitud, es decir, el modo en que dos secuencias polipeptidicas
primarias se alinean es Smith-Waterman. Identidad se refiere a apareamientos directos, similitud permite
sustituciones conservativas.

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

Las enzimas GGCX estan ampliamente distribuidas, y se han clonado a partir de diferentes especies como la
ballena beluga Delphinapterus leucas, el pez sapo Opsanus tau, el pollo (Gallus gallus), los mixinos (Myxine
glutinosa), el cangrejo de herradura (Limulus polyphemus), y el caracol cénico Conus textile (Begley et al., 2000,
ibid; Bandyopadhyay et al. 2002, ibid). La carboxilasa del caracol conico es similar a la carboxilasa bovina y se ha
expresado en células COS (Czerwiec et al. 2002, ibid). Pueden encontrarse proteinas adicionales similares a GGCX
en insectos y procariotas tales como Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster y Leptospira con los nimeros de
acceso NCBI: gi 31217234, gi 21298685, gi 24216281, gi 24197548 y (Bandyopadhyay et al., 2002, ibid),
respectivamente. La enzima carboxilasa presenta conservacion evolutiva notable. Varias de las enzimas no
humanas han mostrado, o puede predecirse que tengan, actividad similar a la de GGCX humana que hemos usado,
y por lo tanto pueden usarse como alternativa a la enzima humana.

La Tabla 3 identifica secuencias representativas de proteinas predichas homoélogas a GGCX humana (ordenados
por origen de la especie) que pueden usarse en la presente invencion.
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Tabla 3.
Especie N°/ID de acceso a la base de datos
Homo sapiens (hombre) NM_000821.2
HUMGLUCARB
HUMHGCA
BC004422
HSU65896
AF253530.1
Papio hamadryas (babuino rojo) AC116665.1
Delphinapterus leucas ballena blanca) AF278713
Bos taurus (bovino) NM_174066.2
BOVCARBOXG
BOVBGCA
Ovis aries (oveja doméstica) AF312035
Rattus norvegicus (rata marrén) NM_031756.1
AF065387
Mus musculus (ratén) NM_019802.1
AF087938
Opsanus tau (peces 6seos) AF278714.1
Conus textile (moluscos) AY0044904.1
AF382823.2
Conus imperialis (moluscos) AF448234.1
Conus episcopatus (moluscos) AF448233.1
Conus omaria (moluscos) AF448235.1
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) NM_079161.2
Anopheles gambiae (mosquito) XM_316389.1
Secale cereale (monocotiledéneas) SCE314767
Triticum aestivum (trigo comun) AF280606.1
Triticum urartu (monocotiledéneas) AY245579.1
Hordeum vulgare (cebada) BLYHORDCA
Leptospira interrogans (espiroquetas) AE011514.1
Streptomyces coelicolor (bacterias Gram+ de alto GC) | SC0939109
SC0939124
AF425987.1
Streptomyces lividans (bacterias Gram+ de alto GC) SLU22894
Streptomyces viginiae (bacterias Gram+ de alto GC) SVSNBDE
Micrococcus luteus (bacterias Gram+ de alto GC) MLSPCOPER
Chlamydomonas reinhardtii (algas verdes) AF479588.1
Dictyostelium discoideum (moho de fango) AC115612.2
Coturnix coturnix (aves) AF364329.1
Bradyrhizobium japonicum (a-protoebacterias) AP005937.1
Rhodobacter sphaeroides (a-proteobacterias) RSY14197
Sinorhizobium meliloti (a-proteobacterias) RME603647
AF119834
Mesorhizobium loti (a-protecbacterias) AP003014.2
Chromobacterium violaceum (B-proteobacterias) AE016910.1
AE016918.1
Pseudomonas aeruginosa (y-proteobacterias) AE004613.1
AF165882
Xanthomonas axonopodis (y-proteobacterias) AE011706.1
Herpesvirus humano 8 KSU52064
KSU75698
AF305694
AF360120
AF192756

Cada una de las proteinas GGCX identificadas anteriormente y proteinas GGCX de otras especies puede usarse
como la enzima carboxilasa en la presente invencion.
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Uno modo para efectuar la expresion diferencial de las dos proteinas co-expresadas es usar diferentes promotores
como parte de las respectivas secuencias de control de la expresiéon. La técnica esta repleta de ejemplos de
diferentes promotores y otras secuencias de control de la expresion que son capaces de expresar proteinas
heterélogas en diferentes grados o niveles. La tecnologia de expresiéon recombinante estd adecuadamente
avanzada de modo que un especialista en la técnica arte de la expresion de proteinas es capaz de seleccionar
promotores y otras secuencias de control para lograr la co-expresion de la proteina que requiere carboxilacion y la
carboxilasa en la proporcidon deseada. La seleccion de los cuales de los promotores particulares y otras secuencias
de control de la expresién usar es una cuestion de eleccion individual.

Un promotor fuerte se define aqui como un promotor que da lugar a mas de 1000 transcritos/célula. Un promotor
débil se define aqui como un promotor que da lugar a menos de 1000 transcritos/célula.

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

Es importante asegurarse de que la proteina a producir (proteina que requiere carboxilaciéon) esta en exceso en
comparacioén con la enzima de modificacion, dando una proporcién de al menos 10:1. Las maneras de conseguir un
bajo nivel de expresién de la enzima de modificacion (y-glutamil carboxilasa) incluyen:

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

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

3) Quitar o cambiar la secuencia Kozak (sefial de inicio de la traduccion) para reducir la eficacia de traduccion
(Kozak. Nuc Acids Res 15: 8125-8148, 1987; Kozak. Proc Natl Acad Sci USA 87: 8301-8305 1987, 1990).

4) Clonar el acido nucleico que codifica la proteina a producir (proteina que requiere carboxilacién) y el acido
nucleico que codifica GGCX en vectores diferentes y transfectar con un gran exceso de la construccién que
contiene la proteina a producir para generar una célula con mltiples copias de la construccién que contiene la
proteina a producir.

5) Clonar el ARN que codifica la proteina a producir y el ADN que codifica vectores de modificacion de GGCX en
vectores diferentes, co-transfectar o transfectar por separado, y usar un sistema de amplificacion para amplificar
la expresion de la proteina a producir.

6) Aislar una linea celular estable que expresa de forma recombinante bajos niveles de GGCX (pero por encima
de los niveles endégenos) y el usar como linea de células hospedadoras para la expresion de proteinas en
necesidad de y-carboxilacion.

7) Introducir una 0 mas mutaciones en la GGCX para disminuir la afinidad por sustrato de GGCX.

Ademas de éstos, los especialistas en la técnica de la expresion de proteinas recombinantes seran conscientes de
otros métodos que podrian usarse para generar una célula hospedadora que exprese la proteina que requiere
carboxilacion y la proteina carboxilasa en una proporcién de al menos 10:1.

La sobre-expresion de proteinas dependientes de carboxilacion anteriormente ha provocado generalmente
productos su-carboxilados. Esto se debe a que se esta limitando la capacidad enddgena de carboxilacion de la
célula hospedadora. Por otro lado una inmensa (16 a 70 veces) sobre-expresion de la actividad GGCX no mejora el
rendimiento del producto (Rehemtulla et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 4611-4615, 1993), (Berkner y Pudota, Proc
Natl Acad Sci USA. 95: 446-471, 1998), (Hallgren et al., Biochemistry 41 (50): 15045-15055, 2002). La raz6n de esto
no se entiende completamente. Nuestra invencién requiere una moderada sobre-expresion de GGCX. Esto asegura
que se expresen niveles mayores que los endégenos de GGCX a partir de la célula, por ejemplo, donde el nivel de
actividad GGCX se eleva s6lo de 1,5 a 5 veces. A este nivel moderadamente elevado, se obtuvieron niveles
sorprendentemente altos de rhFIl completamente carboxilado como se muestra en el Ejemplo 1.

Por lo tanto se apreciara que la proporcion de expresion de la proteina que requiere carboxilacion y la carboxilasa
qgue distingue a esta invencion de las ensefianzas previas de co-expresion, excluye niveles de GGCX que se
producen de manera enddégena. Para cumplir con la alta productividad requerida es necesario expresar la
carboxilasa y la proteina que requiere carboxilacion a niveles por encima de los encontrados en células normales.

En una realizacion preferida, se usa una célula o una linea celular que tiene poco o nada de carboxilasa expresada
constitutivamente y/o proteina que requiere carboxilacion.
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En una realizacion, la y-glutamil carboxilasa se expresa a menos de o igual al 10% de la cantidad de la proteina que
requiere gamma-carboxilacion. En realizaciones adicionales alternativas, la y-glutamil carboxilasa se expresa a
menos de o igual al 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25% 0,1%, 0,05% o 0,01% de la cantidad de la proteina que requiere
gamma-carboxilacion.

El grado de expresion de las dos proteinas puede medirse usando técnicas familiares para los especialistas en la
técnica. Estas incluyen mediciones directas, por ejemplo midiendo la actividad bioldgica de la proteina, o la cantidad
de proteina (por ejemplo usando anticuerpos), o mediciones indirectas, por ejemplo a través de la medicién de los
niveles de transcrito de ARNm (por ejemplo, andlisis Tagman como en el Ejemplo 3). Las siguientes referencias
describen formas de medir la actividad de la enzima GGCX (Lingenfelter et al., Biochemistry 35: 8234-8243, 1996;
Berkner et al., Proc Natl Acad Sci USA 95: 446-471, 1998; Hallgren et al., Biochemistry 41 (50): 15045-15055, 2002;
y, Berkner et al., Proc Natl Acad Sci USA 89: 6242-6246, 1992).

Para los fines de esta invencion, la proporcidon de expresion de las dos proteinas se determina indirectamente a
través del nivel de transcrito de ARNm (por ejemplo, por andlisis Tagman).

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

Los vectores de expresion habitualmente incluyen un origen de replicacion, un promotor, un sitio de inicio de la
traduccion, opcionalmente un péptido sefial, un sitio de poliadenilacion, y un sitio de terminacion de la transcripcion.
Estos vectores contienen también usualmente uno o mas genes marcadores de resistencia a antibidtico para la
seleccién. Los vectores de expresién adecuados pueden ser plasmidos, césmidos o virus tales como fagos o
retrovirus. La secuencia codificante del polipéptido se coloca bajo el control de un promotor apropiado (es decir,
HSV, CMV, TK, RSV, SV40, etc.), elementos de control y terminador de la transcripcion (estas son las secuencias
de control de la expresion asociadas) de manera que la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido se
transcribe en ARN en la célula hospedadora transformada o transfectada por la construccion de vector de expresion.
La secuencia codificante puede o no contener un péptido sefial o secuencia lider para la secrecion del polipéptido
fuera de la célula hospedadora. Los vectores preferidos comprenderan habitualmente al menos un sitio de clonacion
multiple. En ciertas realizaciones, habra un sitio de clonacién o sitio de clonacion multiple situado entre el promotor y
el gen a expresar. Dichos sitios de clonacion pueden usarse para crear proteinas de fusion N-terminal clonando una
segunda secuencia de acido nucleico en el sitio de clonacion de modo que esté contigua y en fase con la secuencia
génica. En otras realizaciones puede haber un sitio de clonacion o sitio de clonacién multiple situado
inmediatamente cadena abajo del gen para facilitar la creacion de fusiones C-terminales de una manera similar a la
de las fusiones N-terminales descritas anteriormente.

La célula hospedadora puede modificarse genéticamente (tener acidos nucleicos adicionales introducidos) por
numerosos métodos, bien conocidos para los especialistas en la técnica, tales como transfeccion, transformacién y
electroporacion.

La invencion se describira adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes:

La practica de la presente invencion empleara, salvo que se indique lo contrario, métodos convencionales de
biologia molecular y técnicas de ADN recombinante pertenecientes a las habilidades de la técnica. Dichas técnicas
se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., eds., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (3% ed.) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (2001); Ausubel et al.,
eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY (2002); Glover y Hames, eds, DNA
Cloning 3: A Practical Approach, Vol. I, II, y lll, IRL Press, Oxford (1995); Colowick y Kaplan, eds., Methods in
Enzymology, Academic Press; Weir et al., eds., Handbook of Experimental Immunology, 52 ed., Blackwell Scientific
Publications, Ltd, Edimburgo, (1997).

Ejemplo 1

Amplificacién del ADNc que codifica FIl humano (hPT) y GGCX humana

Se adquiri6 ARNm de higado humano en Clontech y la sintesis de ADNc se realizé utilizando el sistema Superscript
de Invitrogen. EI ADNc obtenido se us6 como molde para la amplificacion de FIl humano usando:

cebador PTFO 5-ATTCCTCAGTGACCCAGGAGCTGACA-3', (SECID N° 3) y
cebador PTEXT 5-CTACTCTCCAAACTGATCAATGACCTTCTGTATCCACTTCTT-3', (SEC ID N° 4).

La GGCX humana se amplifico usando

cebador hglx5, 5-TCCGCAGAGCAATGGCGGTGTCT-3', (SEC ID N° 5) y
cebador hglx3, 5-CCAACATCTGGCCCCTTCAGAACT-3', (SEC ID N° 6).
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El producto de PCR que codifica FIl se cloné directamente en el vector pPCDNA3.1V5/His tratado con TA-TOPO
(Invitrogen). La seleccién de un clon con ADNc de hFIl insertado en la direccién correcta dio la construccion de
control Ptext5 (Fig. 1b). EIl ADNc que codifica GGCX bajo el control del promotor de SV40 se obtuvo por
transferencia del fragmento que codifica GGCX de pCDNA3.1V5/His TA-TOPO al vector pZeoSV2+ (Invitrogen),
usando las enzimas de restriccion BamH1 y Notl. Se eliminaron los sitios de restriccion EcoRV-Notl cadena abajo
del inserto GGCX. Después se clon6 un fragmento Clal-Bcll romo del plasmido resultante pZeoSV2-GGCX (que
contiene el promotor SV40 y el inserto que contiene GGCX, pero no el sitio de poliadenilacion y la sefial de
poliadenilacion cadena abajo de la secuencia que codifica GGCX) en el sitio de restriccion Dralll romo de
pPCDNA3.1+ (Invitrogen). Se selecciond un clon con el fragmento pSV40-GGCX insertado en tandem (misma
direccién transcripcional) con respecto al promotor de CMV y un fragmento Kpnl-Notl romo que codifica Fll de Ptext5
en el sitio ECORV para obtener la construccién PN32 (Fig. 1a). Las secuencias de ADN de PN32 y Ptext5 son como
en el Apéndice 2. Todos los métodos de clonacién fueron de acuerdo con métodos estandar y/o los procedimientos
recomendados por el fabricante.

La construccion PN32 contiene las siguientes caracteristicas principales:

- Promotor temprano-inmediato de citomegalovirus humano (HCMV) que controla la transcripcion del ADNc de
protrombina humana seguido por la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (BGH) para la
eficaz terminacion de la transcripcion y poliadenilacion del ARNm.

- Promotor temprano de SV40 que controla la transcripcion del ADNc de y-carboxilasa humana (GGCX) sin sitio 0
sefial de poliadenilacion aparente.

- Otras caracteristicas son como se muestra en la Figura 1 a).

Para la comparaciones se us6 la construccion PText5 sin GGCX (Figura 1b). La secuencia de nucledtidos de
PTEXTS se muestra en la SEC ID N° 1. La secuencia de nucledtidos de PN32 se muestra en la SEC ID N° 2.

Lineas celulares productoras de protrombina obtenidas

Las dos construcciones en la Figura 1 se transfectaron en células CHO-S (Invitrogen). Se seleccionaron
transfectantes estables y se exploraron los clones altamente productivos usando un ensayo disponible en el
mercado para la actividad protrombina (Chromogenix). En este ensayo las muestras que contienen protrombina se
trataron primero con toxina de veneno de serpiente (Ecarina - disponible en Sigma) para generar trombina. Después
se ensayo la actividad trombina por adicion de un sustrato cromogénico (S-2238) - que genera color cuando se
procesa por la trombina. La transfeccién y seleccion de clones se hicieron en paralelo con ambas construcciones. El
cultivo celular se hizo en medio DMEM que contenia suero bovino fetal inactivado por calor al 9%. Los clones
obtenidos se adaptaron después al crecimiento en medio libre de componentes animales. El mejor clon de
produccién obtenido fue de transfeccion con PN32 (FIl + GGCX), que produjo hasta 400 mg/l de protrombina
recombinante humana cuando se cultivd en medio definido quimicamente libre de componentes animales (muy por
encima de cualquier nivel publicado). Se purifico el rhFll producido de forma recombinante (de acuerdo con el
método descrito en Josic et al., Journal of Chromatography B, 790: 183-197, 2003), y se fraccion6 por cromatografia
de intercambio i6nico usando una columna de Q-Sepharose de acuerdo con técnicas convencionales, para obtener
rhFIl totalmente carboxilado puro. El rhFll producido de fermentador hasta 78 mg/l estaba completamente
carboxilado y tenia la misma actividad bioldgica que la protrombina purificada de plasma humano. La carboxilacién
se analiz6 por secuenciacion N-terminal de la proteina y por ensayo de protrombinasa (Mao et al. JBC, 273: 30086-
30091, 1998). La generacion de trombina se desencadend en plasma humano pobre en plaquetas por la adicion de
factor tisular, y el potencial endégeno de la trombina se midié esencialmente como se describe por Stig et al., (Blood
Coagulation and Fibrinolysis, 14: 457-462, 2003).

El mejor clon obtenido con la construccion de PText5 dio una productividad de hasta 10 mg/l en medio
quimicamente definido libre de componentes animales, que esta en el mismo intervalo presentado en la bibliografia.
El porcentaje de protrombina completamente carboxilada obtenido a partir del clon PText5 se estimé en
aproximadamente el 50%. La recuperacion final de rhFIl completamente activo fue por tanto al menos diez veces
superior usando la construccién PN32 que contiene una disposicién de bajo nivel de expresion de la y-carboxilasa.
Para cada una de las construcciones se identificaron varios clones con niveles similares de expresion.

Ejemplo 2

Medicién de la actividad GGCX en lineas celulares CHO

Dos lineas celulares CHO-S productoras de rhFll, obtenidas por transfeccién con la construccion PN32 (co-
expresion de GGCX humana) y PTEXTS (sin co-expresion de GGCX), respectivamente, se cultivaron en frascos de
agitacion usando medio libre de proteinas suplementado con 5 pg/ml de vitamina K. Una décima parte del medio de
cultivo se sustituy6 a diario. Las células se recogieron después de 7 dias de cultivo y los microsomas se prepararon
como se describe por Berkner et al., (Proc Natl Acad Sci USA 89: 6242-6246, 1992). Se purificé Fll recombinante
humano del sobrenadante de cultivo de las células recogidas. Se midi6 la actividad GGCX como se describe por
Berkner y Pudota (Proc Natl Acad Sci USA 95: 446-471 1998; y Lingenfelter y Berkner (Biochemistry 35: 8234-8243,
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1996). Nuestras mediciones mostraron que la actividad GGCX es 1,5 veces mayor en la linea celular CHO que co-
expresa GGCX humana, en comparacion con la linea celular CHO que expresa sélo rhFll, usando las mismas
condiciones de cultivo.

Ejemplo 3

Andlisis por reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) a tiempo real de la expresion
del ARNm de y-carboxilasa y protrombina en lineas celulares CHO-S

Se cultivaron dos lineas celulares CHO-S obtenidas por transfeccién estable con las construcciones PN32 (FII +
GGCX) y Ptext5 (solo Fll) respectivamente, en frascos de agitacién usando medio libre de proteinas suplementado
con vitamina K. Se extrajeron muestras de cultivo después de 4, 5y 6 dias de cultivo para cubrir los niveles maximos
estimados en la produccién de ARNm. Se aisl6 el ARN con Trizol™ de acuerdo con el protocolo suministrado por el
proveedor, Invitrogen. El ARN aislado se traté con DNasal con el kit de ADN-free™ de Ambion. La sintesis de ADNc
se realiz6 usando cebadores hexaméricos aleatorios y los contenidos del kit del sistema de sintesis de primera
hebra Superscript™ de RT-PCR, Invitrogen.

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

Oligonucledtidos de y-carboxilasa humana

5'ACACCTCTGGTTCAGACCTTTCTT 3
5'AATCGCTCATGGAAAGGAGTATTT 3
5'CAACAAAGGCTCCAGGAGATTGAACGC 3
Longitud de amplicén 86 pb

Cebador directo (SEC ID N° 7)
Cebador inverso (SEC ID N° 8)
Sonda (SEC ID N° 9)

Oligonucledtidos protrombina humana

5TGGAGGACAAAACCGAAAGAGA 3
5'CATCCGAGCCCTCCACAA 3
5'CTCCTGGAATCCTACATCGACGGGC 3
Longitud de amplicén 69 pb

Cebador directo (SEC ID N° 10)
Cebador inverso (SEC ID N° 11)
Sonda (SEC ID N° 12)

Los cebadores se fabricaron por Operon/Qiagen y las sondas se solicitaron en Applied Biosystems. También se
usaron cebadores de control y sonda de GAPDH de roedores (Applied Biosystems, ABI n°® 4308318 TagMan®
Rodent GAPDH Control Reagents Protocol)-longitud de amplicén 177 pb. Las reacciones de RT-PCR a tiempo real
se realizaron en el detector de secuencia ABI Prism™ 7700, Applied Biosystems. La longitud esperada de los
productos de PCR amplificados se confirmé en geles de agarosa. Se realizaron series de dilucion para investigar la
eficacia de las reacciones de PCR para los tres genes. Los niveles de expresion de y-carboxilasa y de protrombina
se presentan en relacion con la expresion del gen de control, GAPDH de roedores.

Protrombina

27-delta | CHO-S PText5 | CHO-S PText5 | CHO-S PText5 | CHO-S PN32 CHO-S CHO-S
Ct dia 4 dia 5 dia 6 dia 4 PN32 dia 5 PN32 dia 6
0,008014 0,076239 0,066677 0,204948 0,322343 0,364334
-carboxilasa
2"-delta | CHO-S PText5 CHO-S PTextbs CHO-S PTextbs CHO-S PN32 CHO-S CHO-S
Ct dia 4 dia 5 dia 6 dia 4 PN32 dia 5 PN32 dia 6
3,39E-07 0 0 0,000277 0,00159 0,001568

A partir de los niveles relativos de expresion se calcularon las proporciones rhFIl:GGCX detectadas, de
aproximadamente 74-232:1 despendiendo del dia de recogida de muestras. Para la linea celular transfectada con
PN32, co-expresion de rhFIl y GGCX, se calcul6 el nimero de transcritos por célula en aproximadamente 8 para el
ARNmM de GGCX y aproximadamente 2000 para el ARNm de rhFll, dando de este modo una proporcion rhFI:GGCX
de aproximadamente 250:1. Los transcritos de ARNm de control de GAPDH/célula fueron para la misma muestra de
aproximadamente 4000.

Ejemplo 4

Produccién de Fll humano

El ADNc de Fll y GGCX humano clonados en el Ejemplo 1 se insertaron en pCDNA3.1 de manera similar como en el
Ej.1. Para dar niveles de GGCX mas altos, se incluyd la sefial de poliadenilacion de pZeoSV2+ en el fragmento
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pSV40-GGCX-pA clonado en el sitio Dralll romo de pCDNA3.1. Se seleccioné un clon con el fragmento que contiene
GGCX en orden inverso en comparacion con el Ej. 1. Clonacién del fragmento Fll se hizo después de la misma
manera que en el Ej. 1. La construccion final PP6 se muestra en la Figura 2 y la secuencia de nucleétidos de PP6 se
muestra en la SEC ID N° 13.

Se obtuvieron dos lineas celulares de produccion de protrombina, B2F4 y H3B 10 transfectando células CHO-S
como se ha descrito en el Ej. 1. Se purifico la protrombina de estas dos lineas celulares y se caracteriz6 como en el
Ej. 1. Los cultivos de B2F4 dieron productividades que varian de 30-70 mg/l y el porcentaje de completamente
carboxilado del 55-87% (cuanto mas rhFll menos completamente carboxilado). La adicion de butirato dio
productividad un poco mas alta, pero disminuy6 el porcentaje de rhFIl completamente carboxilado y no se considero
beneficioso. H3B10 es de crecimiento lento y dio una productividad de aproximadamente 50 mg/l, que fue elevada
en relacion con la cantidad de células en el cultivo, y el porcentaje de rhFIl completamente carboxilado fue de
aproximadamente el 60%. En comparacion con la linea celular obtenida en el ejemplo 1, se produjo menos rhFll
completamente carboxilado usando la construcciéon PP6 para una linea celular CHO. La produccion de protrombina
recombinante totalmente activa esta todavia, sin embargo, muy por encima de los niveles publicados anteriormente.

Ejemplo 5

Andlisis por RT-PCR a tiempo real de la expresién de y-carboxilasa y protrombina en lineas celulares CHO-S
midiendo la cantidad de ARNm

Se analizaron las lineas celulares B2F4 y H3B10 del ejemplo 4 por analisis de PCR a tiempo real por el mismo
método y los mismos cebadores que en el Ej. 3. Se recogieron muestras de cultivo de 10 ml en la maxima
productividad para que fueran equivalente a las muestras del Ej. 3. Para el clon H3B10 las muestras eran del dia 10
debido al lento crecimiento de este clon, y para el clon B2F4 las muestras eran del dia 6.

Tabla 4. Resultados de andlisis por RT-PCR a tiempo real de lineas celulares de produccion de protrombina que co-
expresan GGCX. Se muestrearon dos cultivos de agitacién de 100 ml independientes para cada uno de B2F4 y H3B
10 para andlisis por RT-PCR a tiempo real.

Transcrito | N° total Cantidad | ARN total | Cantidad Cantidad Ct Copias de | Copias de
de células | resultante | usado de ARNm | de células ARNmM ARNmM/célula
de ARN para RT- | en RT- en RT-
total PCR PCR PCR
P1E2 *
Dia 6
PT 2,00E+07 | 2,39E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 1,05E+03 | 19 2,10E+06 | 2005
19
GGCX 2,00E+07 | 2,39E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 1,05E+03 | 27 8,19E+03 | 8
GAPDH 2,00E+07 | 2,39E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 1,05E+03 | 18 4,19E+06 | 4010
B2F4-1
Dia 6
PT 1,30E+07 | 2,20E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 7,39E+02 | 19,2 | 1,83E+06 | 2472
GGCX 1,30E+07 | 2,20E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 7,39E+02 | 24,1 | 6,11E+04 | 83
GAPDH 1,30E+07 | 2,20E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 7,39E+02 | 19,8 | 1,20E+06 | 1631
B2F4-2
Dia 6
PT 1,10E+07 | 1,40E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 9,82E+02 | 19,2 | 1,83E+06 | 1859
GGCX 1,10E+07 | 1,40E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 9,82E+02 | 24,1 | 6,11E+04 | 62
GAPDH 1,10E+07 | 1,40E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 9,82E+02 | 19 2,10E+06 | 2135
H3B10-1
Dial0
PT 1,10E+07 | 2,90E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 4,74E+02 | 17,77 | 4,92E+06 | 10375
GGCX 1,10E+07 | 2,90E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 4,74E+02 | 23,4 | 9,93E+04 | 210
GAPDH 1,10E+07 | 2,90E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 4,74E+02 | 17,96 | 4,31E+06 | 9095
H3B10-2
Dial0
PT 8,90E+06 | 3,10E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 3,59E+02 | 19,2 | 1,83E+06 | 5087
GGCX 8,90E+06 | 3,10E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 3,59E+02 | 25,3 | 2,66E+04 | 74
GAPDH 8,90E+06 | 3,10E-04 | 1,25E-08 | 2,50E-09 | 3,59E+02 | 18,9 | 2,25E+06 | 6263

* Datos de P1E2 del ejemplo 3 para comparaciones.

La proporcion ARNm de rhFILARNm de GGCX calculada fue de aproximadamente 30:1 para el clon H3B10,
aproximadamente 50:1 para el clon B2F4 y aproximadamente 250:1 para el clon P1E2.
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Ejemplo 6

Produccién de factor de coagulacién humano IX (FIX)

Se amplificé el ADNc del factor de coagulacion humano IX a partir de ADNc de higado combinado Gene humano
adquirido de Invitrogen. Los cebadores oligonucleotidicos fueron para

el extremo 5'; F9f.ampl.: 5'-CACCATGCAGCGCGTGAACATGAT-3' (SEC ID N° 16),

y el extremo 3'; F9r.ampl.: 5'-CCTTGGAAATCCATCTTTCATTA-3' (SEC ID N° 17).

La clonacion de la secuencia correcta se confirmé mediante secuenciacion de ADN. El fragmento de FIX humano se
amplifico por PCR usando la polimerasa Pfx (Invitrogen) y los cebadores de clonacién para producir un fragmento de
extremos romos. El fragmento de extremos romos se fosforild usando polinucleétido quinasa T4, y se clond en los
vectores pcDNA-GGCX digeridos con EcoRV y desfosforilados del Ej. 1 y Ej. 4. De esta manera se obtuvieron
construcciones para la co-expresion de FIX y GGCX humanos andlogas a las construcciones de co-expresion
usadas para la produccién de protrombina humana (Ej. 1 y 4). La clonacién de las secuencias correctas se confirmé
por secuenciacion de ADN y expresion transitoria en células COS-7. La construccion de vector FONopA se puede
ver en la Fig. 3a y la construccién de vector FOhgIx se muestra en la Fig. 3b. La diferencia entre los vectores
FONopA y F9hglx es la direccion de transcripcion del gen GGCX. La secuencia de nucleétidos de FONopA se
muestra en SEC ID N° 14 y la secuencia de nucleétidos de FOhglx se muestra en la SEC ID N° 15.

Establecimiento de lineas celulares que producen rhFIX

Las construcciones de rhFIX se transfectaron en células CHO-S usando el procedimiento descrito en el Ej. 1. Para
cada construccién de FIX se exploraron aproximadamente 3000 clones para la expresion de rhFIX por ELISA de los
sobrenadantes celulares. Los anticuerpos usados fueron de Haemathology Technology Inc. y DakoCytomation. Se
seleccionaron los clones y se adaptaron al crecimiento en medio CHO quimicamente definido libre de proteinas. Las
células se cultivaron en matraces T a 37°C o en frascos de agitacion a 32-37°C. La concentracion de CO, fue de 5%
para ambos tipos de cultivos. El rhFIX producido se purificdé hasta homogeneidad mediante cromatografia de
intercambio anidnico en Q-Sepharose a pH 7,0. La actividad hFIX recombinante se determind mediante ensayo de
coagulacién usando plasma deficiente en FIX (Precision Biologic). El mejor clon de produccién de rhFIX obtenido fue
N4D5, que se obtuvo usando la construccion FONopA, que producia hasta 4 pg/ml de rhFIX activo cultivado en
medio quimicamente definido libre de proteinas en matraz T. Cultivado en frasco de agitacién el mismo clon produjo
hasta 7,1 pg/ml de rhFIX. La productividad global, incluyendo también rhFIX no activo incompletamente carboxilado,
se estimé mediante transferencia de Western en al menos 30 pg/ml. EI mejor clon de produccién obtenido con la
construccién de rhFIX F9hglx fue P1G9 que produjo 0,7 (matraz T) - 1,3 (agitacion) ug/ml de rhFIX en condiciones
similares. Los resultados indican que la productividad de rhFIX mejoré por co-expresion de GGCX a un nivel bajo
usando la construccion FONopA, pero que la co-expresion de GGCX usando la construccion F9hglx, fue menos
beneficiosa. También se observé que la construccién FONopA, que da lugar al clon N4D5, generalmente dio sefiales
mas altas de ELISA que la construccion F9hglx, que da lugar al clon de P1G9, en exploraciones simultaneas para la
productividad durante el procedimiento de desarrollo de lineas celulares.

La productividad de la linea celular N4D5 es aproximadamente 4-6 veces mejor que los niveles publicados
previamente obtenidos en condiciones comparables, donde IC4, IG8, r-FIX, BHK y r-FIX 293 es el nombre de los
clones mencionados en las referencias (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de la productividad de lineas celulares que producen FIX humano.

Linea Cantidad de rhFIX activo producido | Productividad Referencia
celular/construccion Matraz T (ug/ml) | Agitacién (ug/ml) | total (ug/ml)

N4D5/FONopA 4 7,1 >30 Ejemplo 6

CHO,

baja co-expr. GGCX

P1G9/F9hglx 0,7 1.3 nd Ejemplo 6

CHO,

mediana co-expr.

GGCX

IC4 0,9 nd 30 Rehemtulla 1993.

CHO,

co-expr. HA (control)

IC4 1 nd 29 Rehemtulla 1993.

CHO.

alta co-expr. GGCX

IC4 0,9 nd 20 Documento US 5.460.950
1G8 1,5 nd 43 Kaufman, RJ et al 1986
CHO JBC 261:9622-9628

r-FIX BHK 0,004/24h nd 0,004/24 h Hallgren 2002
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Linea Cantidad de rhFIX activo producido | Productividad Referencia

celular/construccion Matraz T (ug/ml) | Agitaciéon (ug/ml) | total (ug/ml)

r-FIX 293 0,004/24h nd 0,004/24 h Hallgren 2002
Ejemplo 7

Andlisis por RT-PCR a tiempo real de la expresién de y-carboxilasa y factor IX en lineas celulares CHO-S midiendo
la cantidad de ARNm

Se cultivaron clones que producen hFIX recombinante en frascos de agitacion a 32-37°C, en 100 ml de medio
quimicamente definido libre de proteinas suplementado con vitamina K. Se recogieron muestras de 5-10 ml en la
concentracién maxima de rhFIX y se analizaron para el contenido de transcritos de FIX y GGCX humanos, asi como
transcritos del gen de control GAPDH (constitutivo). El procedimiento fue como en el ejemplo 3. Los cebadores para
rhFIX fueron los siguientes:

Cebadores de factor IX humano

5' AATAGTGCTGATAACAAGGTGGTTTG 3' cebador directo (SEC ID N° 18)

5' CACTGCTGGTTCACAGGACTTCT 3' cebador inverso (SEC ID N° 19)

5' TCCTGTACTGAGGGATATCGACTTGCAGAAAAC 3' sonda (SEC ID N° 20) Longitud del amplicén 84 pb
Se encontraron niveles de ARN mensajero en maximos en diferentes dias, dependiendo de la temperatura del
cultivo y el tamafio de in6culo del cultivo. Se encontraron niveles maximos de ARNm que correspondian bien con la
concentracion maxima de rhFIX en el medio de cultivo.

Tabla 6. Resultados de andlisis por RT-PCR a tiempo real de clones que producen rhFIX.

Linea celular-lote | Dia de cultivo | 2"-delta Ct FIX | 2”-delta Ct GGCX | Proporcién de ARN de FIX:GGCX
N4D5-100 11 0,255253 0,005461 47:1

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

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

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

A partir de los andlisis por RT-PCR a tiempo real también se encontré6 que, aunque los valores de 2”-delta Ct
variaron con el tiempo y las condiciones de cultivo, las proporciones de ARNm de FIX:GGCX fueron
aproximadamente iguales para cada clon. Para el mejor clon productor de rhFIX N4D5 la proporcion fue de
aproximadamente 45:1. Los analisis de otro clon, P1G9, dieron una proporcion menor de aproximadamente 4,5:1. El
clon P1G9 produjo solo el 20% de la cantidad de rhFIX producida por N4D5.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AstraZeneca AB

<120> METODO PARA PRODUCIR PROTEINAS GAMMA-CARBOXILADAS

<130> MEDQ0545.2EP.DIV

<150> PCT/SE2004/001453
<151> 12-10-2004

<150> 0324044.7
<151> 14-10- 2003

<160> 15

<170> Patentln version 3.2
<210>1

<211> 7422

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Vector

<400> 1
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gacggatcgg
ccgcatagrt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
ccegeceatt
attgacgtca
atcatatgec
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
ctacttactg
taagcttggt
agtgacccag
tggccctgge
aagcacggtc
agggcaacct

ctctggagtc

gagatctccc
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
accgagcteg
gagctyacac
tgccctgtgt
gctgctccag
ggagcgagag
ctccacggct
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gatcccctat
ctgctccctag
acaaggcaag
ctgcttcgeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttic
cggttitgac
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
gatccactag
actatggcge
agccttgtge
cgggtccggce
tgcgrggagg
acggatgtgt

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggcccgcec
ttcccatagt
aaactgeccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgc
gcagagctct
ctcactatag
tccagtgtgg
acgtccgagg
acagccagca
gagccaacac
agacgtocag
tctgggecaa

14

cagtacaatc
ggaggtcgct
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagttty
cceattgacy
Etggctaact
ggagacccaa
tgoaattgcc
cttgcagctg
tgtgttcctg
cttcttggag
ctacgaggag

gtacacagct

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcgatttyg
ttttggcacc
caaatgggcg
agagaaccca
gctggctagt
cttattcctce
cctggetygec
gctcctcagce
gaggtgcgca
gccttegagy
tgtgagacag

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

1020

1080

1140

1200

1260



cgaggacgce
gtacgaacta
ggagtcgcta
aggagaattt
accecaccyt
tagcgatgac
gtgtccctga
cctgectyggc
cagctgtgea
ggrgcratgt
aggcegtgoa
ggcgtaccge
aggcagactyg
gagagctect
gcatgtcacc
ccageeteat
gggacaagaa
ggtacgagcg
acaactggcg
ccttcagtga
tccaggcetgg
ccaacgttgg
ggccggtctg
acaagcctga
tcatgaagag
gctgtgaccy
tacagaaggt
gtggcggccy
tcctoggtet
gctgatcage
tgccttectt
ttgcatcgea
gcaaggggga
cttctgagge

tcgagataag
ccgagggcat
Cccacataag
ctgccgcaac
gaggaggcag
tccacgetcee
tcgggggcag
ctgggccagce
gctggtggag
ggccgggaag
ggdaggagaca
caccagtgag
tgggctgega
ggaatcctac
ttggcaggty
cagtgaccgce
cttcaccgag
adacattgaa
ggagaacctg
ctacattcac
atacaagggg
taaggggcag
caaggactcc
tgaagggaaa
ccectttaac
ggatgggaaa
cattgatcag
Ctcgagtcta
cgattctacg
ctcgactygtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa

gdaaagaacc
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cttgctgcat
gtgaacatca
¢ctgaaatca
cccgacagca
gaatgcagca
gaaggctcca
cagtaccagg
gcacaggeca
aacttctgcc
cctggegace
ggagatgggc
taccagactt
cctetgtteg
atcgacgggce
atgcrtttec
tgggtcctca
aatgacctte
aagatatcca
gaccgggaca
cctgtgtgtc
cgggtgacag
cccagtgtec
acccggatcc
cgaggggatg
aaccgctggt
tatggcrtct
tttggagagt
gagggcccgco
cgtaccyggtc
cctrctagtt
ggtgccacte
aggtgtcatt
gacaatagca

agctggggct

gtctggaagg
cccggtcagy
actccactac
gcaccacggg
tcectgtetyg
gtgtgaatct
ggcgcctgge
aggccctgag
gcaacccaga
ttgggtactg
tggatgagga
tcttcaatcce
agaagaagtc
gcattgtgga
ggaagagtcc
ccgecgecca
tggtgcgeat
tgttggaaaa
ttgccctgat
tgcccgacag
gctggggcaa
tgcaggtggt
gcatcactga
cctgtgaagq
atcaaatggg
acacacatgt
agaagggcaa
ggttcgaagy
atcatcacca
gccagceatce
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgctag
ctaggagota

15

taactgtgcet
cattgagtgc
ccatcctyggy
accctggtgce
tggccaggat
gtcacctcca
ggtgaccaca
caagcaccag
cggggatgag
cgacctcaac
ctcagacagg
gaggaccttt
gctggaggac
gggctcggat
ccaggagcty
ctgcetecty
tggcaagcac
gatctacatc
gaagctgaag
ggagacggca
cctgaaggag
gaacctgccc
caacatgttc
tgacagtggg
catcgtctca
gttccgcectg
ttctgcagat
taagcctate
tcaccattga
tgttgtreac
ttcctaataa
9ggtgggotyg
ggatgcggtg
tccccacgeg

dagggtctag
cagctatgga
gccgacctac
tacactacag
caagtcactg
ttggagcagt
catgggctcc
gacttcaact
gagggcgrat
tattgtgagg
gccatcgaag
ggctcgggag
aaaaccgaaa
gcagagatcqg
ctgtgtgggg
tacccgecct
tcccgeacca
caccccaggt
aagcctgtty
gccagettge
acgtggacag
attgtggagc
tgtgctggtt
ggacccttty
tggggrgaag
aagaagtgga
atccagcaca
cCctaacccte
gtttaaaccc
CCCTCCCCcy
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
ccctgtageg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1360
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



gcgcattaag
ccctagegec
cccgtcaagce
tcgacceccaa
cggtrtttcg
ctggaacaac
tttcggecta
gtggaatgty
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgeccat
taattttttt
agtgaggagy
ccattttcgg
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgty
aagcgggaag
accttgctee
ttgatccgge
ctcggatgga
cgccagecga
tgacccatgg
tcatcgactyg
gtgatattgc
tcgecgekec
cgggactctg
ttcgattcea
ggctggatoa
tttattgcag
gcattttttt
gtctgtatac
gtgtgaaatt

cgcggcggat
cgctectttce
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
tgtcagttag
gcatctcaat
tatgcaaagc
ccegececta
tatttatgca
cttttttygga
atctgatcaa
aggttctccyg
cggctygctct
caagaccgac
gctggcecacy
ggactggetg
tgccgagaaa
tacctgccca
ageceggtett
actgttcgcc
cgatgcectge
tggccggety
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgcga
regoegectt
tcetecagey
cttataatgg
cactgcattc
cgtcgaccte

gtratccoct
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gtggtggtta
gctttcttec
ggcatccctt
tagggtgatg
ttggagtcca
atctcggtct
aatgagctga
ggtgtggaaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgecca
gaggccgagyg
ggcctaggct
gagacaggat
gccgettagg
gatgccgecy
ctgtccggty
acgggegttc
ctattgggcyg
gtatccatca
ttcgaccace
gtcgatcagy
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggcay
ggcggcgaat
cgcatcgect
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagagc

cacaattcca

cgcgcagegt
cttectttct
tagggttccyg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtccccaggc
ccaggtgtag
attagtcagc
gttccgecca
ccgcctctge
tttygcaaaaa
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttcogoct
ccctgaatga
cttgcgeage
aagtgccggyg
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgeatgec
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccy
tctatcgect
caagcgacgc
ttgggcttcg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat

cacaacatac
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gaccgctaca
cgccacgtic
atttagtgct
tgggccatcg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgcg
tccecaggea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctccgece
ctctgagcta
gctcccggyga
tcgcatgatt
attcggctat
gtcagcgceag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctce
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
tgacgycgag
aaatggccgc
ggacatagcqg
cttectegtyg
tcttgacgay
Ccaacctgcc
gaatcgtttt
tcttcgececa
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag

cttgccagceg
gceoggettic
ttacggeacc
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgggga
aattaattct
ggcagaagta
ggcteccccag
ccgccectaa
catggctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgcccgy
gaggcagcgce
gttgtcacty
ctgtcatctc
ctgcatacgc
cgagcacgta
caggggctcg
gatctcgtcg
ttttctggat
ttggctacce
ctttacggta
ttcttctgag
atcacgagat
ccgggacgec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gctgtttect
cataaagtgt

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340



aaagcetgog
gctttccagt
agaggcggtt
gtcgttcggc
gaatcaggag
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
ttteccectg
ctgtcegect
ctcagttcgyg
cccgacoget
ttatcgcecac
gctacagagt
atctgcgetc
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagtty
ggccccagty
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcaget
aaagcggtta
tcactcatyg
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttccge
<210>2

<211> 10139

<212> ADN
<213> Artificial

gtgcctaaty
cgygaaacct
tgcgtattog
tgcggcgagce
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttctecccttc
tgtaggtcgt
gcgcettate
tggcagcage
tcttgaagtg
tgctgaagcec
ccgctggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactccc
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttQCCattgc
ccggttecca
gctcecttegg
ttatggcagce
ctygtgagta
gcecggegte
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgagc
aatgttgaat
gtctcatgag

gcacatttcc

ES 2532470713

agtgagctaa ctcacattaa ttgcgttgcyg

gtcgtgcecag
gegetcttcc
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttttc
gaggtggcga
cgtgcgetct
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtgottet
tcctttgate
tttggtcatg
ttitaaatca
cagtgaggca
cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagege
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tcctecgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttctteggyg
cactcgtgca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata

ccgaaaagtg

ctgcattaat
gcttcctege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttecga
gegettectc
ctgggctgty
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgttigca
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcay
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgcegc
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttcctttttc
tttgaatgta

ccacctgacg
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gaatcggeca
tcactgactc
cggtaatacyg
gccagcaaaa
gccececctga
gactataaag
ccctgeeget
aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacccygt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgce
daaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacgggagag
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgccagt
gctecgtegtt
gatcccccat
gtaagttggc
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

tc

ctcactgccc
acgcgcgggy
gctygcgeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggce
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtct
atttcgttca
cttaccatct
tttatcagca
atcecgectec
taatagttty
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggegaccyg
aactttaaaa
accgctyttg
ttttactttc
gggaataagg
aagcatttat

taaacaaata

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6340
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7422



<220>
<223> Vector

<400> 2

gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcCaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgotattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
ctgcttactg
gtttaaactt
ttattcctca
ctggctgect
ctcctecagea
aggtgcgcaa
ccttcgaggc
gtgagacagce
aggatctggg
agctatggag
ccgacctaca
acactacaga
aagtcactgt
tggagcagtg

gagatctccc
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgcy
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcec
catgacctta
catggtgatq
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
aagcttggta
grgacccagyg
ggcectgget
agcacggtecg
gggcaacctg
tctggagtcc
gaggacgcct
tacgaactac
gagtcgctac
ggagaatttc
ccccaccegty
agcgatgact
tgtccctgat
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gatcccctat
crgctcectyg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacyg
tgggactttc
cggttttygc
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
ccgagetcgg
agctgacaca
gcectgtgta
ctyctecage
gagcgagagt
tccacggcta
cgagataagc
<gagggcatyg
ccacataagc
tgccgcaacc
aggaggcagg
ccacqgetecg

cgggggcage

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggcccgec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacygg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagcrct
ctcactatag
atccactagt
ctatggcgca
gccttgtgca
gggtccggcy
gcgtggagga
cggatgtgtt
ttgctgcatg
tgaacatcac
ctgaaatcaa
ccgacagcag
aatgcagcat
aaggctccag

agtaccaggg
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cagtacaatc
ggaggtcgct
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggeed
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtitg
ccecattgacy
ctggctaact
ggagacccaa
ccagtgtggt
cgtccgaggc
cagccagceat
agccaacacce
gacgtgcagc
ctgggccaag
tctggaaggt
ccggtcagygce
ctccactacc
caccacggga
cccrgtetgt
tgtgaatctg
gcgectgygcy

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatggogcyg
agagaaccca
gctggetage
ggaattgccc
ttgcagetyc
gtgttcctgg
ttcttggagg
tacgaggagy
tacacagctt
aactgtgctg
attgagtgec
catcctgggg
ccetggtgcet
ggccaggatc
tcacctecat

gtgaccacac

60
120
130
2490
300
360
420
430
540
600
660
720
780
340
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1560
1560
1620
1680



atgggctece
acttcaactc
agggcgtgry
attgtgagga
ccatcgaagg
gctcgggaga
aaaccgaaag
cagagatcgy
tgtgtgggge
acccgeccty
cccgeaccag
accccaggta
agcctgttge
ccagcttgcet
cgtggacagc
ttgtggagcyg
gtgctggtta
gaccctttgt
ggggtgaagg
agaagtggat
tccagcacag
gactgtgcct
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
aagaaccagc
99cgggtoty
tccttteget
aaatcgggdy
aacttgatta
agcaggcaga
ccecaggetec
agtcccgecce

gccccatgge

ctgcctgycc
agctgtgcag
gtgctatgtg
ggccgtggag
gcgtaccgec
ggcagactgt
agagctcctyg
catgtcacct
cagcctcate
ggacaagaac
gracgagcga
caactggcog
cttcagtgac
ccaggetgga
caacgttggt
gccagtetgce
caagcctgat
catgaagagc
ctatgaccgg
acagaagygtc
tggcggccge
tctagttgec
gccactccca
tgtcattcta
aatagcaggc
tggggetcta
gtggttacgc
ttcttecctt
ctccctttag
gggctgtgga
agtatgcaaa
ccagcaggca
ctaacteccge

tgactaattt
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tggygccageg
ctggtggaga
gecgggaage
gaggagacag
accagtgagt
gggctgcgac
gaatcctaca
tggcaggtga
agtgaccygct
ttcaccgaga
aacattgaaa
gagaacctgg
tacattcacc
tacaaggggc
aaggggcage
aaggactcca
gaagggaaac
ccctttaaca
gatgggaaat
attgatcagt
tcgagtctag
agccatctgt
ctgtccttte
ttctggageg
atgctgagga
gggggtatcc
gcagcgtgac
cetttetege
ggttecgatt
atgtgtgtca
gcatgcatct
gaagtatgca
ccatcecges
tttttattta

cacaggccaa
acttctgecg
ctggcgactt
gagatgggct
accagacttt
ctctgttcga
tcgacggycy
tgcttttceg
gggtcctcac
atgaccttct
agatatccat
accgggacat
ctgtgtgtct
gggtgacagg
ccagtgtcct
ccoggatecy
gaggggatgc
accgctggta
atggcttcta
ttggagagta
agggceccgtt
tgtttgccee
ctaataaaat
tdgg9tgogy
tgcggtyggge
ccacgcgecc
cgctacactt
cacgtteygcc
tagtgcttta
gttagggtgt
caattagtca
aagcatgcat
cctaactccg

tacagaggcc

19

ggccctgagce
caacccagac
tgggtactgc
ggatgaggac
cttcaatccg
gaagaagtcg
cattgtggag
gaagagtccc
cgecgeccac
ggtgcgecatt
gttggaaaag
tgcccrgatg
gcccgacagy
ctggggcaac
gcaggtggtg
catcactgac
ctgtgaaggt
tcaaatgggc
cacacatgtg
gaagggcaat
taaacccget
tccececgtgc
gaggaaattyg
caggacagca
tctatggett
tgtagcggcy
gccagegecce
ggcttteccc
cggcaccttc
ggaaagtccc
gcaaccaggt
ctcaattagt
cccagttecyg

gaggccgect

aagcaccagg
ggggatgagy
gacctcaact
tcagacagyqg
aggacctttg
ctggaggaca
ggctcggaty
caggagctgce
tgccteoctgt
ggcaagcact
atcrtacatcc
aagctgaaga
gagacggcag
ctgaaggaga
aacctgccca
aacatgttct
gacagtgggyg
atcgtctcat
ttccgectga
tctygcagata
gatcagcctce
cttccttgac
catcgcattyg
agggggagga
ctgaggcgga
cattaagcgc
tagcgeoege
gtcaagctct
gaccccaaaa
caggctececc
gtggaaagtc
cagcaaccat
cccattctec

cggcctctga

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
3430
3540
3600
3660
3720



gctattccag
tggctaacta
gagacccaag
cagtgtggtyg
cctcgeccead
aggacagccg
ggctggtgac
ttrttgggtt
ggaaatacct
tgccacttga
tgctgggect
ttctectgga
agctaacatt
dgaggaatgc
tgtacttcat
aatatttgtc
ctagcctygct
tcttttttga
attcecaget
tctgectecec
tgttgecocct
gcaaaagtgg
acctectgga
ggacaaatgg
acgtgaagat
tatttacaca
gcctygagecyg
gggtctccat
aggccgettg
ctcceciggag
tcttcattgce
acactagcat
accagactct

atacgacatc

aagtagtgag
gagaacccac
ctggctageg
gaattgccct
ctcagataaa
aatagggaaa
cctgctgaat
cttgatggtg
tgatgggctg
ctggatgtat
gtgctaccgy
caagacatca
catggatgca
ccacgtgcce
tgcggatgtg
ccggeactygg
ggrcgtgcac
tgtctcaaga
tttcagcatt
tgagtggcct
caaggcagcc
ccagaageca
gcagctattc
gctgtatggce
cacctaccgt
gagtcggcga
cctgcttece
caatgaccgc
gtcacectit
gyccaagtta
agattrtcect
ccagctgetyg
tcgagaggya

acctagccct
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gaggcttttt
tgcttactgg
tttaaactta
ttccgcagag
gtacagaaag
ctcttgggtt
cgaccaacgd
ctagacattc
gatgtgrgcc
cttgtctaca
ataagctgtg
tggaacaacc
aaccactact
cttfggaact
aaaaagctyg
ctcttcagtce
tggggtgggc
tcecattggec
ggtatgttct
cggaagctgg
cctcagceca
gggctgegec
ctgccctatt
tattcctqyg
gatggccgea
tggaaggatc
aagtataatg
ttccagcaga
cagcgcacat
caggaaatca
ggactygcact
<agogdgaag
géaaaaatgc

tcttgctaca

tggaggccta
cttatcgaaa
agcttggtac
caatggcaggt
acaagactga
ttgagtggac
accctgcaag
cccaggagey
gcttccectt
ccatcatgtt
tgtrattcct
actcctatct
ggtctgtgga
atgcagtgct
atgcagactg
ccttcaaact
tgctgcttga
tgttctttot
cctacgtcat
tgtcctactg
grgttrccty
atcagctgag
Ctcatttrct
acatgatggt
ctggcgaact
atgcagacat
tcactgagcece
ggatttttga
cctgggtgca
agagcagcct
tggagaatrtt
tgactgtgga
agttgcctge
tgtacgtcta

20

ggcttttgca
ttaatacgac
cgagctcgga
gtctgccggg
actgatcrca
agatttgtcc
cttagctgtc
gaggctcage
gctggatgcc
tctgggggca
gctgccatac
gtatgggttg
cggtcrgetyg
ccgtggccag
ggttgaaggc
gctgttgtct
cctctcaget
gtcctacttc
gctggccagce
ccecccgaagg
tgrgtataag
agctgcetec
cacccagggc
gcactcecye
gggctacctt
gctgaagcaa
ccagatctac
ccctegrgtyg
accactcttg
agacaaccac
tgtgagtgaa
gcttgtggca
tggtgagtac

tgtcaacact

azaagctcte
tcactatagg
tccactagtc
tccgegegga
gggcccaggc
agttggcgga
tttcgttttc
tctetggacc
ctacgcccac
ctgggcatga
tggtatgtgt
ttggcctttc
aatgcccata
atcttcattg
tattccatgyg
gaggagctga
ggtttcctgce
cactgcatga
agccctctet
ttgcaacaac
aggagccgag
accctgetet
tataacaact
tcccaccagce
aaccctyggag
tatgccactt
tttgatattt
gacatcgtgc
atggacctgt
actgaggtgg
gacctgggca
gaacagaaga
cataaggtgt
acagagcttyg

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



cactggagca
aaacaggycc
ctgagccaac
aacgccggeg
atgtctttcg
gtccttccct
cagttggaga
atcctgatece
tctagagggc
taatagtyga
tgatttataa
aaaatttaac
ggctceccag
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctccyc
gcctctgage
aagctcccgg
tttcgcatga
ctattcggct
ctgtcagcagc
gaactgcagg
gctgtgctcg
gggcaggatc
gcaatgcgoc
catcgcatcg
gacgaagage
cccgacggcy
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttectcyg
cttcttgacg
ccaacctyce

gaatcgtttt

agacctggca
tctaccceca
acctctggtt
aaatactcect
ccgcagette
ggagcagctg
actgaatccce
tgtccactca
ccgccctgat
ctettgttee
gggattttge
gcgaattaat
caggcagaag
caggcteccce
tccecgecect
cccatggetyg
tattccagaa
gagcttgtat
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggcgecc
acgaggcagce
acgttgtcac
tcctgteatce
ggcrgcatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatctcgt
gcttttctgy
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttctyg
atcacgagat

ccgggacgcec
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tatctgcaag
gagctgcagce
cagacctttc
ttccatgagce
ctgatgactt
gcccaggagg
tcaaacacgg
gagttctgaa
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgge
tctgtggaat
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactccgecce
actaattrtt
gtagtgagga
atccattrec
tggattgcac
acaacagaca
ggttctttet
gcggctateg
tgaagcggga
tcaccttgct
gcrtgatceg
tactcggatg
cgcgecagec
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgeccget
agcgggacte
ttcgattcca

ggctggatga

aattaaagga
ctctgttgga
ttagacgcca
gattcttccg
gtatctcact
tgacttatge
attcttcaca
gggggccaga
tcgccettty
aacactcaac
ctattggtta
gtgtgtcagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcccgecec
tttatttaty
ggcttttttg
ggatctgatc
gcaggttctc
atcggctgct
gtcaagaccy
tggctggeca
agggactggc
cctgccgaga
gctacctgec
gaagccggtc
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggccgge
gctgaagagce
ccegattege
taggggtticga
ccgecgectt

tcctccageg
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aaaggtggag
aggygaagta
acaaaggctc
cttcttgttg
tcgaaatcty
aaacttgaga
ttctaatcct
tgttggaagg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
tagggtgtog
attagtcagc
gcatgcatct
taactccgece
cagaggccga
gaggcctagg
aagagacagqg
cggccgettg
ctgatgccge
acctgtccgg
cgacgggcgt
tgctattoqg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgecgaa
taggtgtgge
ttgygcggcyga
agcgcatege
aatgaccgac
ctatgaaagy
cggggatctc

aatggaagtg
aaaggggygcc
caggagattg
cgaaagctct
atattaggcc
ccetttgagg
cctgagtcaa
gcaattcygag
ccacgttctt
tctattettt
tgatttaaca
aaagtcccca
aaccaggtgt
caattagtca
cagttccgec
ggccgectet
cttttgcaaa
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttccgg
tgccctgaat
tccttgegea
cgaagtgccyg
catggctgat
Ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcgcatg
tatcatggtyg
ggaccgetat
atgggctgac
cttctatcgc
Caagcgacgc
ttgggctteg
atgctggagt

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800



tcttcgecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag
ttgcgttgcg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccaggcaaaa
gcccccctga
gactataaag
ccctgoeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagctc
agcagattac
ctgacgctca
ggatctrtcac
atgagtaaac
tctgteratt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttyy
cccccatgtt
agttggccge
tgccatccgt
agtgtatgcy

atagcagaac
ggatcttacc

cagcatcttt
Caaaaaagygg
attattgaag

agaaaaataa

ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gctgtttect
cataaagtgt
ctcactgeccc
acycycygyyy
gctgcgctcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcy
taccggatac
ctgtaggtat
ccecegtteag
aagacacgac
tgtaggcygt
agtatttggt
ttgatccagce
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgtrcatce
accatctggce
atcagcaata
cgcctecate
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt

tttaaaagtg
gctgttgaga

tactttcacce
aataagygcy
catttatcag

acaaatagqgg
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tttattgcag
gcatttttrt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctygyg
gcrttccagt
agaggcgget
gtcgttcggce
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttececcty
ctgtccgect
ctcagttcgg
cccgaccget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgegete
aaacaaacca
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
aragrtgcct
cccagtgcty
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagetecg
gcggttagct
ctcatggtta
tctgtgactyg
tgctcttyce

ctcatcattg
tccagttcga

agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc

gttccgegea

cttataatgg
cactgcattc
cgtcgaccte
gttatccget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattagd
tgcggcgagce
ataacgcagg
ccgegrrget
gctcaagtca
gaagctcect
ttctecctte
tgtaggtegt
gcgccttatce
tggcagcagc
tcttgaagty
tgctgaagee
ccgctggtag
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccgr
caatgatacc
ccggaagggc
attgttgccy
ccattgctac
gttcccaacyg
ccttegatcc
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat

gaaaacgttc
tgtaacccac

ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegyg

catttcceceg

22

ttacaaataa
tagttgtagt
tagctagage
cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gcgcetettece
ggtatcagct
aaagaacatg
gygcgttttec
gaggtggcga
cgtgcgctct
gggaagcgty
tcgcteocaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cagtttrttt
tttgatctrt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcegategtt
gcataattct
aaccaagtca

acgggataat

ttcggggega
tcgtgcacce

aacaggaagqg
catactcttc
atacatattt

aaaagtgcca

agcaatagca
ttgtccaaac
ttagcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectegce
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctec
aacccgacag

cctgttccga

gcgctttete

ctgggactgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
gtttgcaagc
tctacgggyt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgecac

daactctcaa
aactgatctt

caaaatgcceg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtc

7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780

2840
9900

9960
10020
10080
10139
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<210> 3

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
attcctcagt gacccaggag ctgaca 26

<210> 4

<211> 42

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
ctactctcca aactgatcaa tgaccttctg tatccacttc tt 42

<210>5

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
tccgcagagc aatggcggtg tct 23

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
ccaacatctg gccccttcag aact 24

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
acacctctgg ttcagacctt tctt 24

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
aatcgctcat ggaaaggagt attt 24

<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9
caacaaaggc tccaggagat tgaacgc 27

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
tggaggacaa aaccgaaaga ga 22

23



10

15

20

25

<210>11
<211>18
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

catccgagcc ctccacaa 18

<210>12
<211>25
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

ctcctggaat cctacatcga cggge

<210>13
<211>10238
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Vector

<400> 13

gacggatcgg
ccgcatagrt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
cccgeecatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tegetattac
actcacgggyg

aaaatcaacg

gagatctcec
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttycy
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgeee
catgacctta
catggtgatyg
atttccaagt
ggactttcca
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25

gatcccctat
ctgctccety
acaaggcaag
ctgcttcyeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tygggactttc
cggttttygce
ctccacccca

aaatgtcgta

gatgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacggygc
ttacggggtc
atggcccgec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa

acaactccgc

24

cagtacaatc
ggaggtcgct
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccyg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcotgga
tgggagtttg
cccattgacyg

tgctctyaty
gagtagtygcg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cCcaacgacc
gggactttece
catcaagtgt
gccrggcatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttagcacc
caaatgggcg

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



gtaggcgtgt
ctgcttacty
grttaaactt
ttattcctca
ctggctgect
ctcctcagea
aggtgcgcaa
ccttcgagge
gtgagacagc
agggtcragg
agctatggag
ccgacctaca
acactacaga
aagtcactgt
tggagcagtg
atgggctccc
acttcaactc
agggcgtgtg
attgtgagga
ccatcgaagg
gctcgggaga
aaaccgaaag
cagagatcgg
tgtgtggggc
acccgecctyg
cccygcaccay
accccaggta
agcctgttac
ccagcettgct
cgtggacagce
ttgtggagcg
gtgctggtta
gaccctttgt
ggggtgaagg

acggtgggag
gcttatcgaa
aagctrggta
gtgacccagg
ggccctyyct
agcacggtcg
gggcaacctyg
tctggagtec
gaggacgcct
tacgaactac
gagtcgctac
ggagaatttc
ccccaccgtg
agcgatgact
tgtccctgat
ctgcctggee
agctgtgcag
gtgctatgtyg
ggccgtggag
gcgtaccgee
ggcagactgt
agagctectg
catgtcacct
cagcctcatce
ggacaagaac
gtacgagcga
caactggcgyg
cttcagtgac
ccaggetgga
caacgttggt
gccggtctge
caagcctgat
catgaagagc

ctgtgaccgg
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gtctatataa
attaatacga
ccgagcrcgg
agctgacaca
gccctgtgta
ctgctccage
gagcgagagt
tccacggcta
cgagataagc
cgagggcatg
ccacataagce
tgccgeaace
aggaggcagg
ccacgctecyg
<cgggggcagc
tgggccageg
ctggtggaga
gccgggaage
gaggagacag
accagtgagt
gggctgcgac
gaatcctaca
tggcaggtga
agtgaccgct
ttcaccgaga
aacattgaaa
gagaacctgg
tacattcacc
tacaaggggc
aaggggcage
aaggactcca
gaagggaaac
cCctttaaca

gatgggaaat

gcagagctct
ctcactatag
atccactagt
ctatggcgea
gcettgtoca
gggtccggeg
gcgtggagga
cggatgtgtt
ttgctgcaty
tgaacatcac
ctgaaatcaa
ccgacagcag
aatgcagcat
aaggctccag
agraccaggg
cacaggccaa
acttctgccg
ctggcgactt
gagatgggct
accagacttt
ctctgttcga
tcgacggygcy
tgcttttceg
gggtcctcac
atgacctrce
agatatccat
accgggacat
ctgtgtgtct
gggtgacagg
ccagtgtect
cccggatecg
gaggggatgc
accgcrggra
atggcttcta

25

ctggctaact
ggagacccaa
ccagtgtggt
cgtccgagge
cagccagcat
agccaacacc
gacgtgcagc
ctgggccaag
tctggaaggt
ccggtcagac
ctccactacc
caccacggga
ccctgtctgt
tgtgaatctg
gcgcctggeg
ggcccigage
caacccagac
tgggtactgce
ggatgaggac
cttcaatcey
gaagaagtcg
cattgtggag
gaagagtccc
cgcogeecac
ggtgcgecatt
gttggaaaag
tgccctgatyg
gcccgacagy
ctggggcaac
gcaggtggty
catcactgac
ctgtgaaggt
tcaaatgggc

cacacatgtg

agagaaccca
gctggctage
ggaattgccc
ttgcagetyc
gtgttcctagy
ttcttggagy
tacgaggagg
tacacagctt
aactgtgctyg
atrgagtocc
catcctggyyg
cectggtgcet
ggccaggatc
tcacctccat
gtgaccacac
aagcaccagyg
dgggatgagg
gacctcaact
tcagacaggg
aggacctrtg
ctggaggaca
ggcteggatg
caggagctgc
Tgcctectgt
ggcaagcact
atctacatcc
aagctgaaga
gagacggcag
ctgaaggaga
aacctgceca
aacatgttct
gacagtggag
atcgrctcat

ttcegectga

840

900

9860
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
2760
2820



agaagtggat
tccagcacag
cgactgtgcec
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
aaagaaccag
cggcgggtgt
ctccrttcge
taaatcgogg
aacttgatta
gtgggagrgyg
tggcaactag
aattgcectt
ctcaggagga
aaagggtctc
taatatcaga
ctttcgcaac
ctcetggage
cccttttact
tccattctce
ctctgtagtg
cttatggtac
ctgttctgec
caggtcttca
ctcagtgtogg
gtccatcaag
gatgtccaca
atcaaagtag
ggcatattgce
agggttaagyg
gtgggagegy
gttatagccc
cagggtgaag

acagaagqgtc
tggcggccgc
ttectagttye
tgccactecc
gtgtcattct
caatagcagg
ctoggggctct
ggtggttacg
tttcttccct
gctcccttta
gggtgatgot
caccttccag
aaggcacagt
ccaacatctg
ttagaatgty
aagrrtgeat
tttcgaagtg
aagaagcgga
ctttgttgge
tccoccttocea
accttttcct
ttgacataga
tcaccagcag
acaagctcca
ctcacaaaat
ttgtctaggce
agtggttgca
cgagggtcaa
atctrggggct
ttcagcatgt
tagceccagtt
gagtgcacca
tgggtgagaa
gcagctceca
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attgatcagt
tcggttecta
cagccatctg
actgtccttt
attctggggg
catgctgdag
agggggtatc
cgcagcgtga
tccttteteg
gggttccgat
tcacatcgat
ggtcaaggaa
cgaggctgat
gcceccttca
aagaatccgt
aagtcacctc
agatacaagt
agaatcgctc
gtctaagaaa
acagaggctg
ttaattctty
cgtacatgta
gcaactgcat
cagtcacttc
tetecaagty
tgctcttgat
cccaggatgt
aaatcctctg
cagtgacartt
ctgcatgatc
cyccagtgeg
tcatgtccca

aatgagaata

gctoargycyg

ttggagagta
gagggcccgt
ttgtttygcee
Ccctaataaaa
gtggggtagg
atgcggtogg
cccacgegec
ccgctacact
ccacgttcge
ttagtgcttt
gcaatttcct
ggcacggggg
cagcgggttt
gaactctgag
gtrrtgaggga
ctgggccage
catcaggaag
atggaaagga
ggtctgaacc
cagctctggyg
cagatatgec
gcaagaaggdy
tttttctcce
ccectgeage
cagtccaggg
ttecctgtaac
gcgctgaaag
ctggaagegy
atacttggga
cttccatcge
gccatcacgg
ggaatagcca
gggcaggaat
cagccctggq
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gaagggcaat
ttaaacccgce
ctccceogty
tgaggaaatt
gcaggacagc
ctctatgget
ctgtagcgge
tgccagegec
cggetttece
acggcacctc
cattttatta
aggoycaaac
aaacgggecc
tggacaggat
ttcagttctce
tgctccaggg
ctgcggcgaa
gtatttcgec
agaggtgttg
ggtagaggcc
aggtettget
ctaggtgatg
tctcgaagag
agctggatgc
daatctgcaa
ttggccctee
ggtgaccaag
tcattgatygg
4gcaggogqco
cgactctgtyg
taggtgatct
tacageccat
agctgctcca

ttcrggecac

tctgcagata
tgatcagcct
ccttecttga

gcatcgcatt

aaggggygagy
tctgagycag
gcattaagcg
ctagcgcceg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
ggaaaggaca
aacagatggc
tctagactcg
caggatttga
caactgcctc
aaggacggcc
agacatagag
ggcgttcaat
gctcagggece
ctgtttcact
ccagtgcaag
tcgtatacac
tctggttctt
tagtgttgcc
tgaagaccac
agggagacag
cggcctgcac
agacccaaat
tcaggcaagr
taaataccce
tcacgtgctg
ttgtccagtt
ggaggtagag
ttttgccccy

2380
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
4620
4680
4740
4800
4860



gctcctctta
ttgcaacctt
agggctgctg
gcagtggaag
gaaaccagct
ctcctcagac
ggaatagcct
gaagatctgg
ggcattcagc
ggccaacaac
ataccagtat
gceccagtyce
gcgtagggea
cagagagcty
acgaaagaca
ccaactggac
gggccctgag
cgcggacecyg
agtggatccg
tagtgagtcg
gcttrttgea
aggccgaggce
aatgggcgga
ttgctgacta
ttccacaccc
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggec
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgecca

ctaatttttt
tagtgaggag

tacacacagg
cgggggeagt
gccagcatga
taggacacaa
gagaggtcaa
aacagcagtt
tcaacccagt
ccacggagca
agaccgtcca
ccatacagat
ggcagcagga
c¢ccagaaaca
tccagcaagy
agcccecget
gctaagcettg
aaatctgtcc
atcagttcag
gcagacaccg
agctcggtac
tattaatttc
aaagcctagg
ggcctegygec
actgggcgga
attgagatgc
taactgacac
cgecctttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tccegeocct
ttatttatgc
gctrttttgg
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aaacactggg
aggacaccag
cgtaggagaa
agaacaggce
gcageageee
tgaagggact
ctgcatccag
ctgcatagtt
cagaccagta
aggagtggtt
ataacacaca
tgatggtgta
ggaagcggca
cctygggaat
cagggtccgt
actcaaaacc
cCcttgtettt
ccattgctct
caagcttaag
gataagccag
cctccaaaaa
tctgcataaa
gttaggggcy
atgctttgea
acattccaca
cgttggagte
ctatctcyggt
aaaatgagct
agggtgtaga
ttagtcagca
catgcatctc
aactccgeec
agaggocgay
aggcctagge

ctgaggggct
cttccgagge
cataccaatg
aatggatctt
accccagtgt
gaagagccag
ctttttcaca
ccaaaggggc
gtggtttgca
gttccatgat
gcttatccgg
gacaagatac
cacatccagc
gtctagcacce
tggtcgattce
caagagtttc
ctgtactrta
gcggaaaggg
tttaaacgct
taagcagtygg
agcctectca
taaaadaaat
ggatgggcgg
tacttctgcc
gccggatcga
cacgticttt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtccccayg
accaggtgtyg
aattagtcag
agttccgece
gccgectety
ttttgcaaaa
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gccttgaggg
cactcagggo

ctgaaaagct
gagacatcaa
acgaccagca
tgccgggaca
cccgcaatga
acgtgggcat
tccatgaatg
gtcttgtcca
tagcacaggc
atccagtcaa
ccatcaaggt
atcaagaacc
agcagggtca
cctattcggce
tctgagctgg
caattccacc
agccagettyg
gttctctagt
ctacttctgg
tagtcagcca
agttaggggc
tgctggggag
tgtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacqg
gctccecage
gaaagtcccce
caaccatagt
attctcegec
cctctgaget
agctcccggg

gcaacagttg
agcagaagag
gggaattcat
aaaagagcag
gyctagtcag
aatattccat
agtacacaat
tcctectatyg
ttagctgaaa
ggagaaacac
ccagcatcat
gtggcagtag
atttccggte
Caaaaagaaa
ccagectecg
tgtcctgect
gcgaggtccg
acactggact
ggtctcécta
tagccagaga
aatagctcag
tggggcggag
gggdactatgg
cctggggact
cgccctgata
tcttgttcca
ggattttgcc
cgaattaatt
aggcagaagt
aggctcccca
ccegeccecta
ccatggctga
attccagaag

agcttgtata

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
3880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900



tccattttcg
ggattgcacy
caacagacaa
gttctttttg
cggctatcgt
gaagégggaa
caccttgetc
cttgatccgg
actcggatgy
gcgccageceg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgccgetc
gcgggactet
tcgattccac
gctgoatgat
trattgcage
catttttttc
tctgtatace
tgtgaaattg
aagecctgggg
ctttccagtc
gaggcggttt
tecgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacy
ttcceectgg
tgtccgoctt
tcagttcggt
ccgaécgctg
tatcgecact

ctacagagtt

gatctgatca
caggttctec
tcggetgete
tcaagaccga
ggctggcecac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgcec
aagccggtct
aactgttcge
gcgatgcctg
grggccggct
ctgaagagct
ccgattegea
ggggttcgaa
cgccgecttce
cctccagege
ttataatggt
actgcattct
gtcgacctct
ttatccgete
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgrattggg
gcggcgageg
taacgcagga
cgcgttgctg
ctcaagtcag
aagctccctc
tctcccttcg
gtaggtcgtt
cgccttatee
ggcagcagcc

cttgaagtgg
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agagacagga
ggccgettgg
tgatgceyce
cctgtccggt
gacgggcgtt
gctattgggce
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
dgggtgtggcyg
tggcggcgaa
gcgecatcgcc
atgaccgace
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agctagagct
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccagce
cgctcttecy
gtatcagctce
aagaacatgt
gcgtitttee
aggtggcgaa
gtgcgctcte
ggaagcgtag
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca

tggcctaact

tgaggatcgt
gtggagagac
gtgttccgge
gccctgaatg
ccttgcgcag
gaagtgccgy
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgy
gcgcgeatgc
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgacc
ttctatcgec
aagcgacgcc
tgggcttcgg
tgctggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
tggcgtaate
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttccteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccyg
acccgacaqgg
ctgttccgac
cgctrrctea
£gggctgrgr
gtcttgagte
ggattagcag

acggctacac

28

ttcgecatgat
tattcggcta
tgtcagegea
aactgcagga
ctgrgctcga
ggcaggatct
caatgcgycyg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggega
aaaatggccyg
aggacatagc
gcttectegt
ttcttgacga
caacctgeca
aatcgrttrrc
cttcgcecac
cacaaatttc
catcaatgta
atggtcatag
agecggaagye
tgcgttgoge
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccceectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacgc
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat

tagaagaaca

tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgeccy
cgaggcagceg
cgrrgtcact
cctgtcatct
gctgcatacyg
gcgagcacgt
tcaggggete
ggatctcgtc
cttttctgga
gttggctacc
gctttacggt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgccg
cccaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
ctgtttccty
ataaagtgta
tcactygcceg
<gcgegygga
ctgcgetegyg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcegt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta

6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940



10

tctgcgetet
aacaaaccac
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctgc
accagccagc
agtctattaa
acgttyttge
tcagctcego
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
getcttgecc
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttctgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttccgegeac
<210> 14
<211> 9683

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Vector

<400> 14

gacggatcyay
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg

ccegeecatt

gctgaageca
cgctggtage
agaagatcct
agggattttg
atgaagritt
cttaatcagt
actccoccgte
aatgataccg
c¢ggaagggcc
ttgttgccgg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttceccga

gagatctece
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgcg
tagttattaa
cgttacataa

gacgtcaata
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gttaccttcg
gotttrtity
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg.
tcaaggcgag
ccgatcgtty
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccea
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg

aaagtgccac

gatcccctat
ctgctecctyg
acaaggcaag
ctgcttcgcy
tagtaatcaa
cttacggtaa

atgacgtatg

gaaaaagagt
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatara
tcrcagegat
ctacgatacg
gctcaccggce
gtggtcctgce
taagtagttc
tgtcacgcte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacdgtc

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggeecgec

ttcccatagt

29

tagtagctct
gcagattacg
tgacgctcag
gatctrcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttogt
ccccatgttg
gttggccygca
gccatccgta
gtgtatgcgy
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaage

gaaaaataaa

cagtacaatc
ggaggtcgct
caattgcatyg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccy

aacgccaata

tgatccggca
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggec
tcagcaataa
gcctccatcc
agttigcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaataggay

tgctctgaty
gagtagtgcy
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc

gggactttcc

9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10238

60
120
180
240
300
360
420



attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtot
ctgcttacty
gtttaaactt
trattcctca
cagcgegtga
tatctactca
aatcggccaa
agagaatgta
gaaagaacaa
tgtttaaatg
ggatttgaag
gagcagtttt
cgacttgcag
tctgtttcac
gtaaattcta
aatgacttca
gttgttttga
attgtaactg
cataatattg
caccacaact
gacgaaccct
acgaacatct
aaagggagat
tgtcttcgat
ggaggtagag
accagtttct
ggaatatata

taatgaaaga

atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catggtrgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
aagcitggta
gtgacccagg
acatgatcat
gtgcrgaatg
agaggtataa
tggaagaaaa
ctgaattttg
gcggcagetyg
gaaagaactg
gtaaaaatag
aaaaccagaa
daacttctaa
ctgaagctga
ctegggttgt
atggtaaagt
ctgcccactg
aggagacaga
acaatgcage
tagtgctaaa
tcctcaaate
cagctttagt
ctacaaagtt
attcatgtca
taactggaat
ccaaggtatc

tggatttcca
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tatttacggt
cctattgacg
tgggactitc
cggtrtttggce
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
ccgagctcgg
agctgacaca
ggcagaatca
tacagttter
ttcaggtaaa
gtgtagtttt
gaagcagtat
caaggatgac
tgaattagat
tgctgataac
gtcctgtgaa
gctcacccegt
aaccattttg
tggtggagaa
tgatgcattc
tgttgaaact
acatacagag
tattaataag
cagctacgtt
tggatctggc
tcttcagtac
caccatctat
aggagatagt
tattagctgg
ccggtatgtc

aggatccage

aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgc
gcagagctet
ctcactatag
atccactagt
cttagaaggg
ccaggectca
cttgatcatg
ttggaagagt
gaagaagcac
gttgatggag
attaattcct
gtaacatgta
aaggtgottt
ccagcagtyc
gctgagacty
gataacatca
gatgccaaac
tgtggaggct
ggtgttaaaa
caaaagcgaa
tacaaccaty
acacctattt
tatgtaagtg
cttagagttc
aacaacatgt
gggggacccc
ggtgaagagt
aactggatta
acagtggcyg

30

cttggcagta
taaatggcec
gtacatctac
tgggcgtaga
tgagagtttg
cccattgacg
c¢tggctaact
ggagacccaa
ccagtgtagt
caattctgca
tcaccatctg
aaaacgccaa
ttgttcaagy
gagaagtttt
atcagtgtga
atgaatgttg
acattaagaa
gctcctgtac
catttccatg
tttttectya
ctcaaagcac
caggtcaatt
ctatcgttaa
ttacagttgt
atgtgattcg
acattgccct
gcattgctga
gctgagggaag
cacttgttga
tctgtgetygg
atgrtactga
gtgcaatgaa
aggaaaaaac

ccgetegagt

catcaagtot
gcctggecatt
gtattagtca
tagcggtityg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccca
gctggctagce
ggaattgccc
gatcaccatg
ccttttagga
caaaattctg
gaaccttgag
tgaaaacact
gtccaatcca
gtatcecttt
tggcagatgc
tgagggatat
tggaagagtt
tgtggactat
ccaatcattt
cccttggcag
tgaaaaatgg
cgcaggtgaa
aattattcce
tctggaactg
caaggaatac
ggtcttccac
ccgagecaca
cttccatygaa
agtggaagag
aggcaaatat
aaagctcact

ctagagggce

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



cgtttaaacc
ccccreccccce
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatyg
gcecctgtage
acttgccage
cgceggettt
tttacggcac
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tccgeccagt
ggccgaggec
cctaggetet
gaaattaata
graccgagct
cggtgtctgce
ctgaactgat
ggacagattt
caagcttage
agcggggact
ccttgetgga
tgtttctggg
tcctgetgee
atctgtatyg
tggacggrct
tgctccgtgg
actgggttga
aactgctgtt
ttgacctctc
ttgtgtccta
tcatgctgge

actygcecccg

cgctgatcag
gtgccticct
attgcatcge
agcaaggggy
gcttctgagy
ggcgcattaa
gccctagege
ccecgtcaaq
cttcgacecc
tccccaggct
aggtgrggaa
tagtcagcaa
tccgeccatt
gccteggect
tgcaaaaagce
cgactcacta
cggarccact
cgggtccgey
ctcagggcce
gtccagttgg
tgtctttegt
cagctctctyg
tgcccracge
ggcactggge
atactggtat
gttgttggce
gctgaatgce
ccagatcttc
aggctattcc
gtctgaggag
agctggtrtc
cttccactgce
cagcagecct
aaggttgcaa
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cctcgactgt
tgaccctgga
attgtctoag
aggattggga
cggaaagaac
gcgcggcggy
ccgctecttt
ctctaaatcg
aaaaaacttg
ccecageagg
agtccccagg
ccatagtccc
ctccgecceca
ctgagctatc
tctetggeta
tagggagacc
agtccagtgt
cggacctcgc
agygcaggaca
cggaggctgg
trtetttteg
gaccggaaat
ccactgccac
atgatgctgg
gtgtttctee
tttcagctaa
cataggagga
attgtgtact

atggaatatt

ctgactagcc
ctgctctttt
atgaattccc
ctcttetget
caactgttgc

gecttetagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctgggac
tgtggtggtt
cgctttcttc
ggggctccct
attagggctg
cagaagtatg
ctccccagea
gccoctaact
tggctgacta
ccagaagtag
actagagaac
caagctgact
ggtggaattg
ccagctcaga
gccgaatagg
tgaccctgcet
ggttcttgat
accttgatgg
ttgactggat
gcctgtgcta
tggacaagac
cattcatgga
atgcccacgt
tcattogcagg
tgtcceggca
tgctogtegt
ttgatgtcte
agcttttcag
ccectgagtg

ccctcaaggce

31

tgccagcecat
cccactgtee
tctattctgy
aggcatgctg
tctagggggt
acgcgeageg
ccttectttc
ttagggttec
tggaatgtgt
caaagcatgc
ggcagaagta
cecgeccatec
atttrtrtta
tgaggagyct
ccactgctta
agcgtttaaa
ccctrtecyc
taaagtacag
gaaactcttg
gaatcgacca
ggtgctagac
gctggatgty
gratcttotc
ccggataagce
atcatggaac
tgcaaaccac
gccectttygy
tgtgaaaaag
ctggctette
gcactggggt
aagatccatt
cattggtatg
gceteggaag

agcccectcag

ctgttgtttog
tttcctaata
ggggtdgggr
gggatgcogt
atccccacgc
tgaccgctac
tcgccacgtt
gatttagtyc
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccctaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctggcttatc
cttaagctty
agagcaatyg
aaagacaagg
ggttttgagt
acggaccctyg
attccccagy
taccgettcc
tacaccatca
tgtgtgttat
aaccactcct
tactggtctg
aactatgcaqg
ctggatgcag
agtccctica
gggctgctgce
ggcctgttct
ttctcctacg
ctggtgtcct
cccagtgttt

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



cctgtgtgta
tgggagctge
ttctcaccea
tggtgcactc
aactgggceta
acatgctgaa
agccccagat
ttgacccteg
tgcaaccact
gcctagacaa
attttgtoag
tggagcttgt
ctgctggtga
tctatgtcaa
aggaaaaggt
tggaagggga
gccaacaaag
tccgettctt
cacttcgaaa
atgcaaactt
cacattctaa
cagatgttgg
tttgacgtty
caaccctatc
gttaaaaaat
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatgc
cccctaactce
tatgcagagg
tttggaggcc
gatcaagaga
tcteegyecy

tgctetgatg

taagaggagc
cttcacccty
gggctataac
ccgeteccac
ccttaaccct
gcaatatgcc
ctactttgat
tgtggacatc
cttgatggac
ccacactgag
tgaagacctyg
ggcagaacag
gtaccataag
cactacagag
dgagaatgga
agtaaaaggg
gctccaggag
gttgcgaaaqg
tctgatatta
gagacccttt
tcctectgag
aagggcaate
gagtccacgt
tcggtetatt
gagctgattt
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgcccagtte
ccgaggecgc
taggctttty
caggatgagg
ctigggrgga
ccgeegtgtt
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cggggcaaaa
ctctacctee
aactggacaa
cagcacgtga
ggggtattta
acttgectga
atttgggtct
gtgcaggceg
ctgtctcocct
gtggtcttca
ggcaacacta
aagaaccaga
gtgtatacga
cttgcactgg
agtgaaacag
ggccctgagc
attgaacgcc
ctctatgtct
ggccgtcctt
gaggcagttg
tcaaatccty
cgagtctaga
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
cccaggetec
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcecattct
ctctgectcet
caaaaagctc
atcgtttege
gaggctattce
ccggetgtca

gtggccagaa
tggagcagct
atgggcetgta
agatcaccta
cacagagtcg
gcegectget
ccatcaatga
cttggtcacc
ggagggccaa
ttgcagattt
gcatccagct
ctcttcgaga
catcacctag
agcaagacct
ggcctctacc
caacacctct
ggcgaaatac
ttcgccgcag
ccctggagea
gagaactgaa
atcctgtcca
gggeecgece
tggactetty
ataagggatt
taacgcgaat
ccagcaggca
fccccaggcet
atagtcecgce
ccygccccatqg
gagctattcc
ccgggagett
atgattgaac

ggctatgact
gegeagggoc
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gccagggetg
attcctgeec
tggctattcc
ccgtgatggc
gcgatggaag
tcccaagtat
ccgcttccag
ctitcagege
gttacaggaa
ccctggactg
gcrgcaggag
gggagaaaaa
ccettettge
ggcatatctg
cccagagctyg
ggttcagacc
tcctitccat
cttcctgaty
gctggcccag
tcecctcaaac
ctcagagttc
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcegattt
taattctgtg
gaagtatgca
ccccageagg
ccctaactec
gctgactaat
agaagtagtg
gtatatccat
aagatggatt
gggcacaaca

gcceggttct

cgccatcagce
tattctcatt
tgggacatga
cgcactqgcy
gatcatgcagd
aatgtcactg
cagaggattt
acatcctggg
atcaagagca
cacttggaga
gaagtgactg
atgcagttge
tacatgtacg
caagaattaa
cagcctctgt
tttcttagac
gagcgattct
acttgtatct
gaggtgactt
acggattctt
tgaagggggc
Ttittcgccc
gaacaacact
cggcctatty
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcccateccg
tttttttatt
aggaggcttt
ttteggatet
gcacgcaggt
gacaatcggc
ttttgtcaag

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



accgacctgt
gccacgacgg
tggctgetat
gagaaagtat
tgcccattcg
ggtcttgteg
ttcgccagac
gcetgettgce
cggctgggtg
gagcttggeg
tcgecagcgea
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcgggga
atggttacaa
attctagtty
cctetageta
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtcgtg
ttgggcactc
gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggcgtt
gtcagaggtg
ccctegtygcy
cttcoggaag
tcgttegete
tatccggtaa
cagccactygy
agtggtggcc
agccagttac
gtagcggttt
atccrttgat

ccggtgecct
gcgttoctty
tgggcgaagt
ccatcatgge
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgcyg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggc
tcgecttcta
cgaccaagcg
aaggttgggc
tcrcatgety
ataaagcaat
tggtttotce
gagcttgycg
tccacacaac
ctaactcaca
ccagergeat
ttccgcttec
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccy
ctctcctgtt
cgtggcgett
caagctgugce
ctatcgtett
taacaggatt
taactacggc
cttcggaaaa
ttttgtttgc
cttttctacy
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gaatgaactyg
cgcagetatg
gccggggeag
tgatgcaaty
gaaacatcge
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgctte
tcgecttott
acgcccaacc
ttcggaatcy
gagrtctecy
agcatcacaa
aaactcatca
taatcatggt
atacgagccg
ttaattgcgt
taatgaatcg
tcgotcacty
aaggcggtaa
aaaggccage
ctccgececc
acaggactat
ccgaccctye
tctcataget
tgtgtgcacy
gagtccaacce
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
aagcagcaga

gagtctgacg

caggacgagg
ctcgacgtty
gatctcctgr
cggcygctge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgctttt
atagcgttgaq
ctcatactet
gacgagttct
tgccatcacg
ttttccggga
cccaccecaa
atttcacaaa
atgtatctta
catagctgtt
gaagcataaa
tgcgctcact
gccaacqgege
actcyctygcy
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aacceccogt
cggtaagaca
ggtatgtagg
gaacagtatt
gctcttgate
ttacgcgcag
ctcagtggaa

33

cagcgcgget
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgegee
tcgtecgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtratcgc
tctgagcggg
agatttcgat
cgceggctgg
cttgrrratt
taaagcattt
tcatgtctgt
tcctgtgtoa
gtgtaaagcc
gccegettte
ggggagaggc
ctcggtcgtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgfttccc
atacctgtcc
gtatctcagt
tcagcccgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
¢ggcaaacaa
aaaaaaagga

Cgaaaactca

atcgtggcty
g9gaagggac
tgctcctygcc
teeggetace
gatggaagcc
agccgaacty
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctceccgat
actctggggt
tccacegecg
atgatcctec
gcagcttata
ttttcactgc
ataccgtcga
aattgttatc
tggggtgect
cagtcgggaa
ggtttgcgta
cggctgcggc
ggggataacyg
aaggccgcgt
cgacgctcaa
cctggaagcet
gcetttctec
tcggtgtage
cgctgcgect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetga
accaccgcetyg
tctcaagaag

cgttaaggga

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
3400
8460
8520
8580



10

ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggccgageg
gccgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctccgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcggg
ccactcgtgc
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat

cccgaaaagt

<210> 15
<211> 9781
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Vector

<400> 15

gacggatcgg
ccgcatagtt

cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttecyg
ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgcc

atgcccagta

gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
CLLCCttttt
atttgaatgt

gccacctyac

gagatctccce
aagccagtat
traagctaca
gcgttttgceyg
tagttéttaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtagag
aagtacgcce

catgacctta
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aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
ccggetecag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctcgtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgecat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcageat
gccgeaaaaa
caatattatt
atttagaaaa

gtc

gatcccctat
ctgcteectg
acaaggcaag
ctgcttcgeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc

tcacctagat
aaacttggtc
tatttegtte
gcttaccatce
atttatcagc
tatccgecte
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
ccgtaagaty
tgcggcgace
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta

ataaacaaat

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggcccgec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgy

ctacttggca

34

ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccecagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagce
aaaagcgott
atcactcatg
cttttctgty
gagttgctcr
agtgcrcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgyg
tcagggttat
aggggttccg

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccy
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc

gtacatctac

taaaaatgaa
caatgcttaa
gectgactec
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgre
gttgccatty
tceggttcec
agctecttey
gttatggcag
actggtgagt
tgcccggcgt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgagtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga

cgcacattte

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctge
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggcatt
gtattagtca

8640
8700
8760
8820
8380
8940
9000
9060
2120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9683

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



tcgctattac
actcacgyggg
daaatcaacq
gtaggcgtgt
ctgcttactg
gtttaaactt
ttattcctca
agcgcygtgaa
atctactcag
atcggccaaa
gagaatgtrat
aaagaacaac
gtttaaatog
gatttgaagg
agcagttttg
gacttgcaga
ctgtttcaca
taaattctac
atgacttcac
ttgttttgaa
ttgtaactgc
ataatattga
accacaacta
acgaaccctt
cgaacatctt
aagggagatc
gtcttcgatc
gaggtagaga
ccagtttctt
gaatatatac
aatgaaagat
cgtttaaacc
ccccteeccec

aaatgaggaa

catggtoatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgygag
gcttatcgaa
aagcttggta
gtgacccagg
catgatcatg
tgctgaatgt
gaggtataat
ggaagaaaag
tgaattttgg
cggcagttge
aaagaactgt
taaaaatagt
aaaccagaag
aacttctaag
tgaagctgaa
tegggttgtt
tggtazagtt
tgcccactgt
ggagacagaa
caatgcagck
agtgctaaac
cctcaaattt
agctttagtt
tacaaagttc
ttcatgtcaa
aactggaatt
caaggtatec
ggatttccaa
cgctgatcag
gtgccttect

attgcatcgc
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cggttttggce
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
ccgagetcgg
agcigacaca
gcagaatcac
acagtttttc
tcaggtaaat
tgragttttg
aagcagtatg
aaggatgaca
gaattagatg
gctgataaca
tcctgtgaac
ctcacccegtg
accattttgg
ggtggagaag
gatgcattct
gttgaaactg
catacagagc
attaataagt
agctacgtta
ggatctggct
cttcagtacc
accatctata
ggagatagtg
attagctgog
cggtatgrca
ggatccagca
cctegactgt
tgaccctgga
attgtctgag

agtatatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctct
ctcactatag
atccactagt
cttagaaggg
caggcctcat
ttgatcatga
tggaagagtt
aagaagcacg
ttgatggaga
ttaattccta
taacatgtaa
aggtggtttyg
cagcagtgcc
ctgagactgt
ataacatcac
atgccaaacc
gtggaggctc
gtgttaaaat
aaaagcgaaa
acaaccatga
cacctattty
atgtaagtag
ttagagttcec
acaacatgtt
ggggacccca
gtgaagagtg
actggattaa
cagtggcggce
gccttetagt
aggtgccact

taggtgtcat

35

tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctraact
ggagacccaa
ccagtgtygt
caattctgca
caccatctge
aaacgccaac
tgttcaagog
agaagttrttt
tcagtgtgag
tgaatgttgg
cattaagaat
ctcctgtact
atttccatgt
ttttcctgat
tcaaagcacc
aggtcaattc
tatcgttaat
tacagttgtc
tgtgattcga
cattgccctt
cattgctgac
ctgagggaagg
acttgttgac
ctgtgctgyc
tgttactgaa
tgcaatgaaa
ggaaaaaaca
cgcteggtitc
tgccagccat
cccactgtec

tctattctyg

tagcggttity
ttttggcacce
caaatgggcy
agagaaccca
gctggctage
ggaattgecc
gataccatgc
cttttaggat
aaaattctga
aaccttgaga
gaaaacactg
tccaatecat
tygtecetttyg
ggcagatgcg
gagggatatc
ggaagagttt
gtggactatg
caatcattta
ccttggcagg
gaaaaatgga
gcaggtgaac
attattcctc
ctggaactgqg
aaggaafaca
gtcttccaca
cgagccacat
ttccatgaag
gtggaaggga
ggcaaatatg
aagctcactt
ctagagggee
ctgttgtttg
tttcctaata

9999tg9g999t

660

720

780

840

200

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



9gagcaggac
gggctctatg

gccetgtage
acttgccagce
cgccggcttt
tttacggcac
cctcatttta
gggaggggca
tttaaacggy
gagtggacay
ggattcagtt
agctgctcca
aagctgcggce
ggagtatttc
accagaggtg
gggggtagag
geccaggtctt
gggctaggty
ccctetcgaa
agcagctgga
gggaaatctg
aacttggccc
aagggtgacc
cggtcattga
ggaagcaggc
cgccgactct
cggtaggtga
ccatacagec
aatagcrgct
ggcttctggc
gctgcettga
ggccactcag
atgctgaaaa

cttgagacat

agcaaggggg
gcttctgagy
ggcgcattaa
gccctagege
ccccgtecaag
ctcgacccca
ttaggaaagg
aacaacagat
ccctetagac
gatcaggatt
ctoccaactge
gggaaggacg
gaaagacata
gccggegttce
ttggctcaga
gccetgttte
gctcecagtgce
atgtcgtata
gagtctggtt
tgctagtgtt
caatgaagac
tccagggaga
aagcggectg
tggagaccca
ggctcaggca
gtgtaaatac
tcttcacgtg
catttgtcca
ccaggaggta
cacttttgcc
ggggcaacag
gggagcagaa
gctgggaatt

caaaaaagag

ES 2532470713

aggattggga
cggaaagaac
gcgeggcdgygy
ccgctecttt
ctctaaatcg
aaaaacttga
acagtgggag
ggctggcaac
tcgaattgcc
tgactcagga
ctcaaagggt
gcctaatate
gagctttcge
aatctcctyg
gceecoctttt
acttccattc
aagctctgta
caccttatgg
cttctgttct
gcccaggtét
cacctcagtg
caggtccatc
cacgatgtcc
aatatcaaag
agtggcatat
cccagggtta
ctggtgggag
gttgttatag
gagcagggtg
ccgactecte
ttgttgcaac
gagagggctg
catgcagtgg

caggaaacca

agacaatagc
cagctgygggc
tgtggtggtt
cgctttcttc
ggggctceet
ttagggtgat
tggcaccttce
tagaagygcac
cttccaacat
ggattagaat
ctcaagttty
agatttcgaa
aacaagaagc
agcctttgtt
acttcccctt
tccacctttt
gtgttgacat
tactcaccag
gccacaagcet
tcactcacaa
tggttgtcta
aagagtggtt
acacgagggt
tagatctggg
tgcttcagea
aggtagccca
cgggagtgca
ccctgggtoga
aaggcagctc
Ltatacacac
cttcgggyyc
ctggccagea
aagtaggaca

gctgagaggt

36

aggcatgctyg
tctagggogt
acgcegeageg
ccttectttc
ttagggttce
ggttcacate
cagggtcaag
agtcgaggct
ctggcccect
gtgaagaatc
cataagtcac
gtgagataca
ggaagaatcg
ggcgtctaag
ccaacagagg
cctttaattc
agacgtacat
caggcaactyg
ccacagtcac
aattctccaa
ggctgctctt
gcacccagga
caaaaatcct
gctcagtgac
tgtctgcatg
gttcgccagt
ccatcatgtc
gaaaatgaga
ccagctgatg
aggaaacact
agtaggacac
tgacgtagga
caaagaacaq

caagcagcag

gggatgcgagt
atccccacgce
tgaccgetac
tcgecacgtt
gatttagrtgc
gatgcaattt
gaaggcacgg
gatcagcggyg
tcagaactct
cgtgtttgag
ctectaggec
agtcatcagqg
ctcatggaaa
aaaggtctga
ctgcagctct
ttgcagatat
gtagcaagaa
cattttttct
ttccecctge
gtgcagtcca
gatttcctgt
tgtgcgctga
ctgctggaag
attatacttg
atccttcecat
gcggccatca
ccaggaatag
atagggcagg
gcgcagecct
goggcigagygg
cagcttccga
gaacatacca
gccaatggat

cccaccccag

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
4620
4680



tgcacgacca
cagtgccggg
acacccgcaa
ggcacgtggg
gcatccatya
gatgtcttgt
cggtagcaca
tacatccagt
agcccatcaa
accatcaaga
ttcagcaggg
ttccctattc
ttatctgage
gggcaattcc
gctagccage
tgggrtctct
tcactacttc
aattagtcag
<ggagttagg
gcctgetagg
cgatgtgggc
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
caggcteecc
gtggaaagtc
cagcaaccat
cccattctcce
ctgcctctga
aaaagctccec
cgtttcgcat
ggcrattcggy
ggctgtcagce

atgaactgca

gcaggctagt
acaaatattc
tgaagtacac
cattcctcct
atgttagctg
ccaggagaaa
ggcccageat
caagtggcag
ggtatticcy
acccaaaaag
tcaccagect
ggctgtcctg
tgggcgagot
accacactqg
ttaggtctcce
agttagccag
tggaatagct
ccatggggcg
ggcgggacta

gagcetggag
catcgeeety

gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaatta
agcaggcaga
cccaggcetee
agtCCCgCCC
gccccatage
gctattecag
gggagettyt
gattgaacaa
ctatgactgy
gcaggggege
gyacgaggca
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cagctcctca
catggaatag
aatgaagatc
atgggcattc
aaaggccaac
cacataccag
catgcccagt
tgggcgtagg
gtccagagag
aaaacgaaag
ccgecaacty
cctgggeect
ccgeycggac
actagtggat
ctatagtgag
agagcttttt
cagaggccga
gagaatgggc
tggttgctga
actttccaca
atagacggtt
ccaaactgga
gccgatttcg
attctgrgga
agtatgcaaa
ccagcaggca
ctaactccgc
tgactaattt
aagtagtgag
atatccattt
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttctet

gcgcggetat

gacaacagca
cctteaaccc
tggccacgga
agcagaccgt
aacccataca
tatggcagca
gcccccagaa
gcatccagea
ctgagceccece
acagctaagc
gacaaatcty
gagatcagtt
ccggcagaca
ccgageteqgy
tcgtattaat
gcaaaagcct
ggcggccteg

ggaactgggc
ctaattgaga

ccctaactga
tttegeectt
acaacactca
gcctattggt
atgtgtgtca
gcatgcatct
gaagtatgca
ccatcccgec
tttttattta
gaggettrtt
tcggatctga
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac

cgtggctgge

37

gtttgaaggg
agtctgcatc
gcactgcata
ccacagacca
gataggagtg
ggaataacac
acatgatggt
aggggaagcy
gctcetgggy
ttgcagggtc
tccactcaaa
cagccttgtc
ccgccattge
taccaagctt
ttcgataagc
aggcctccaa
gcetetgeat
ggagttaggg
tgcatgettt
cacacattcc
tgacgttgoa
accctatctce
taaaaaatga
gttagggtgt
caattagtca
aagcatgcat
cctaactccg
tgcagaggcece
tggaggccta
tcaagagaca
tccggecget
ctctgatgec
cgacctgree

cacgacgggc

actgaagagc
cagetttttc
gttccﬁaagg
gtagtggttt
gttgttccat
acagcttatc
gtagacaaga
gcacacatcc
aatgtctagce
cgttggtcga
acccaagagt
tttctgtact
tctgcggaaa
aagtttaaac
cagtaagcag
aaaagcctce
aazataaaaaa
gcgggatagy
gcatacttct
acagccggat
gtccacgttc
ggtcrattet
gctgatttaa
ggaaagtccc
gcaaccaggt
ctcaattagt
cecagttccg
gaggccgect
ggcttitgca
ggatgaggat
tgggtggaga
gccgtgrecce
ggtoccctga
gttccttgeg

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5830
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720



cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttcttga
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttcttcgec
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttyg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgceceect
aggactataa
gaccctgccg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceyg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagc
gcagcagatt
gtctgacgct
aaggatcttc

cgacgttgtc
tctcctgtca
gcggcetgcat
cgagcgagca
gcatcaggyy
cgaggatctc
ccgcttttet
agcgttgact
cgtgctttac
cgagttctte
ccatcacgag
ttccgggacg
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttatc
tagctgtttc
agcataaagt
cgeteactyge
caacgcgcgy
tcgctgegct
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cccceegttce
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccyg
acgcgcagaa
cagtggaacyg

acctagatcc
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actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgecyg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
tgtttattgc
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagecctg
cogettteca
g9agaggcygg
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcccce
acctgtcecgce
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
aaaaaggatc
aaaactcacg

ttttaaatta

gaagggactg
ctcctgcecga
cggctacctg
tggaagccygg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggeeg
ttgctgaaga
ctcccgattc
tctggggttc
caccgccygcec
gatcctecag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgacc
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgcggcga
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tdggaagctce
ctttctccet
ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
tcaagaapgat
ttaagggatt

aaaatgaagt

38

gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggetce
ctgcttgecg
gctgygtgtg
gcttggcgge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgcggygatc
ggttacaaat
tctagttgtyg
tctagctaga
ctcacaattc
tgagtgaget
ctatcgtgcee
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggc
ctcgtgcget
tcgggaageg
gttcgctcca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtttet
cctrtgatct
ttggtcatga

tttaaatcaa

ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcegea
aatatcatgg
gcggaccgct
gaatgggctg
gccttctatc
accaagcgac
ggttgggctt
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
gcttggcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgetttc
agctgggctyg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa

tctaaagtat

6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
2040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760



atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagyggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgccagtt
ctcgtegrtt
atcccecatyg
taagttggee
catgccatec
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat

c

acttggtctg
tttcgttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tecgecteca
aatagtttgc
ggtatggctt
Tigtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgctgttga
tttactttca
ggaataaggg
agcatttatc

aaacaaatag
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acagttacca
ccatagttge
gceccagtge
taaaccagcece
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggtiag
cactcatggt
tttetgtgac
gttgctcttyg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagegtttce
cgacacggaa
agggttattg
gggrrccgeyg

atgcttaatc
ctgactcece
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgccattgct
cggttcccaa
ctccttcygt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgage

cacatttccc

39

agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagace
gccgagegea
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctccgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttcggggce
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat

cgaaaagtgc

ctatctcagc
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgcce
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttca
ttgaatgtat

cacctgacgt

8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9781
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora CHO-S que comprende acido nucleico que codifica una protrombina humana
recombinante (factor de coagulacion 1) y una y-glutamil carboxilasa recombinante, en la que la célula hospedadora
comprende un promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV) para el control de la expresion de
protrombina humana recombinante y un promotor temprano de SV40 para el control de la expresion para la y-
glutamil carboxilasa recombinante.

2. La célula hospedadora de la reivindicacion 1, en la que dicha protrombina humana recombinante (factor de
coagulacion 1) y dicha y-glutamil carboxilasa recombinante estan codificadas en un vector de expresion diferente.

3. La célula hospedadora de las reivindicaciones 1 6 2, en la que el vector de expresion comprende acido nucleico
gue codifica tanto la protrombina humana recombinante (factor de coagulacién 1) como la y-glutamil carboxilasa
recombinante.

4. La célula hospedadora de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha y-glutamil carboxilasa
recombinante es una y-glutamil carboxilasa humana.

5. Un método para producir una protrombina humana recombinante activa (factor de coagulacion Il) que comprende:

() cultivar la célula hospedadora de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; y (ii) aislar la protrombina humana
recombinante activa (factor de coagulacion ).
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Figura 1a.

Protrombina humana
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Figura 2.

Protrombina humana
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Figura 3a.
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Figura 3b.
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