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DESCRIPCION
Polimerasa

La presente invencién se refiere a ADN polimerasas. En particular, la invencién se refiere a ADN polimerasas que
presentan una especificidad de sustrato relajada. También se describen usos de las polimerasas obtenidas por
ingenieria genética usando los métodos de la invencion.

Antecedentes

La replicacion precisa del ADN es de importancia crucial para la vida, garantizando el mantenimiento y la transmision
del genoma vy la limitacién de la tumorigénesis en los organismos superiores. Las ADN polimerasas de alta fidelidad
realizan una asombrosa proeza de reconocimiento molecular, incorporando las moléculas de sustrato de nucledtidos
trifosfato correctas (ANTP) segun lo especificado por la base del molde con tasas de error minimas. Por ejemplo,
incluso sin la prueba de lectura exonucleolitica, la ADN polimerasa Il replicativa de E. coli solo da lugar, como
media, a un error en ~10° pares de bases (Schaaper JBC 1993).

Dado que las diferencias energéticas entre los nucledtidos apareados correcta y erroneamente en si son demasiado
pequefias para dar lugar a una discriminacién de 10° veces, la estructura del sitio activo de la polimerasa en
polimerasas de alta fidelidad ha evolucionado para mejorar esas diferencias. Recientes estudios estructurales de las
ADN polimerasas de la familia A (de tipo Pol I) de Thermus aquaticus (Taq) (Li 98), fago T7 (Ellenberger) y B.
stearothermophilus (Bst) (Beese) han revelado, en particular, cémo los cambios conformacionales producidos
durante el ciclo catalitico pueden excluir las geometrias de formacion de pares de bases no afines a causa de los
enfrentamientos estéricos dentro del sitio activo cerrado. Como resultado de estas ajustadas limitaciones estéricas,
no solo se excluyen los nucleétidos desapareados, sino que la catélisis se vuelve exquisitamente sensible incluso a
las ligeras distorsiones producidas en el duplex de cebador-molde. Esto impide o reduce en gran medida la
replicacion de los moldes de ADN modificados o dafiados, la incorporacion de desoxinucleoétidos trifosfato (ANTP)
modificados o artificiales y la extension de los extremos 3’ desapareados o artificiales.

Aunque deseable en la naturaleza, dicha discriminacion rigurosa del sustrato es limitante para muchas aplicaciones
biotecnolodgicas. En concreto, restringe el uso de bases de nucledtidos artificiales o modificadas y las aplicaciones
que permiten. También se opone a la amplificaciéon por PCR eficaz de los moldes de ADN dafados.

Algunas otras polimerasas de origen natural son menos rigurosas con respecto a su especificidad de sustrato. Por
ejemplo, las transcriptasas inversas virales como la transcriptasa inversa del VIH-1 o la transcriptasa inversa del
AMV, vy las polimerasas capaces de realizar la sintesis translesion tales como las polimerasas de la familia pol-Y,
pol-X (Vaisman et al, 2001, JBC) o pol-X (Washington (2002), PNAS; o la poco comun polimerasa de la familia pol-B
pol X (Johnson, Nature), todas extienden desapareamientos en 3’ con alta eficacia en comparacién con las
polimerasas de alta fidelidad. La desventaja del uso de polimerasas de sintesis translesién para usos
biotecnoldgicos es que dependen de factores de capacidad de procesamiento celulares para su actividad, tales
como PCNA. Ademas, dichas polimerasas no son estables a las temperaturas a las que se realizan ciertas técnicas
biotecnoldgicas, tales como la PCR. Es mas, la mayoria de las polimerasas de sintesis translesion tiene una
fidelidad muy reducida, lo que comprometeria gravemente su utilidad para la clonacién.

Usando otra metodologia, la disponibilidad de estructuras de alta resolucion ha enfocado los esfuerzos hacia la
modificacién racional de la especificidad de sustrato de las ADN polimerasas de alta fidelidad, por ejemplo, por
mutagénesis dirigida para aumentar la aceptacion de los didesoxinucledtidos (ddNTP) (Li 99) o ribonucleotidos
(rNTP) (Astatke 98). La complementacion in vivo seguida de la seleccidon también ha producido variantes de
polimerasa con mayor incorporacion de rNTP y forma limitada de evitar las lesiones de molde (Patel 01).
Recientemente, se han descrito dos estrategias in vitro diferentes para la seleccion de la actividad de la polimerasa
(Jestin 00, Ghadessy 01, Xia 02). Una se basa en la union proxima de la polimerasa y del duplex de molde-cebador
en la misma particula de fago, y ha permitido el aislamiento de mutantes de la Polimerasa Taq, que incorporan rNTP
y dNTP con una eficacia comparable (Xia 02). Sin embargo, dichos métodos son complejos, propensos a generar
errores y laboriosos.

Recientemente, la técnica de la autorreplicacién compartimentalizada (CSR) (Ghadessy 01), que se basa en la
autorreplicacién de genes de polimerasa por las polimerasas codificadas dentro de compartimentos diferenciados no
comunicantes, ha permitido la seleccion de mutantes de Polimerasa Taq con una mayor termoestabilidad y/o
resistencia al potente inhibidor heparina (Ghadessy et al 01).

El documento WO 02/22869 describe métodos para su uso en la evolucion in vitro de genotecas moleculares. Se
describen métodos de seleccidon de acidos nucleicos que codifican productos génicos en los que el acido nucleico y
la actividad del producto génico codificado estan relacionados por la compartimentalizacion.

Sin embargo, todavia sigue existiendo la necesidad en la técnica de un método eficaz y sencillo para relajar la
especificidad de sustrato de las ADN polimerasas de alta fidelidad, a la vez que se mantiene la alta rotacién
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catalitica y capacidad de procesamiento de los fragmentos de ADN hasta varias decenas de kb. Dichas polimerasas
seran de uso particular en aplicaciones tales como la amplificacion por PCR y la secuenciacién de moldes de ADN
danados, para la incorporacion de analogos de bases artificiales al ADN (como se requiere para la secuenciacion o
el marcaje matricial) y como punto de partida para la creaciéon de nuevas actividades de la polimerasa usando la
autorreplicacion compartimentada u otros métodos.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores modificaron los principios de la evolucion dirigida, (en particular, la autorreplicacion
compartimentada) descrita en los documentos GB97143002, 986063936 y GB01275643 en nombre de los presentes
inventores, para relajar el control estérico de las ADN polimerasas de alta fidelidad y, por consiguiente, ampliar la
seleccion de sustratos de dichas polimerasas. Todos los documentos mencionados anteriormente se incorporan en
el presente documento por referencia.

Se encontré que, sorprendentemente, mediante la realizacion de la técnica de la autorreplicacion compartimentada a
la que se hace referencia anteriormente, usando repertorios de genes Tag mutados al azar, y cebadores
flanqueantes que portan desapareamientos A*G y C*C en su terminal/extremo 3’, se generaron mutantes que no
solamente presentaban la capacidad de extender los desapareamientos de transversion A*G y C*C usados en la
seleccion de CSR, sino que, sorprendentemente, también presentaron una capacidad genérica para extender los
extremos 3’ desapareados. Este hallazgo es especialmente significativo, ya que la Polimerasa Tag no es capaz de
extender los desapareamientos de 3’ (Kwok et al, (1990), Huang (1992). Las polimerasas mutantes generadas
también presentan una alta rotacion catalitica, concomitante con otras polimerasas de alta fidelidad, y son capaces
de realizar la amplificacion eficaz de fragmentos de ADN de hasta 26 kb.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una ADN polimerasa de pol A con una seleccién mas
amplia de sustratos, que es capaz de evitar un sitio abasico, polimerasa que comprende la secuencia de acido
nucleico del clon designado en el presente documento como 3A10 (SEC ID N° 80).

La ADN polimerasa puede consistir en la secuencia de aminoacidos del clon designado en el presente documento
como 3A10 (SEC ID N° 80).

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una construccion de acido nucleico que codifica una
polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

En un cuarto aspecto, la presente invenciéon proporciona un vector que comprende una construccién de acido
nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion.

En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere al uso de una ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética de acuerdo con el primer aspecto de la invencion en una cualquiera o mas de las siguientes aplicaciones
seleccionadas del grupo que consiste en las siguientes: amplificacion por PCR, secuenciacion de moldes de ADN
danados, la incorporacién de analogos de bases artificiales a ADN y la creacién de nuevas actividades polimerasa.

El uso de acuerdo con el quinto aspecto de la invencion se puede referir a una mezcla de polimerasas obtenidas por
ingenieria genética.

La expresion “ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética” se refiere a una ADN polimerasa que tiene una
secuencia de acido nucleico que no es 100 % idéntica a nivel del acido nucleico a la una o mas ADN polimerasa/s o
fragmentos de las mismas de la que se deriva, y que es sintética.

Como se ha mencionado anteriormente, la expresion “ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética” también
incluye dentro de su alcance fragmentos, derivados y homélogos de una "ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética", como se define en el presente documento, siempre que presente la propiedad necesaria de poseer una
seleccion mas amplia de sustratos segun lo definido en el presente documento. Ademas, una caracteristica esencial
de la presente invencion es que una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la invencion
no incluya una polimerasa con actividad exonucleasa 3-5 en las condiciones usadas para la reaccién de
polimerizacion. (Esta definicion incluye polimerasas en las que la exonucleasa 3-5’ no forma parte de la cadena
polipeptidica de la polimerasa, pero esta asociada de forma no covalente con la polimerasa activa). Dicha actividad
de prueba de lectura eliminaria cualquier desapareamiento en 3' incorporado de acuerdo con el método de la
invencion vy, por tanto, impediria que una polimerasa de acuerdo con la invencion poseyera una seleccion mas
amplia de sustratos, como se define en la presente memoria.

Como se define en el presente documento, la expresidon “seleccion mas amplia de sustratos” (de una ADN
polimerasa obtenida por ingenieria genética) significa que la seleccién de sustratos de una ADN polimerasa obtenida
por ingenieria genética de acuerdo con la presente invencién es mas amplia que la de la una o mas ADN
polimerasas, o los fragmentos de las mismas, de las que se deriva. La expresion “una seleccién mas amplia de
sustratos” se refiere a la capacidad de una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la presente
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invencion para extender uno o mas extremos de distorsion 3’, ventajosamente, desapareamientos de transversion
(purina*purina, pirimidina*pirimidina), por ejemplo, A*A, C*C, G*G, T*T y G*A, que la una o mas polimerasa/s de las
que se deriva no pueden extender. Es decir, esencialmente, una ADN polimerasa que presenta una seleccion de
sustratos relajada segun lo definido en el presente documento tiene la capacidad no solo de extender el extremo de
distorsién 3’ usado en su generacién, (es decir, los cebadores flanqueantes), sino que también presenta una
capacidad genérica para extender los extremos de distorsion 3’ (por ejemplo, los desapareamientos A*G, A*A, G*G).
Preferentemente, la “seleccion mas amplia de sustratos” (de una ADN polimerasa obtenida mediante ingenieria
genética) incluye un espectro mas amplio de sustratos artificiales de nucleétidos incluyendo dNTP oS, nucleétidos
marcados con colorante, moldes de ADN dafiados, etcétera. En los ejemplos, se dan mas detalles.

El experto en la materia apreciara que, en esencia, cualquier cebador flanqueante de ADN polimerasa que porte un
desapareamiento en 3’ funcionara con cualquier repertorio adecuado. Las caracteristicas del proceso de extension
de los desapareamientos variaran de una polimerasa a otra, y también variaran de acuerdo con las condiciones
experimentales. Por ejemplo, G*A y C*C son los desapareamientos que se ven mas desfavorecidos para la
extension por la Polimerasa Taq (Huang et al, 92). Otros desapareamientos se ven favorecidos para la extension por
otras polimerasas, pudiéndose determinar de manera rutinaria por los expertos.

Un experto en la materia también apreciara que los métodos descritos en el presente documento solo funcionaran
para las polimerasas que carezcan de actividad de la prueba de lectura exonucleolitica 3-5' en las condiciones
usadas para la reaccion de polimerizacion, pues dicha actividad daria lugar a la eliminacién de los
desapareamientos incorporados.

Usando el método descrito en el presente documento, los presentes inventores generaron una serie de mutantes de
polimerasa pol A. Dos de los mutantes, denominados M1 y M4, no solo presentan la capacidad de extender los
desapareamientos de transversién G*A y C*C usados en la seleccion de CSR, sino que también presentan,
sorprendentemente, una capacidad mejorada genéricamente para extender los extremos 3’ apareados
errobneamente.

Los presentes inventores consideran que el método descrito en el presente documento es aplicable a la generacion
de “combinaciones” de ADN polimerasas obtenidas mediante ingenieria genética con una seleccion mas amplia de
sustratos. De acuerdo con la presente invencion, el término “combinacion” de mas de una polimerasa se refiere a
una mezcla de 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas polimerasas obtenidas por ingenieria genética. Preferentemente
el término "combinaciones" se refiere a una mezcla de 6, 7, 8, 9 o 10 o mas “polimerasas obtenidas por ingenieria
genética”.

Cabe sefalar que la extension de terminales de cebador 3’ desapareados es una caracteristica de las polimerasas
de origen natural. Las transcriptasas inversas virales (RT) como la RT del VIH-1 o la RT del AMV, y las polimerasas
capaces de realizar la sintesis translesion (TLS), tales como las polimerasas de la familia pol-Y pol 1 (Vaisman
2001JBC) o pol k (Washington 2002 PNAS), o la poco comun polimerasa de la familia pol-B pol £ (Johnson, Nature),
extienden desapareamientos en 3’ con una eficacia elevada en comparacién con las polimerasas de alta fidelidad.
Por lo tanto, las polimerasas PolA mutantes descritas en el presente documento comparten similitudes funcionales
significativas con otras polimerasas que se encuentran en la naturaleza, pero hasta ahora representan el unico
miembro conocido de polimerasas de la familia pol-A que son competentes en la extension de desapareamientos
(ME) y la sintesis translesion (TLS).

En contraste con las polimerasas TLS, que son distributivas y dependen de factores de capacidad de procesamiento
celulares tales como PCNA, M1 y M4 combinan la extension de desapareamientos (ME) y la sintesis translesion
(TLS) con una alta capacidad de procesamiento y, en el caso de M1, son capaces de realizar la amplificacién eficaz
de fragmentos de ADN de hasta 26 kb.

En un aspecto adicional mas, la presente invencion proporciona el uso de una ADN polimerasa de acuerdo con la
presente invencién en una cualquiera o mas de las siguientes aplicaciones seleccionadas del grupo que consiste en
las siguientes: amplificacién por PCR, secuenciacion de moldes de ADN dafiados, la incorporacion de analogos de
bases artificiales al ADN y la creacion de nuevas actividades de la polimerasa.

Definiciones

La expresion “ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética” se refiere a una ADN polimerasa que tiene una
secuencia de acido nucleico que no es 100 % idéntica a nivel del acido nucleico a la una o mas ADN polimerasa/s o
fragmentos de las mismas de la que se deriva, y que se ha generado usando uno o mas métodos biotecnoldgicos.
Ventajosamente, una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la invencion es una ADN
polimerasa de la familia pol-A o una ADN polimerasa de la familia pol-B. Mas ventajosamente, una ADN polimerasa
obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la invencién es una ADN polimerasa de la familia pol-A. Como se
ha mencionado anteriormente, la expresion “ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética” también incluye
dentro de su alcance fragmentos, derivados y homdélogos de una "ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética",
como se define en el presente documento, siempre que presente la propiedad necesaria de poseer una seleccion
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mas amplia de sustratos segun lo definido en el presente documento. Ademas, una caracteristica esencial de la
presente invencion es que una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la invenciéon no
incluya una polimerasa con actividad exonucleasa 3’-5 en las condiciones usadas para la reaccion de
polimerizacién. Dicha actividad de prueba de lectura eliminaria cualquier desapareamiento en 3' incorporado de
acuerdo con el método de la invencién y, por tanto, impediria que una polimerasa de acuerdo con la invencion
poseyera una seleccion mas amplia de sustratos, como se define en la presente memoria

Como se define en el presente documento, los “cebadores flanqueantes que portan un extremo de distorsion 3" se
refieren a aquellos cebadores de ADN polimerasa que poseen en sus extremos 3 uno 0 mas grupos/s,
preferentemente grupo/s de nucleétidos que se desvian de la geometria de apareamiento de bases afin. Dichas
desviaciones de la geometria de apareamiento de bases afin incluyen, pero sin limitacién: desapareamientos de
nucleétidos, lesiones de bases (es decir, bases modificadas o dafiadas) o sustitutos de bases sintéticos,
enteramente artificiales, en el extremo 3 de un cebador flanqueante. El/los cebador/es flanqueante/s puede/n tener
uno o mas desapareamientos de nucleétidos en su extremo 3. Los cebadores flanqueantes pueden tener uno o dos
desapareamientos de nucleétidos en el extremo del cebador 3'. Los cebadores flanqueantes tienen un
desapareamiento de nucledtidos en su extremo de cebador 3'.

Como se define en el presente documento, la expresion “seleccion mas amplia de sustratos” (de una ADN
polimerasa obtenida por ingenieria genética) significa que la seleccion de sustratos de una ADN polimerasa obtenida
por ingenieria genética de acuerdo con la presente invencién es mas amplia que la de la una o mas ADN
polimerasas, o los fragmentos de las mismas, de las que se deriva. La expresiéon “una seleccion mas amplia de
sustratos” se refiere a la capacidad de una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la presente
invencion para extender uno o mas extremos de distorsion 3’, ventajosamente, desapareamientos de transversion
(purina*purina, pirimidina*pirimidina), por ejemplo, A*A, C*C, G*G, T*T y G*A, que la una o mas polimerasal/s de las
que se deriva no pueden extender. Es decir, esencialmente, una ADN polimerasa que presenta una seleccion de
sustratos relajada segun lo definido en el presente documento tiene la capacidad no solo de extender el extremo de
distorsién 2’ usado en su generacion, (es decir, los cebadores flanqueantes), sino que también presenta una
capacidad genérica para extender el extremo de distorsion 3’ (por ejemplo, los desapareamientos A*G, A*A, G*G).

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra la secuencia de acido nucleico (a) y la secuencia de aminoéacidos (b) de M1.
La Figura 2 muestra la secuencia de acido nucleico (a) y la secuencia de aminoacidos (b) de M4.

La Figura 3 muestra el esquema general de la seleccion de CSR de extensién de desapareamientos. La
autorreplicacion del gen pol por la polimerasa codificada requiere la extensién de cebadores flanqueantes que
portan desapareamientos 3' G*A y C*C. Las polimerasas capaces de realizar la extension de desapareamientos
(Pol*) replican su propio gen de -codificacion (pol*), mientras que Pol<x> no puede extender los
desapareamientos a los productos de replicacion.

Figura 4. Propiedades de extension de desapareamientos de polimerasas seleccionadas. (A) Actividad de la
polimerasa en la PCR para el extremo 3’ apareado y los desapareamientos. Solo las polimerasas mutantes M4 y
M1 (no mostradas) generan productos de amplificacion usando los cebadores con desapareamientos de
transversion en 3. (B) Ensayo de PCR de extension de desapareamientos. (Capacidad de extension de
desapareamientos en la PCR con cebadores flanqueantes apareados frente a desapareados). Se muestran
diferentes polimerasas (rombos negros) y derivados (cuadrados y triangulos blancos) en columnas separadas.

Figura 5. Actividad de evitacion de lesiones (A) Taq de tipo silvestre; (B) M1; (C) M4. Se ensay6 cada polimerasa
a lo largo del tiempo para determinar su capacidad para extender un cebador marcado radiactivamente hibridado
bien a un molde intacto o a un molde que contenia un sitio abasico o un dimero de ciclobutano timina-timina cis-
syn (CPD). La secuencia del molde era idéntica a excepcion de tres bases situadas inmediatamente secuencia
abajo del cebador (N1-3). En el lado derecho de cada respectivo panel, se da el contexto de la secuencia local
de la regién N1-3. X = sitio abasico; T-T = CPD.

Figura 6. Actividad de la polimerasa sobre sustratos artificiales. (A) actividad de la polimerasa en la PCR usando
todos los ANTP aS. Con M1, se obtienen los productos de amplificacion de ADN aS de 0,4 kb, 0,8 kb y 2 kb,
pero no con Taq de tipo silvestre (wt). $X, marcador de ADN del fago $X174 digerido con Haelll. AH, marcador
de ADN del fago A digerido con Hindlll. (B) Actividad de la polimerasa en la PCR con la sustitucién completa de
dATP con FITC-12-dATP (izquierda) o dTTP con biotina-16-dUTP (derecha). Solo M1 genera productos de
amplificacion. M, escalera de ADN de 1 kb (Invitrogen). (C) Evitacion de una base de molde 5-nitroindol (5NI). Se
ensayo la actividad de la polimerasa a lo largo del tiempo para determinar su capacidad para extender un
cebador marcado radiactivamente hibridado a un molde que contenia una base de molde 5NI.

Figura 7. PCR de largo alcance. Amplificacion por PCR de fragmentos de longitud creciente de un molde de ADN
del fago A. Taq de tipo silvestre (WT) no genera productos de amplificacion de mas de 8,8 kb, mientras que M1
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es capaz de amplificar fragmentos de > 25 kb. AH, marcador de ADN del fago A digerido con Hindlll.

Figura 8. ELISA de tipo horquilla para ensayar la incorporacion de analogos nucleotidicos mediante clones de
extension de desapareamientos.

Figura 9. Los clones 3B5, 3B8, 3C12 y 3D1 (donde 3 indica que se trata de clones de la tercera serie) fueron
capaces de extender cebadores que contenian cuatro desapareamientos.

Figura 10. Una lista de las polimerasas seleccionadas para extender cuatro desapareamientos que se ensayaron
para determinar su capacidad para extender los sitios abasicos en la PCR.

Figura 11. Se ensayaron siete polimerasas para determinar su capacidad para evitar los sitios abasicos en un
ensayo de extensién con cebador.

Figura 12 Se extrajeron y se analizaron varias muestras de hiena cavernaria (Crocuta spelaea).

Figura 13. Cebadores apropiados para su uso en el método de la invencion. Véase el Ejemplo 15 para obtener
mas informacion.

Figura 14. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicacion de 5NI para determinar la actividad con
una seleccion de sustratos usando el ensayo ELISA de tipo horquilla descrito en el Ejemplo 8. Véase el ejemplo
16 para obtener mas informacion.

Figura 15. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicacion de 5NI para determinar la actividad con
una seleccién de sustratos. polimerasa 4D11. P es el cebador, Ch es la reaccién de persecucion. Los tiempos de
reaccion estan en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener mas informacion.

Figura 16. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicacion de 5NI para determinar la actividad con
una seleccion de sustratos. Polimerasa 5D4. P es el cebador, Ch es la reaccion de persecucion. Los tiempos de
reaccion estan en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener mas informacion.

Figura 17. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicacion de 5NI para determinar la actividad con
una seleccién de sustratos. Polimerasa 4D11. P es el cebador, Ch es la reaccion de persecucion. Los tiempos de
reaccion estan en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener mas informacion.

Figura 18. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicacion de 5NI para determinar la actividad con
una seleccion de sustratos. Polimerasa 5D4. P es el cebador, Ch es la reaccion de persecucion. Los tiempos de
reaccion estan en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener mas informacion

Figura 19. Hibridaciones con micromatrices de sondas marcadas con FITC. Las micromatrices contenian 5
caracteristicas repetidas de diluciones en serie de secuencias diana de Taq, RT y ADN de esperma de salmon
gendmico, como se indica. Se usaron aleatorizadores marcados para visualizar la micromatriz y evaluar la
disponibilidad de secuencias diana para la hibridacién. Se realizaron cohibridaciones con matrices con una sonda
Taq marcada con Cy5 (Cy5Taq) como patrén, y sondas marcadas con FITC o no marcadas equivalentes
(FITC10taq, FITC10m1, FITC100m1). Se muestran experimentos individuales de 3 experimentos por duplicado
para cada cohibridacion.

Figura 20, Figura 21. Sefiales micromatriciales de sondas marcadas con FITC. Se representa la sefial de
fluorescencia media de FITC de sondas marcadas con FITC (FITC10taq, FITC10m1, FITC100m¢) para cada
cohibridacién frente a la sefial de fluorescencia de Cy5 de la sonda de referencia (Cy5taq) para las secuencias
diana de A) Taq, B) RT y C) ADN de esperma de salmén genémico, como se indica. D) Las sefales de fondo
micromatriciales de sondas marcadas con FITC se determinan usando 3 micromatrices por duplicado para cada
experimento de cohibridacion de una sonda Taq marcada con Cy5 (Cy5raq), cCOMo patrén, y sondas marcadas
con FITC o no marcadas equivalentes (FITC10taq, FITC10m1, FITC100m1). La informacion de fondo se genero
midiendo la sefial de fluorescencia de 12 superficies no caracteristicas de cada micromatriz. Se generaron las
intensidades medias de los pixeles y se usaron para derivar un valor radiométrico por cada superficie de no
caracteristica. Se muestra una media de la proporcién media + 1 desviacion estandar por cada experimento de
cohibridacion.

Figura 22. Fidelidad. (A) ELISA de MutS. Se determina la fidelidad de replicacion relativa de Taq de tipo silvestre,
M1y M4 usando ELISA de mutS de dos fragmentos de ADN diferentes (bien una regién de 0,4 kb o de 2,5 kb del
gen Taq clonado) obtenidos por PCR y sondados a dos concentraciones diferentes. (B) Espectros de
sustituciones de nucleétidos observadas en fragmentos de PCR amplificados bien con Taq de tipo silvestre o M1.
Los tipos de sustituciones se dan como el % de sustituciones totales (Tag WT: 48, M1: 74). Se afadieron
sustituciones equivalentes en cualquiera de las hebras (por ejemplo, G—A, C—T) juntas (GC—AT). Se observo 1
eliminacion (Taq WT: 3, M1: 1), que no se muestra.
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Figura 23. Se midi6 la capacidad de procesamiento de Taq WT, M1 y M4 a tres concentraciones diferentes de la
polimerasa en ausencia (A) o en presencia (B) de ADN trampa. La capacidad de procesamiento para la
incorporacion de nucleétidos en cada posicion resultd ser variable, pero esencialmente idéntica para las tres
polimerasas. Por ejemplo, la probabilidad de disociacién enzimatica es mayor en las posiciones 2-5 en
comparacion con las posiciones 6 y 7 para las tres polimerasas. En presencia de ADN trampa (para asegurar
que la extension de todos los cebadores es el resultado de una sola unién al ADN), el 13 % de Taq WT unida, el
28 % de M1 y el 15 % de M4 extendieron los cebadores hasta el final del molde. Las probabilidades de
terminacion para las posiciones 2 a 5 variaron del 15 al 25 % para Taq WT y M1, y del 13 al 35 % para M4,
mientras que en las posiciones 6 y 7, la probabilidad de la terminacion fue del 5 % para Tag WT, 1 % para M1y
2-4 % para M4. La replicacion del ADN se ha caracterizado como de baja capacidad de procesamiento cuando la
probabilidad de terminacion alcanza el 40-80 %'°. Los presentes resultados sugieren que tanto M1 como M4 son
polimerasas procesadoras, con capacidad de procesamiento igual o superior a Taqg WT, argumento que va en
contra de una interdependencia mecanicista de la baja capacidad de procesamiento y la sintesis translesion.

Descripcion detallada
(A) Principios subyacentes a la tecnologia CST

En el presente documento, se describe un método de generacion de una ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética con una seleccidon mas amplia de sustratos que comprende las etapas de:

(a) preparar acido nucleico que codifica una ADN polimerasa mutante, en el que la polimerasa se genera usando
cebadores flanqueantes que portan un extremo de distorsion 3’;

(b) compartimentar el acido nucleico de la etapa (a) en microcapsulas;

(c) expresar el acido nucleico para producir su respectiva ADN polimerasa dentro de las microcapsulas;

(d) clasificar el acido nucleico que codifica la ADN polimerasa mutante que presenta una selecciéon mas amplia
de sustratos; y

(e) expresar la ADN polimerasa mutante que presenta una selecciéon mas amplia de sustratos.

Las técnicas de evolucién dirigida y de autorreplicacion compartimentada se detallan en los documentos GB
97143002, GB 98063936 y GB 01275643, a nombre de los presentes inventores. Dichos documentos se incorporan
en el presente documento por referencia.

Los inventores modificaron los métodos de autorreplicaciéon compartimentada y, sorprendentemente, generaron ADN
polimerasas que presentaban una seleccion mas amplia de sustratos como se define en el presente documento.

En particular, los inventores se dieron cuenta de que para la autorreplicacion de la Polimerasa Taq, los
compartimentos deben permanecer estables a las altas temperaturas del termociclado de la PCR. La encapsulacion
de las PCR se ha descrito previamente para las vesiculas de lipidos (Oberholzer, T., Albrizio, M. y Luisi, P. L. (1995)
Chem. Biol. 2, 677-82, y células y tejidos fijados (Haase, A. T., Retzel, E. F. y Staskus, K. A. (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. EE.UU. 87, 4971-5; Embleton, M. J., Gorochov, G., Jones, P. T. y Winter, G. (1992) Nucleic Acids) pero con
bajas eficacias.

Los presentes inventores han desarrollado recientemente emulsiones de aceite en agua, pero modificando la
composicion del agente tensioactivo, asi como la proporcién del aceite con respecto al agua. Los detalles se dan en
el Ejemplo 1. Dichas modificaciones aumentaron en gran medida la estabilidad al calor de los compartimentos y
permitieron que los rendimientos de PCR en la emulsién se acercaran a los de la PCR en solucién. Mas adelante, se
aporta mas informacion sobre el método de la autorreplicacion compartimentada.

Microcapsulas.

Las microcapsulas usadas de acuerdo con el método descrito en el presente documento requieren propiedades
fisicas apropiadas para permitir el funcionamiento del método.

En primer lugar, para garantizar que los acidos nucleicos y los productos génicos no se puedan difundir entre las
microcapsulas, el contenido de cada microcapsula debe estar aislado del contenido de las microcapsulas
circundantes, de manera que no haya intercambio o que haya poco intercambio de los acidos nucleicos y los
productos génicos entre la microcapsulas durante el periodo de tiempo del experimento.

En segundo lugar, el método requiere que solo haya un nimero limitado de acidos nucleicos por microcapsula. Esto
garantiza que el producto génico de un acido nucleico individual se aisle de los otros acidos nucleicos. Por lo tanto,
el acoplamiento entre el acido nucleico y el producto génico sera altamente especifico. El factor de enriquecimiento
es el mayor con una media de uno o pocos acidos nucleicos por microcapsula, siendo la unién entre el acido
nucleico y la actividad del producto génico codificado lo mas estrecha posible, pues el producto génico de un &cido
nucleico individual se aislara de los productos de todos los otros acidos nucleicos. Sin embargo, aun no usandose la
situacion tedricamente 6ptima, como media, de un solo acido nucleico o menos por microcapsula, una proporcion de
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5, 10, 50, 100 o 1.000 o mas acidos nucleicos por microcapsula puede ser beneficiosa en la clasificacion de una
genoteca de gran tamafo. Las posteriores series de clasificacion, incluyendo una nueva encapsulacién con una
distribucién diferente de los acidos nucleicos, permitiran una clasificacién mas rigurosa de los acidos nucleicos.
Preferentemente, hay un solo acido nucleico o menos, por microcapsula.

En tercer lugar, la formacién y la composicion de las microcapsulas no debe suprimir la funcién de la maquinaria de
la expresion de los acidos nucleicos y la actividad de los productos génicos.

Por consiguiente, cualquier sistema de microencapsulacion usado debe cumplir estos tres requisitos. El/los
sistemal/s apropiado/s puede/n variar dependiendo de la naturaleza exacta de los requisitos en cada aplicacion de la
invencién, como sera evidente para el experto en la materia.

Se dispone de una amplia variedad de procedimientos de microencapsulacion (véase Benita, 1996) y se pueden
usar para crear las microcapsulas descritas en el presente documento. De hecho, se han identificado en la
bibliografia mas de 200 métodos de microencapsulacién (Finch, 1993).

Estos incluyen vesiculas acuosas envueltas con una membrana, tales como las vesiculas lipidicas (liposomas)
(New, 1990) y vesiculas tensioactivas no ionicas (van Hal et al., 1996). Se trata de capsulas membranosas cerradas
de bicapas individuales o multiples de moléculas ensambladas de forma no covalente, estando cada bicapa
separada de su bicapa vecina por un compartimento acuoso. En el caso de los liposomas, la membrana esta
compuesta de moléculas lipidicas que normalmente son fosfolipidos, pero también se pueden incorporar a las
membranas esteroles tales como el colesterol (New, 1990). Dentro de los liposomas, se puede realizar una variedad
de reacciones bioquimicas catalizadas por enzimas, incluyendo la polimerizacién del ARN y ADN (Chakrabarti et al.,
1994; Oberholzer et al., 1995a; Oberholzer et al., 1995b; Walde et al., 1994; Wick y Luisi, 1996).

Con un sistema de vesiculas envueltas con una membrana, gran parte de la fase acuosa esta fuera de las vesiculas
y, por tanto, no esta compartimentalizada. Esta fase acuosa continua se deberia eliminar, o inhibirse o destruirse los
sistemas bioldgicos de su interior (por ejemplo, mediante la digestiéon de acidos nucleicos con ADNasa o ARNasa)
para que las reacciones se limiten a las microcapsulas (Luisi et al., 1987).

También se han demostrado las reacciones bioquimicas catalizadas por enzimas en microcapsulas generadas por
una variedad de otros métodos. Muchas enzimas son activas en soluciones micelares inversas (Bru y Walde, 1991;
Bru y Walde, 1993; Creagh et al., 1993; Haber et al., 1993; Kumar et al., 1989; Luisi y B., 1987; Mao y Walde, 1991;
Mao et al., 1992; Perez et al., 1992; Walde et al., 1994; Walde et al., 1993; Walde et al., 1988), tales como el sistema
AQT-isooctano-agua (Menger y Yamada, 1979).

También se pueden generar microcapsulas por polimerizacion interfacial y formacién de complejos interfaciales
(Whateley, 1996). Las microcapsulas de este tipo pueden tener membranas rigidas, no permeables, o membranas
semipermeables. Las microcapsulas semipermeables limitadas por membranas de nitrato de celulosa, membranas
de poliamida y membranas de lipido-poliamida pueden mantener reacciones bioquimicas, incluyendo sistemas
multienzimaticos (Chang, 1987; Chang, 1992; Lim, 1984). Las microcapsulas de alginato/polilisina (Lim y Sun, 1980),
que se pueden formar en condiciones muy suaves, también han demostrado ser muy biocompatibles,
proporcionando, por ejemplo, un método eficaz de encapsulacion de células y tejidos vivos (Chang, 1992; Sun et al.,
1992).

También se pueden usar sistemas de microencapsulacién no membranosos, basados en la divisién en fases de un
entorno acuoso en un sistema coloidal, tal como una emulsion.

Preferentemente, las microcapsulas descritas en el presente documento se forman a partir de emulsiones; sistemas
heterogéneos de dos fases liquidas inmiscibles con una de las fases dispersa en la otra como gotitas de tamafio
microscopico o coloidal (Becher, 1957; Sherman, 1968; Lissant, 1974; Lissant, 1984).

Emulsiones

Las emulsiones se pueden producir a partir de cualquier combinacion adecuada de liquidos inmiscibles.
Preferentemente, la emulsion descrita en el presente documento tiene agua (que contiene los componentes
bioquimicos) como la fase presente en forma de gotitas finamente divididas (la fase dispersa, interna o discontinua)
y un liquido hidréfobo, inmiscible (un "aceite") como la matriz en la que estas gotitas estan suspendidas (la fase no
dispersa, continua o externa). Dichas emulsiones se denominan de “agua en aceite” (A/A). Esta tiene la ventaja de
que toda la fase acuosa que contiene los componentes bioquimicos esta compartimentalizada en gotitas
diferenciadas (la fase interna). La fase externa, que es un aceite hidréfobo, generalmente no contiene ninguno de los
componentes bioquimicos y, por tanto, es inerte.

La emulsidon puede estabilizarse mediante la adicién de uno o méas agentes tensioactivos. Estos tensioactivos se

denominan agentes emulsionantes, y actian en la interfase de agua/aceite para evitar (o al menos retrasar) la
separacion de las fases. Muchos aceites y emulsionantes se pueden usar para la generacion de emulsiones de agua
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en aceite. Una recopilacion reciente enumeraba mas de 16.000 tensioactivos, muchos de los cuales se usan como
agentes emulsionantes (Ash y Ash, 1993). Los aceites adecuados incluyen tenS|oact|vos de aceites minerales
blancos ligeros y no iénicos 1(Schlck 1966), tales como monooleato de sorbitan (Span 80; ICI) y monooleato de
polioxietilensorbitano (Tween ™ 80; ICI) y Triton-X-100.

El uso de tensioactivos anionicos también puede ser beneficioso. Los tensioactivos adecuados incluyen colato de
sodio y taurocolato de sodio. Se prefiere particularmente el desoxicolato de sodio, preferentemente, a una
concentracion del 0,5 % p/v o inferior. En algunos casos, la inclusién de dichos tensioactivos puede aumentar la
expresion de los acidos nucleicos y/o la actividad de los productos génicos. La adicion de algunos tensioactivos
anionicos a una mezcla de reacciéon no emulsionada, suprime completamente la traduccion. Sin embargo, durante la
emulsion, el tensioactivo se transfiere desde la fase acuosa a la interfase y la actividad se restablece. La adicion de
un tensioactivo anidnico a las mezclas que se van a emulsionar garantiza que las reacciones se realicen Unicamente
después de la compartimentalizacion.

En general, la creacién de una emulsién requiere la aplicacion de energia mecéanica para forzar la union de las
fases. Existe una variedad de maneras de hacerlo, que utilizan una variedad de dispositivos mecanicos, incluyendo
agitadores (tales como varillas de agitacion magnéticas, agitadores de hélice y turbina, dispositivos de paletas y
batidores), homogeneizadores (incluyendo los homogeneizadores de rotor-estator, homogeneizadores de valvula de
alta presion y homogeneizadores de chorro), molinos coloidales, ultrasonidos y dispositivos de “emulsién de
membrana” (Becher, 1957; Dickinson, 1994).

Las microcapsulas acuosas formadas en emulsiones de agua en aceite son generalmente estables con poco o
ningun intercambio de acidos nucleicos o productos génicos entre las microcapsulas. Ademas, los presentes
inventores han demostrado que se realizan varias reacciones bioquimicas en las microcapsulas de emulsion.
Ademas, procesos bioquimicos complicados, principalmente la transcripcion y la traduccidon de genes también estan
activos en las microcapsulas de emulsion. Existe la tecnologia para crear emulsiones con volumenes de todo tipo
hasta escalas industriales de miles de litros (Becher, 1957; Sherman, 1968; Lissant, 1974; Lissant, 1984).

El tamarfio preferido de la microcapsula variara dependiendo de los requisitos exactos de cualquier proceso de
seleccion individual que se vaya a realizar.

En todos los casos, habra un equilibrio éptimo entre el tamafio de la genoteca, el enriquecimiento requerido y la
concentracion requerida de componentes en las microcapsulas individuales para lograr la expresion y la reactividad
eficaces de los productos génicos.

En el Ejemplo 1, se ofrecen los detalles de un ejemplo de una emulsién usada cuando se realiza el método descrito
en el presente documento.

Expresion dentro de microcapsulas
Los procesos de expresion deben producirse dentro de cada microcapsula individual.

Tanto la transcripcién in vitro como la transcripcidon-traduccion acopladas son menos eficaces a concentraciones
subnanomolares de ADN. Debido a la necesidad de que solo esté presente un numero limitado de moléculas de
ADN en cada microcapsula, esto fija por tanto un limite superior practico del p03|ble tamafio de la microcapsula.
Preferentemente, el volumen medio de las microcapsulas es inferior a 5,2 x 107" m?, (que se corresponde a una
microcapsula esférica de diametro inferior a 10 um, mas preferentemente, inferior a 6,5 x 10" m? (5 um), mas
preferentemente de aproximadamente 4,2 x 10" m® (2 pm) e idealmente de aproximadamente 9 x 10" m? (2,6 um).

La concentracion eficaz de ADN o ARN en las microcapsulas se puede aumentar artificialmente mediante diversos
métodos que seran bien conocidos por los expertos en la materia. Estos incluyen, por ejemplo, la adicion de
productos quimicos que excluyen volumen, tales como polietilenglicoles (PEG), y una variedad de técnicas de
amplificacion génica, que incluyen la transcripcion usando ARN polimerasas que incluyen las que proceden de
bacterias tales como E. coli (Roberts, 1969; Blattner y Dahlberg, 1972; Roberts et al., 1975; Rosenberg et al., 1975),
eucariotas, por ejemplo, (Weil et al., 1979; Manley et al., 1983) y bacteriéfagos tales como T7, T3 y SP6 (Melton et
al., 1984); la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988); la amplificacion con la replicasa Qp
(Miele et al., 1983; Cahill et al., 1991; Chetverin y Spirin, 1995; Katanaev et al., 1995); la reaccién en cadena de la
ligasa (LCR) (Landegren et al., 1988; Barany, 1991); y el sistema de replicacién autosostenida de secuencias (Fahy
et al., 1991) y la amplificaciéon por desplazamiento de cadena (Walker et al., 1992). Se podrian usar incluso técnicas
de amplificacion génica que requieren un ciclado térmico, tales como PCR y LCR, si las emulsiones y la
transcripcion in vitro o los sistemas acoplados de transcripcion-traduccién son termoestables (por ejemplo, se
podrian preparar los sistemas acoplados de transcripcion-traduccion a partir de un organismo termoestable tal como
Thermus aquaticus).

El aumento de la concentracién local eficaz de acido nucleico permite el uso de manera eficaz de microcapsulas de
mayor tamafio. Esto permite un limite superior practico preferido para el volumen de la microcapsula de
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aproximadamente 5,2 x 10" m® (correspondiente a una esfera de 10 um de diametro).

El tamafio de la microcapsula debe ser suficientemente elevado como para alojar todos los componentes requeridos
para las reacciones bioquimicas, que son necesarios para que tengan lugar dentro de la microcapsula. Por ejemplo,
in vitro, tanto las reacciones de transcripcién como las reacciones acopladas de transcripcidon-traduccién requieren
una concentracion total de nucleésido trifosfato de aproximadamente 2 mM.

Por ejemplo, para transcribir un gen en una molécula de ARN corta aislada de 500 bases de longitud, esto requeriria
un minimo de 500 moléculas de nucledsido trifosfato por microcapsula (8,33 x 102 mol). Para constituir una
solucion 2 mM, este numero de moléculas debe estar contenido dentro de una microcapsula de volumen 4,17 x 107°
litros (4,17 x 102 m3) que, si fuera esférica, tendria un diametro de 93 nm.

Por otro lado, particularmente en el caso de las reacciones que implican traduccion, cabe sefialar que los ribosomas
necesarios para que se produzca la traduccion, tienen un didmetro de aproximadamente 20 nm. Por lo tanto, el
limite inferior preferido para las microcapsulas es un didmetro de aproximadamente 100 nm.

Por lo tanto, el volumen de la microcapsula es preferentemente del orden de entre 5,2 x 102 m® y 52 x 10" m? que
se corresponde a una esfera de diametro entre 0,1 um y 10 um, mas preferentemente entre aproximadamente 5,2 x
107" m® y 6,5 x 10" m® (1 um y 5 um). Los mas ventajosos son los diametros de esferas de aproximadamente
2,6 um.

No es casualidad que las dimensiones preferidas de los compartimentos (gotitas de diametro medio 2,6 um) se
parezcan mucho a las de las bacterias, por ejemplo, Escherichia son bacilos de 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um y Azotobacter
son células ovoides de 1,5-2,0 um de diametro. En su forma mas simple, la evolucién darwiniana se basa en un
mecanismo de "un genotipo un fenotipo". La concentracion de un Unico gen compartimentalizado, o genoma,
disminuye desde 0,4 nM en un compartimento de 2 um de diametro, a 25 pM en un compartimento de 5 um de
diametro. La maquinaria de transcripcion/traduccion procariética ha evolucionado para funcionar en compartimentos
de ~1-2 um de diametro, donde los genes individuales se encuentran a concentraciones aproximadamente
nanomolares. Un solo gen, en un compartimento de 2,6 um de diametro tiene una concentracién de 0,2 nM. Esta
concentracion génica es suficientemente alta como para que haya una traduccion eficaz. La compartimentalizacion
en dicho volumen también garantiza que, incluso si solo se forma una unica molécula del producto génico, esté
presente a aproximadamente 0,2 nM, lo que es importante si el producto génico va a tener una actividad de
modificacion del propio acido nucleico. El volumen de la microcapsula se ha de seleccionar, por tanto, teniendo en
cuenta no solo los requisitos de la transcripcion y la traduccion del acido nucleico/acido nucleico, sino también la
actividad de modificacién requerida del producto génico en el método descrito en el presente documento.

El tamafo de las microcapsulas de la emulsién puede variar simplemente adaptando las condiciones de la emulsiéon
usadas para formar la emulsion de acuerdo con los requisitos del sistema de seleccién. Cuanto mayor sea el tamafio
de la microcapsula, mayor sera el volumen que se requerird para encapsular un acido nucleico/genoteca de acido
nucleico dados, ya que el factor limitante sera, en ultima instancia, el tamafio de la microcapsula y, por tanto, el
numero de microcapsulas posibles por unidad de volumen.

El tamafo de las microcapsulas se selecciona no solo teniendo en cuenta los requisitos del sistema de
transcripcioén/traduccion, sino también los del sistema de seleccidon empleado para el acido nucleico/la construccion
de acido nucleico. Por lo tanto, los componentes del sistema de seleccion, tales como un sistema de modificacion
quimica, pueden requerir volimenes de reaccion y/o concentraciones de reactivo que no sean 6ptimas para la
transcripcion/traduccion. Como se expone en el presente documento, dichos requisitos se pueden incluir mediante
una etapa secundaria de reencapsulacion. Ademas, se pueden incluir seleccionando el tamafio de la microcapsula
con el fin de maximizar la transcripcién/traduccién y la seleccidén en conjunto. Se prefiere la determinacién empirica
del volumen 6ptimo de la microcapsula y de la concentracién de reactivo, por ejemplo, como se expone en el
presente documento.

Un "acido nucleico" de acuerdo con la presente invencion es como se ha descrito anteriormente. Preferentemente,
un acido nucleico es una molécula o una construccién seleccionada del grupo que consiste en una molécula de
ADN, una molécula de ARN, una molécula de acido nucleico parcial o totalmente artificial que consiste
exclusivamente en bases sintéticas o una mezcla de bases naturales y bases sintéticas, una cualquiera de las
anteriores ligada a un polipéptido y una cualquiera de las anteriores ligada a cualquier otro grupo molecular o
construccién. Ventajosamente, el otro grupo molecular o la otra construccion se seleccionan del grupo que consiste
en acidos nucleicos, sustancias poliméricas, particularmente, perlas, por ejemplo, perlas de poliestireno, sustancias
magnéticas tales como perlas magnéticas, marcadores tales como fluoréforos o marcadores isotépicos, reactivos
quimicos, agentes de unién tales como macrociclos y similares.

La porcion de &cido nucleico del acido nucleico puede comprender secuencias reguladoras adecuadas, tales como

las requeridas para una expresion eficaz del producto génico, por ejemplo, promotores, potenciadores, secuencias
de inicio de la traduccion, secuencias de poliadenilacion, sitios de corte y empalme y similares.
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Seleccion del producto

En el Ejemplo 1, se dan los detalles de un método preferido de realizacion del método descrito en el presente
documento. Sin embargo, los expertos en la materia apreciaran que los ejemplos dados no son limitantes y los
métodos para la seleccion de productos se describen en términos mas generales a continuacion.

Un ligando o un sustrato puede conectarse al acido nucleico mediante una variedad de medios que seran evidentes
para los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Hermanson, 1996). Bastara con cualquier marcador que permita
la posterior seleccion del acido nucleico. La clasificacion se puede realizar mediante cualquier método que permita la
separacion preferente, la amplificaciéon o la supervivencia del acido nucleico marcado. Los ejemplos incluyen la
seleccion mediante la unién (incluyendo técnicas basadas en la separacién magnética, por ejemplo, usando
DynabeadsTM), y por la resistencia a la degradacion (por ejemplo, mediante nucleasas, incluyendo las
endonucleasas de restriccion).

Una forma en la que la molécula de &cido nucleico se puede ligar a un ligando o a un sustrato es mediante
biotinilacion. Esto puede realizarse mediante amplificacion por PCR con un cebador 5’ de biotinilacion de modo que
la biotina y el acido nucleico se unan covalentemente.

El ligando o el sustrato que se seleccionan se pueden unir al acido nucleico modificado mediante una variedad de
medios que seran evidentes para los expertos en la materia. Un acido nucleico biotinilado se puede acoplar a una
microperla de poliestireno (0,035 a 0,2 um de diametro) que esté recubierta con avidina o estreptavidina que, por lo
tanto, se unira el acido nucleico con afinidad muy alta. Esta cuenta se puede derivatizar con sustrato o ligando por
cualquier método adecuado, tal como mediante la adiciéon de sustrato biotinilado o mediante acoplamiento covalente.

Como alternativa, un acido nucleico biotinilado se puede acoplar a avidina o estreptavidina formando un complejo
con una gran molécula de proteina tal como tiroglobulina (669 Kd) o ferritina (440 Kd). Este complejo se puede
derivatizar con sustrato o ligando, por ejemplo, mediante acoplamiento covalente al grupo a-amino de lisinas o
mediante una interacciéon no covalente tal como biotina-avidina. El sustrato puede estar presente en una forma no
enlazada al acido nucleico, pero que contenga un "marcador" inactivo que requiere una etapa adicional para
activarlo tal como fotoactivacion (por ejemplo, de un analogo de biotina "enjaulado”, (Sundberg et al., 1995; Pirrung y
Huang, 1996)). El catalizador que se selecciona convierte entonces el sustrato en el producto. A continuacion, se
podria activar el "marcador" y el sustrato “marcado” y/o producto unido por una molécula de unién al marcador (por
ejemplo, avidina o estreptavidina) que forma un complejo con el acido nucleico. Por lo tanto, la proporcién del
sustrato con respecto al producto unido al acido nucleico a través del "marcador" refleja la proporciéon entre el
sustrato y el producto en solucion.

Cuando todas las reacciones se detienen y se combinan las microcapsulas, los acidos nucleicos que codifican las
enzimas activas se pueden enriquecer usando un anticuerpo u otra molécula que se una, o reaccione
especificamente con, el "marcador". Aunque tanto los sustratos como el producto tienen el marcador molecular, solo
los acidos nucleicos que codifican el producto génico activo se purificaran conjuntamente.

En el presente documento, se usan los términos "aislamiento”, "clasificacion" y "seleccion", asi como las variaciones
de los mismos. El aislamiento, de acuerdo con la presente invencion, se refiere al proceso de separacion de una
entidad de una poblacion heterogénea, por ejemplo, una mezcla, de modo que esté exenta de al menos una
sustancia con la que estaba asociada antes del proceso de aislamiento. En una realizacion preferida, el aislamiento
se refiere a la purificacion de una entidad, esencialmente hasta la homogeneidad. La clasificacion de una entidad se
refiere al proceso de aislar preferentemente entidades deseadas frente a entidades no deseadas. En la medida en
que se refiera al aislamiento de las entidades deseadas, los términos "aislamiento" y "clasificacion" son equivalentes.
El método descrito en el presente documento permite la clasificacion de acidos nucleicos deseados a partir de
combinaciones (genotecas o repertorios) de acidos nucleicos que contienen el &cido nucleico deseado. La seleccion
se usa para referirse al proceso (incluyendo el proceso de clasificacidon) de aislamiento de una entidad de acuerdo
con una determinada propiedad de la misma.

La seleccion inicial de un acido nucleico a partir de una genoteca de acidos nucleicos (por ejemplo, una genoteca de
taq mutante) requerira, en la mayoria de los casos, el rastreo de un gran nimero de variantes de acidos nucleicos.
Las genotecas de acidos nucleicos se pueden crear en una variedad de maneras diferentes, incluyendo las
siguientes.

Se pueden clonar combinaciones de acidos nucleicos naturales a partir de ADN genémico o ADNc (Sambrook et al.,
1989); por ejemplo, genotecas de Tagq mutante u otras genotecas de ADN polimerasas, preparadas mediante
repertorios amplificados por PCR de genes de Taq o de otras ADN polimerasas, han demostrado ser fuentes muy
eficaces de fragmentos de ADN polimerasa. En los ejemplos se proporcionan mas detalles.

Las genotecas también se pueden preparar mediante la codificacion de todos (véase, por ejemplo, Smith, 1985;

Parmley y Smith, 1988) o parte de los genes (véase, por ejemplo, Lowman et al., 1991) o combinaciones de genes
(véase, por ejemplo, Nissim et al., 1994) mediante un oligonucledétido sintético aleatorio o dopado. Las genotecas
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también se pueden preparar introduciendo mutaciones en un &cido nucleico o en una combinacién de acidos
nucleicos "al azar" mediante una variedad de técnicas in vivo, que incluyen; el uso de “cepas mutadoras”, de
bacterias tales como E. coli mutD5 (Liao et al., 1986; Yamagishi et al., 1990; Low et al., 1996). Las mutaciones al
azar, también se pueden introducir tanto in vivo como in vitro mediante mutagenos quimicos y radiacién ionizante o
UV (véase Friedberg et al., 1995.), o incorporando analogos de bases mutagénicos (Freese, 1959; Zaccolo et al.,
1996). Las mutaciones "aleatorias" también se pueden introducir en genes in vitro durante la polimerizacion, por
ejemplo, mediante el uso de polimerasas propensas a errores (Leung et al., 1989). En el método descrito en el
presente documento, el repertorio de fragmentos nucleicos usado puede ser un repertorio mutante de Taq que se
haya mutado usando PCR propensa a error. Los detalles se proporcionan en el Ejemplo 1. De acuerdo con el
método descrito en el presente documento, el término "aleatoria" puede ser en términos de posiciones aleatorias con
repertorio aleatorio de aminoacidos en esas posiciones o pueden ser posiciones seleccionadas (predeterminadas)
con un repertorio aleatorio de aminoacidos en esas posiciones seleccionadas.

Se pueden introducir otras diversificaciones mediante el uso de la recombinacién homdloga bien in vivo (véase
Kowalczykowski et al., 1994) o in vitro (Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b).

Microcapsulas/Clasificacién

Ademas de los acidos nucleicos descritos anteriormente, las microcapsulas descritas en el presente documento
comprenderan componentes adicionales requeridos para que tenga lugar el proceso de clasificacion. Otros
componentes del sistema comprenderan, por ejemplo, los necesarios para la transcripcion y/o traduccion del acido
nucleico. Estos se seleccionan segun los requisitos de un sistema especifico entre los siguientes; un tampon
adecuado, un sistema de transcripcion/replicacion in vitro y/o un sistema de traduccion in vitro que contiene todos los
ingredientes necesarios, enzimas y cofactores, ARN polimerasa, nucledtidos, acidos nucleicos (naturales o
sintéticos), ARN de transferencia, ribosomas y aminoacidos, y los sustratos de la reaccion de interés con el fin de
permitir la seleccion del producto génico modificado.

Un tampoén adecuado sera aquel en el que todos los componentes deseados del sistema biolégico estan activos, y
dependerd, por tanto, de los requisitos de cada sistema de reaccién especifico. Los tampones adecuados para las
reacciones bioldgicas y/o quimicas son conocidos en la técnica y los protocolos proporcionados en diferentes textos
de laboratorio, tales como Sambrook et al., 1989.

El sistema de traduccion in vitro comprendera normalmente un extracto celular, por lo general, de bacterias (Zubay,
1973; Zubay, 1980; Lesley et al., 1991; Lesley, 1995), reticulocitos de conejo (Pelham y Jackson, 1976) o germen de
trigo (Anderson et al., 1983). Muchos sistemas adecuados se encuentran disponibles en el mercado (por ejemplo, en
Promega) incluyendo algunos que permitiran una transcripcion/traduccion acoplada (todos los sistemas bacterianos
y el reticulocito y los sistemas de extractos de germen de trigo TNT™ de Promega). Si se desea, la mezcla de
aminoacidos usada puede incluir aminoacidos sintéticos para aumentar el posible nimero o la variedad de proteinas
producidas en la genoteca. Esto se puede lograr cargando los ARNt con aminoacidos artificiales y usando estos
ARNIL para la traduccion in vitro de las proteinas que se van a seleccionar (Eliman et al., 1991; Benner, 1994; Mendel
et al., 1995).

Tras cada serie de seleccidon, se puede ensayar el enriquecimiento de la combinaciéon de acidos nucleicos en
aquellos que codifican las moléculas de interés mediante reacciones de transcripcion/replicacion in vitro, no
compartimentalizada, o reacciones acopladas de transcripcion-traduccion. La combinacién seleccionada se clona en
un vector plasmidico adecuado, y el ARN o la proteina recombinante se produce a partir de los clones individuales
para una purificacion y ensayo adicionales.

Identificacion de microcapsulas

Las microcapsulas se pueden identificar en virtud de un cambio inducido por el producto génico deseado que se
produce o se manifiesta en la superficie de la microcapsula, o es detectable desde el exterior, como se describe en
el apartado iii (Clasificacion de microcapsulas). Este cambio, cuando se identifica, se usa para desencadenar la
modificacion del gen dentro del compartimento. En un aspecto preferido descrito en el presente documento, la
identificaciéon de microcapsulas se basa en un cambio de las propiedades 6pticas de la microcapsula, dando como
resultado una reaccion que conduce a luminiscencia, fosforescencia o fluorescencia dentro de la microcapsula. La
modificacién del gen dentro de las microcapsulas estaria desencadenada por la identificacién de la luminiscencia,
fosforescencia o fluorescencia. Por ejemplo, la identificacion de la luminiscencia, fosforescencia o fluorescencia
puede desencadenar el bombardeo del compartimento con fotones (u otras particulas u ondas), que conduce a la
modificacidn del acido nucleico. Ya se ha descrito un procedimiento similar previamente para la clasificacion rapida
de células (Keij et al., 1994). La modificaciéon del acido nucleico puede ser el resultado, por ejemplo, de acoplar un
"marcador" molecular, confinado por un grupo protector fotolabil, a los acidos nucleicos: el bombardeo con fotones
de una longitud de onda apropiada conduce a la eliminacion del confinamiento. Tras ello, todas las microcapsulas se
combinan y los acidos nucleicos se agrupan entre si en un entorno. Los acidos nucleicos que codifican los productos
génicos que muestran la actividad deseada se pueden seleccionar mediante purificacion por afinidad, usando una
molécula que se une especificamente o reacciona especificamente con el "marcador".
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Procedimiento de multiples etapas

También se apreciara que no es necesario que todos los procesos de transcripcidn/replicacion y/o traduccion, y
seleccion procedan en una sola etapa, teniendo lugar todas las reacciones en una microcépsula. El procedimiento
de seleccion puede comprender dos o mas etapas. En primer lugar, la transcripcion/replicaciéon y/o traduccion de
cada acido nucleico de una genoteca de acido nucleico puede tener lugar en una primera microcapsula. Cada
producto génico se une después al acido nucleico que lo codifica (que reside en la misma microcapsula). A
continuacién, se destruyen las microcapsulas y, opcionalmente, los acidos nucleicos fijados a sus respectivos
productos génicos, se purifican. Como alternativa, los acidos nucleicos se pueden unir a sus respectivos productos
genéticos usando métodos que no dependen de la encapsulacion. Por ejemplo, la presentacion en fagos (Smith, G.
P., 1985), la presentacion en polisomas (Mattheakkis et al., 1994), la fusién de ARN-péptido (Roberts y Szostak,
1997) o la fusién de péptido represor lac (Cull, et al., 1992).

En la segunda etapa del procedimiento, cada acido nucleico purificado fijado a su producto génico se coloca en una
segunda microcapsula que contiene los componentes de la reaccién que se van a seleccionar. A continuacion, se
inicia esta reaccion. Una vez completadas las reacciones, las microcapsulas se vuelven a romper y se seleccionan
los acidos nucleicos modificados. En el caso de las reacciones complicadas de mudltiples etapas en las que
participan muchos componentes individuales y etapas de reaccién, se pueden realizar una o mas etapas intermedias
entre la etapa inicial de creacién y la union del producto génico al acido nucleico, y la etapa final de generacion del
cambio seleccionable en el acido nucleico.

Amplificacion

En todas las configuraciones anteriores, se puede amplificar el material genético comprendido en los acidos
nucleicos, y el proceso se repite en etapas iterativas. La amplificacion puede ser mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (Saiki et al., 1988) o usando una entre una variedad de técnicas diferentes de amplificacion de genes
que incluyen: amplificacion con la replicasa QB (Cahill, Foster y Mahan, 1991; Chetverin y Spirin, 1995; Katanaeyv,
Kuraasov y Spirin, 1995); la reaccién en cadena de la ligasa (LCR) (Landegren et al., 1988; Barany, 1991); el
sistema de replicacion autosostenida de secuencias (Fahy, Kwoh y Gingeras, 1991) y la amplificacién por
desplazamiento de cadena (Walker et al., 1992).

(B) ADN polimerasas
(i) General.

ADN polimerasas de alta fidelidad tales como Pol A (como Polimerasa Taq) y polimerasas de la familia Pol-B que
carecen de de la capacidad de prueba de lectura exonucleolitica 3'-5° muestran un bloqueo estricto a la extension de
terminales de cebadores 3’ distorsionados o desapareados para evitar la propagacién de incorporaciones erréneas.
Mientras que el grado de bloqueo varia considerablemente dependiendo de la naturaleza de la falta de coincidencia,
algunos desapareamientos de transversion (purina-purina/pirimidina-pirimidina) se extienden hasta 10° veces menos
eficazmente que los terminales apareados (Huang, 92). Del mismo modo, muchos analogos de bases artificiales,
aunque incorporados de manera eficaz, actian como fuertes terminadores (Kool, Loakes).

Los presentes inventores han modificado los principios descritos en Ghadessy, F. G et al (2001) Proc. Nat Acad. Sci,
EE.UU., 93, 4552-4557 (autorreplicacion compartimentada) y Ghadessy 2003, y sefialados anteriormente. Ambos
documentos se incorporan en el presente documento por referencia. Los presentes inventores han usado estas
técnicas modificadas para desarrollar un método mediante el cual se puede ampliar la especificidad por los sustratos
de ADN polimerasas de alta fidelidad de una manera genérica.

Los inventores han ejemplificado la técnica mediante la ampliacion de la especificidad por los sustratos de las
polimerasas de la familia pol-A de alta fidelidad. En particular, los presentes inventores crearon dos repertorios de
genes Taq mutados al azar, como se describe en Ghadessy, F. G. et al (2001) mencionado anteriormente. Se
realizaron tres ciclos de CSR de extension de desapareamientos usando cebadores flanqueantes portadores de los
desapareamientos A*G y C*C en sus extremos 3'. Los clones seleccionados se clasificaron usando un ensayo de
extensiéon de PCR descrito en el presente documento.

Los mutantes seleccionados mostraron la capacidad de extender los desapareamientos de transversiéon G*A 'y C*C
usados en la seleccion de CSR, pero también mostraron una capacidad genérica para extender terminales 3’
apareados erroneamente. Estos resultados son sorprendentes, sobre todo porque Polimerasa Taq es incapaz de
extender dichos desapareamientos (Kwok et al., (1990); Huang (1992).

Por lo tanto, usando dicha metodologia, los inventores han generado las ADN polimerasas que presentan una
especificidad por los sustratos relajada/seleccién mas amplia de sustratos.

De acuerdo con la presente invencion, la expresion “seleccién mas amplia de sustratos” (de una ADN polimerasa
obtenida por ingenieria genética) significa que la seleccién de sustratos de una ADN polimerasa obtenida por
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ingenieria genética de acuerdo con la presente invencion es mas amplia que la de la una o mas ADN polimerasas, o
los fragmentos de las mismas, de las que se deriva. La expresion “una seleccidon mas amplia de sustratos” se refiere
a la capacidad de una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la presente invencién para
extender uno o mas desapareamientos 3’, por ejemplo, A*A, C*C, G*G, T*T y G*A, que la una o mas polimerasa/s
de las que se deriva no pueden extender. Es decir, esencialmente, una ADN polimerasa que presenta una seleccion
de sustratos relajada segun lo definido en el presente documento tiene la capacidad no solo de extender los
desapareamientos 3’ usado en su generacion, (es decir, los cebadores flanqueantes), sino que también presenta
una capacidad genérica para extender los desapareamientos 3’ (por ejemplo, A*G, A*A, G*G).

Se seleccionaron los dos mejores mutantes M1 (G84A, D144G, K314R, E520G, F598L, A608V, E742G) y M4
(D58G, R74P, A109T, L245R, R343G, G370D, E520G, N583S, E694K, A743P) para examinarlos mejor.

M1 y M4 no solo habian aumentado enormemente la capacidad de ampliacién de los desapareamientos de
transversion G*A y C*C usados en la seleccion de CSR, sino que parecieron haber adquirido una capacidad mas
genérica para ampliar los terminales 3’ desapareados, incluyendo otros desapareamientos de transversion muy
desfavorecidos (tales como A*G, A*A, G*G) (Fig. 1B), que Polimerasa Taq de tipo silvestre no pudo ampliar, como
se ha informado anteriormente (Kwok et al 1990, Huang 92).

(ii) Mutantes M1 y M4

Las secuencias de acido nucleico que codifican los mutantes de ADN polimerasa pol A M1 y M4 pol se representan
en SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2, respectivamente, y se muestran en la Fig. 1y 2, respectivamente.

A pesar de tener propiedades muy similares, M1 y M4 (y, de hecho, otros clones seleccionados) tienen pocas
mutaciones en comun, lo que sugiere que hay multiples soluciones moleculares para el fenotipo de extension de
desapareamientos. Una excepcion fue E520G, una mutacién que es compartida por todos menos por uno de los
cuatro mejores clones de la seleccién final. Curiosamente, E520 se encuentra en la punta del dominio de pulgar, a
una distancia de 20 A del OH 3’ del terminal del cebador desapareado, y su participacion en el reconocimiento o la
extension de desapareamientos no esta clara. Sin embargo, E520G es claramente importante para la extension de
desapareamientos, pues la retromutacion reduce la extensidon de desapareamientos tanto en M1 como en M4 a
niveles cercanos al de tipo silvestre (Fig. 2).

La otra unica caracteristica claramente compartida por M1 y M4 son las mutaciones dirigidas a los restos, que
pueden participar en la rotacion de +1 base del molde. El resto E742 mutado en M1 (E742G) forma un contacto
directo con la +1 base rotada sobre la cadena del molde (Li et al), mientras que, en M4, el resto adyacente A743 es
mutado a prolina (A743P), lo que puede perturbar las interacciones distorsionando la configuracién de la cadena
principal local. La retromutacion de E742G en M1 redujo la extension de desapareamientos, pero solo en
aproximadamente un 20 %, lo que indica que no contribuye de manera decisiva a la extensién de desapareamientos.

Sorprendentemente, las mutaciones del dominio exonucleasa 5’-3’ N-terminal (53exoD) también parecen contribuir a
la extension de los desapareamientos segun lo sugerido por el aumento de 2-4 veces de la capacidad de extension
de desapareamientos de las quimeras de 53exoD de M1, M4 y PolD de Taq de tipo silvestre (Fig. 4). No esta claro
cémo potencian la extension de los desapareamientos, pero dada la aparente distancia de 53exoD del sitio activo
(Utz 99, Eom 96), es poco probable que implique efectos directos sobre la catalisis de la extension. El aumento de
afinidad por el duplex de cebador-molde también podria aumentar la extension de los desapareamientos (Huang,
92), pero las constantes de disociacion de Taq de tipo silvestre, M1 y M4 para el diplex de cebador-molde apareado
y desapareado no fueron distinguibles a juzgar por un ensayo de union de equilibrio (Huang 92) (no mostrado).

Relacion de M1 y M4 con otras ADN polimerasas de origen natural

La extension de terminales del cebador 3’ desapareados es una caracteristica de las polimerasas de origen natural.
Las transcriptasas inversas virales (RT) como la RT del VIH-1 o la RT del AMV, y las polimerasas capaces de
realizar la sintesis translesion (TLS), tales como las polimerasas de la familia pol-Y pol 1 (Vaisman 2001JBC) o pol «
(Washington 2002 PNAS), o la poco comun polimerasa de la familia pol-B pol  (Johnson, Nature), extienden
desapareamientos en 3’ con una eficacia elevada en comparacion con las polimerasas de alta fidelidad. Por lo tanto,
las polimerasas seleccionadas comparten similitudes funcionales significativas con las polimerasas preexistentes,
pero representan, por lo que se sabe, el Unico miembro conocido de polimerasas de la familia pol-A que son
competentes en la extension de desapareamientos (ME) y la sintesis translesion (TLS). En contraste con las
polimerasas TLS, que son distributivas y dependen de factores de capacidad de procesamiento celulares tales como
PCNA (referencias de Prakash para eta/kappa e iota), M1 y M4 combinan la ME y la TLS con una alta capacidad de
procesamiento y, en el caso de M1, son capaces de realizar la amplificacién eficaz de fragmentos de ADN de hasta
26 kb.

En el caso de las RT virales, la ME puede desempefar un papel crucial en permitir la replicacion propensa a errores,

aunque con capacidad de procesamiento, de un genoma viral de mdultiples kb. Para las polimerasas TLS, la
extension de desapareamientos competente también es un requisito previo necesario para su funcién bioldgica,
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pues los terminales de cebadores apareados y distorsionados se producen necesariamente frente a las lesiones de
la cadena molde de ADN. Se cree que la capacidad de las polimerasas TLS para atravesar las lesiones de bloqueo
de la replicacion en el ADN surge a partir de una seleccion geomeétrica relajada en el sitio activo (Goodman 02). La
capacidad de M1 y M4 para procesar tanto desapareamientos voluminosos como un dimero CPD distorsionante
(dimero timidina-timidina cys-syn) hace plausible que, en analogia con las polimerasas TLS, también hayan
adquirido un sitio activo mas abierto. De hecho, la modelizacion mostré que un dimero CPD no puede alojarse en el
sitio activo de la polimerasa Taq de tipo silvestre sin choques estéricos principales (Trincao01).

M1 (y, en menor grado, M4) también mostré6 un gran aumento de la capacidad de incorporacién, extension y
replicacion de diferentes tipos de sustratos de nucleétidos artificiales que se desvian en diversos grados de la
estructura de nucleobase canodnica. Entre ellos, la sustitucion aS es la mas conservadora. Sin embargo, el anion de
azufre es significativamente mayor que el anién de oxigeno, y coordina mal los cationes, lo que puede ser una de las
razones por las que la enzima de tipo silvestre no tolerara la sustitucion oS completa. Los nucleétidos marcados
fluorescentemente como los nucledtidos oS conservan el potencial de apareamiento de bases, pero incluyen un
sustituyente voluminoso e hidréfobo que debe ser alojado por el sitio activo de la polimerasa. Los choques estéricos
en el sitio activo se ven aliviados por la presencia de un enlazador largo y flexible. De hecho, los presentes
inventores encuentran la biotina-16-dUTP un sustrato mucho mejor para M1 que biotina-11-dUTP, mientras que Taq
de tipo silvestre no puede usar ninguno de ellos. El analogo hidréfobo 5NI representa la salida mas drastica de la
quimica de nucleétidos convencional examinada por los presentes inventores. De un tamafio comparable a una base
de purina, 5NI carece por completo de cualquier posible puente de hidrogeno pero, a juzgar por la RMN, y al igual
que las bases naturales, favorece la posicion contraria al azucar ribosa (J. Gallego, D. L. y P. H., resultados no
publicados). Por lo tanto, un par de bases 5NI*A o 5NI*G se pareceria mucho a un desapareamiento de una
transversion de purina-purina, pudiendo provocar distorsiones similares a la geometria candnica de los duplex de
ADN. Los experimentos usando analogos de bases sin puentes de hidrégeno isostéricos han demostrado que no se
requiere el puente de hidrégeno de Watson-Crick en si para la insercién o la replicacion eficaces (revisado por Kool
02). Sin embargo, mientras que muchos analogos de bases hidréfobos sin puentes de hidrégeno se incorporan de
manera eficaz, posteriormente conducen a la terminacion, tanto en el extremo 3’ como en una base del molde (Kool,
Romesberg).

Estudios estructurales y bioquimicos han identificado previamente regiones de la estructura de la polimerasa que
son importantes para la diferenciaciéon de desapareamientos tales como el motivo A (implicado en la unién dNTP
entrante), la hélice-O (motivo B) y los restos que participan en la uniéon del hidrégeno en el surco menor (24, 25). La
inspeccion de la secuencia de M1 y M4 revela una notoria ausencia de mutaciones en estas regiones. Bastantes
mutaciones de M1 y M4 implican regiones de la polimerasa no asociadas previamente con el reconocimiento de
sustratos tal como la punta del subdominio del pulgar (E520), la funcién de rotacién de bases del molde +1 (E742,
A743) en el subdominio del pulgar y el dominio de exonucleasa 5- 3’ (53exoD).

53exoD se encuentra demasiado lejos del sitio activo como para tener efectos directos sobre la extension de los
desapareamientos. Sin embargo, se cree que es crucial para la capacidad de procesamiento de la polimerasa y, por
tanto, puede influir en la extensién de los desapareamientos (24). De hecho, el fragmento de Stoffel de la polimerasa
Taq (26), que carece de 53exoD, muestra tanto una capacidad de procesamiento reducida como una diferenciacién
de los desapareamientos mas rigurosa (27). Las mutaciones producidas en 53exoD de M1 y M4 pueden, por tanto,
contribuir a la extension de los desapareamientos mediante el aumento de la capacidad de procesamiento de la
polimerasa. Junto con la capacidad para evitar los sitios abasicos (generada en grandes fragmentos de ADN durante
el termociclado), esto también puede contribuir a la competencia de M1 en la PCR prolongada (Fig. 5). E520 se
encuentra en la punta del dominio pulgar, al final de la hélice H2, a una distancia de 20 A de OH 3’ de la base
terminal del cebador desapareado (P1) (2). Por lo tanto, los aspectos mecanisticos de la participacién de la mutacion
E520G en el reconocimiento o la extension de los desapareamientos tampoco son obvios. Cabe sefialar, sin
embargo, que las regiones adyacentes, especialmente el bucle anterior que conecta las hélices H1 y H2, y las partes
de la hélice |, crean amplios contactos con el duplex de molde-cebador entre P3-P7 (2). Previamente, se ha
observado que la incorporacién de los desapareamientos afecta a la cinética de extension hasta la posicion P4 (24).
E520G puede modificar la estructura de estas regiones para facilitar el paso de los desapareamientos y aumentar la
eficacia del alargamiento tras la incorporacion. La rotacién de bases, es decir, la rotacion de la base designada hacia
fuera del eje de la hélice de ADN, es un mecanismo comun entre las enzimas que modifican el ADN (por ejemplo,
las glucosilasas), pero su papel exacto en la funcién de la polimerasa esta menos claro. Se ha especulado que la
rotacion de la base del molde +1 puede contribuir a la fidelidad de la polimerasa, evitando el apareamiento de bases
de fuera de registro (25) del nucleétido 3’ con las bases del molde secuencia arriba afines. La interferencia con este
mecanismo, por tanto, podria potenciar la extension aparente de los desapareamientos, pero produciria
eliminaciones de 1 base. Sin embargo, ni las extensiones de los cebadores ni la secuenciaciéon de los productos de
PCR generados con M1 o M4 usando cebadores con los desapareamientos 3 G*A y C-C revelaron ningun
deslizamiento del molde, sino que, por el contrario, se confirmé la extensién en registro de los desapareamientos (no
mostrada). La utilidad de la reduccién de la rotacion de bases en el contexto de la capacidad TLS de M1y M4 es
mas facil de entender, sobre todo en el dimero CPD, pues las dos bases de timina del molde unidas covalentemente
serian refractarias a la rotacion. De hecho, las polimerasas TLS que, de manera natural, son capaces de evitar los
dimeros CPD, parecen carecer de una funcién de rotacion de bases (28).
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Cinética de extension e incorporacion de las polimerasas

El examen de la cinética de extension e incorporacién de las polimerasas mutantes sugiere que tienen una
propension significativamente mayor a no solo ampliar, sino también incorporar desapareamientos de transversion vy,
por consiguiente, deberian tener una tasa de mutacion significativamente mayor en comparacién con la enzima de
tipo silvestre. También cabria esperar una seleccidn geométrica mas relajada en el sitio activo a costa de una
fidelidad significativamente reducida como ocurre, de hecho, en el caso de las polimerasas TLS (23). Sin embargo,
la medicion de la tasa global de mutaciéon usando el ensayo de MutS (no mostrado) y la secuenciaciéon de los
productos de PCR generados por M1 solo indicaron un modesto aumento (inferior al doble) de la tasa de mutacion
(Tabla 1), debido principalmente a un aumento de la propension a la transversion. Como se ha descrito previamente
(10), la CSR deberia seleccionar tasas de auto-mutacion 6ptimas en el umbral de error (31). Un cambio en el
espectro de mutacién hacia una distribucion mas uniforme de las mutaciones de transicion y transversion puede ser
una solucién eficaz para acelerar la adaptacion, a la vez que se mantiene una distancia saludable con el umbral de
error. Esto también puede hacer de M1 una herramienta util para el disefio por ingenieria genética de proteinas,
pues el sesgo de Taq (y otras ADN polimerasas) para las mutaciones de transicion limita las regiones del espacio
secuencial a las que se puede acceder de manera eficaz usando mutagénesis por PCR.

Tabla 1: espectro de mutacion de Taq de tipo silvestre y M1 en la PCR

Transiciones Transversiones Eliminaciones
AT—GC GC—HAT AT->TA AT—CG GC—>TA GC—-CG

Taq TW* 25 9 8 2 3 1 3

M1* 25 16 15 4 5 10 1

*Mutaciones derivadas de la secuenciacion de 40 clones (800 pb) cada una.

En resumen, las ADN polimerasas descritas en el presente documento, en particular M1 y M4, respectivamente,
representadas en SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2, poseen las siguientes propiedades:

(1) La sintesis translesién de ADN;
(2) Una capacidad genérica para incorporar analogos de bases artificiales al ADN;
(3) M1 tiene la capacidad de amplificar de manera eficaz dianas de ADN de hasta 26 kb.

Usos de las ADN polimerasas descritas en el presente documento

La evolucion dirigida hacia la extension de los desapareamientos de transversion distorsionantes como G*A o C*C
por CSR produce nuevas polimerasas "sin pretensiones" con una capacidad para realizar no solo la extension de los
desapareamientos y la TLS eficaces, sino también para aceptar una seleccién de sustratos de nucleétidos
artificiales. Los presentes inventores han demostrado que la evolucién de TLS de polimerasas de alta fidelidad, de la
familia pol-A, la familia pol-B u otras polimerasas requiere unas cuantas mutaciones, lo que sugiere que la TLS y el
reconocimiento relajado de sustratos estan relacionados funcionalmente, y pueden representar un estado
predeterminado de la funcion de la polimerasa, en lugar de una especializacion.

Las propiedades poco comunes de las ADN polimerasas descritas en el presente documento, en particular, de M1y
M4, pueden tener usos inmediatos, por ejemplo, para mejorar la incorporacion de nucleétidos modificados con
colorante en la secuenciacion y el marcaje de matrices y/o la amplificacion de dianas de ADN ultra-largas. Pueden
ser Utiles para la amplificacion de moldes de ADN dafiados en la medicina forense o la paleobiologia, pueden
permitir una ampliacién del repertorio quimico de los aptameros o de las desoxirribozimas (Benner, Barbas, revision
de las ribozimas) y pueden ayudar en los esfuerzos por ampliar el alfabeto genético (Benner, Schultz). El espectro
de mutaciones modificadas de M1 puede convertirse en una herramienta Util en los experimentos de mutagénesis
aleatoria, pues el fuerte sesgo de Taq y otras polimerasas hacia las transiciones (A—>G, T—C) limita la diversidad
combinatoria accesible a través de la mutagénesis por PCR. Ademas, la capacidad de M1 y M4 para extender los
extremos 3’ en los que la ultima base no coincide con la cadena del molde, y la capacidad de H10 (véase el Ejemplo
6) para extender los extremos 3’ en los que las dos ultimas bases no coinciden con la cadena del molde pueden
ampliar el alcance de los métodos de transposicion de ADN (Stemmer), permitiendo recombinar secuencias mas
alejadas.

Ademas, las ADN polimerasas descritas en el presente documento, en particular, las polimerasas Pol A, por
ejemplo, las polimerasas Pol A M1 y M4 descritas en el presente documento, pueden servir como un marco util para
la mutagénesis y la evoluciéon hacia las polimerasas capaces de utilizar una selecciéon cada vez mas amplia de
sustratos de nucledtidos modificados. Los inventores anticipan que la evolucién dirigida, en ultima instancia, puede
permitir la modificacién de la propia quimica de las polimerasas, lo que permite la creacion de polimeros de tipo ADN
amplificables de secuencia definida, extendiendo de este modo la evolucion molecular a la ciencia de materiales.
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A continuacion, se describira la invencién mediante los siguientes ejemplos, que, bajo ningun concepto, son
limitantes de la invencion reivindicada en el presente documento.

Ejemplo 1
Métodos generales
Lista de cebadores:

5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GTA-3'; desapareamiento A*G

5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GCC-3; desapareamiento
C<C

3 5'-AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC AA-3'

4 5'-ACC ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC G-3

5: 5'-GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC GCA 3'; desapareamiento A*A

6: 5'-CC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC GG 3'; desapareamiento GG
7.

8

9

N —

5'-GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC GCG3'; desapareamiento G-A
5'-AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC AA-3'
: 5'-CCG ACT GGC CAA GAT TAG AGA GTA TGG-3'

10: 5'-GAT TTC CAC GGA TAA GAC TCC GCA TCC-3'

11: 5'-GGC AGA CGA TGA TGC AGA TAA CCA GAG C-3'

12: 5'-GCC GAT AGA TAG CCA CGG ACT TCG TAG-3'

13: 5'-GGA GTA GAT GCT TGC TTT TCT GAG CC-3'

14: 5-GAG TTC GTG CTT ACC GCA GAATGC AG-3'

15: 5'-ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCAAGC G 3

16: 5'-ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCAAGC C 3'

17: 5'-ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCAAGCAJZ

18: 5'-AAA CAG CGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3'

19: 5'-AAA CAG GGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3'

20: 5'-AAA CAG AGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3'

21: 5'-AAA CACCGC TTGGCG TCACCC GCAGTTCGG T-3'

22: 5'-AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAT TCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3' (intacto)

23: 5'-AGC TAC CAT GCC TGC ACG ACA XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3'; X = sitio
abasico

24: 5'-AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAX XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3, XX =
dimero CPD

25: 5-CGT GGT CGC GAC GGA TGC CG-3'
26: 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA-3'
27: 5'-ACT GXT CTC CCT ATA GTG AGT CGT ATT A-3"; X = 5NI.

Materiales y métodos

Manipulacion del ADN y expresion de proteinas. La expresion de clones de Taq para la deteccién y la seleccion de
CSR fue como se describe (10). Para las mediciones cinéticas y los ensayos de extension en gel, se purificaron las
polimerasas como se describe (32) usando una resina de intercambio idnico Biorex70 (BioRad). Todas las
extensiones de PCR y de cebador se realizaron en 1 x tampén de Taq (KCI 50 mM/TrissHCI 10 mM (pH 9,0)/Triton
X-100 al 0,1 %/MgCl2 1,5 mM), con dNTP (0,25 mM (Amersham Pharmacia Biotech, NJ)) y cebadores apropiados a
menos que se especifique lo contrario. Las secuencias de los cebadores se proporcionan en la informacion
complementaria. Las reacciones de extension de cebadores se terminaron mediante la adicion de formamida al
95 %/EDTA 10 mM, y se analizan en geles de poliacrilamida al 20 %/urea 7 M.

Seleccion de CSR. Se combinaron genotecas previamente seleccionadas por su actividad L1* y L2* (10) y se
realizaron 3 series de seleccion de CSR como se describe (10), a excepcién del uso de los cebadores 1:
(desapareamiento A<G) y 2: (desapareamiento C+C) y 15 ciclos de (94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 8 min). Se
recombinaron los clones de la serie 2 mediante un proceso de extension escalonada (StEP) de transposicion por
PCR (33) como se describe. Para la serie 3, los ciclos de CSR se redujeron a 10 y tiempos de hibridacion de hasta
30s.

PCR. Se us6 un ensayo de PCR para rastrear y clasificar los clones. En resumen, se normalizaron los clones en
cuanto a la actividad en la PCR con los cebadores apareados 3, 4 y la actividad con los cebadores desapareados 1
y 2 (1 uM de cada) determinados a un numero de ciclos minimo (15-25 ciclos). Se determin6 la capacidad de
extension para los diferentes desapareamientos mediante el mismo ensayo usando los cebadores de
desapareamiento 2 (desapareamiento C<C), 5 (desapareamiento A+A), 6 (desapareamiento G<G), 7
(desapareamiento G+A) con el cebador apareado 3 o el cebador 1 (desapareamiento A*G) con el cebador apareado
4. Se llevd a cabo la incorporacién de sustratos artificiales en una PCR de 50 ciclos usando condiciones
convencionales y dNTP oS 50 uM (Promega) o FITC-12-dATP 50 uM (Perkin-Elmer), rodamina-5-dUTP (Perkin-
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Elmer) o biotina-16-dUTP (Roche) con cantidades equivalentes de los otros 3 dNTP (todos a 50 uM). Se llevé a cabo
una PCR larga usando un protocolo de ciclos de dos etapas como se describe (22) a 94 °C durante 2 minutos,
seguido de 20 ciclos de (94 °C 15 s, 68 °C 30 min) usando 5 ng de molde de ADN de fago A (New England Biolabs)
y cualquier cebador 9, 10, 11 con el cebador 12, o el cebador 13 con los cebadores 10 y 14.

Cinética de incorporacion/extension de un solo nucleétido. Los parametros cinéticos se determinaron usando un
ensayo basado en gel esencialmente como se describe (16). Se marcaron con 2P |os cebadores 15, 16, 17 (base ¥
= G, C, A, respectivamente) y se hibridaron a una de las cadenas de molde 18, 19, 20 (base de molde = C, G, A,
respectivamente) o 21 (base de molde C, contexto diferente). Los sustratos de duplex se usaron a una
concentracion final de 50 nM en 1 x tampén de Taqg con diversas concentraciones de enzima y dNTP. Las
reacciones se llevaron a cabo a 60 °C durante tiempos mediante los que se utilizé menos del 20 % de cebador-
molde a la mayor concentracion de dNTP.

Ensayos de afinidad por los moldes. Se us6 un ensayo de unién de equilibrio (12) para determinar la afinidad relativa
de las polimerasas por los cebador-moldes desapareados usados en los ensayos de cinética. Las polimerasas se
incubaron previamente a 60 °C en 1 x tampdén de Taq con cebador-molde apareado marcado con p 50 nM y
cebador-moldes competidores desapareados sin marcar 50 nM. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién
simultanea de dCTP (200 uM) y ADN trampa (ADN de esperma de salmoén cortado restringido a Xbal/Sall, 4,5
mg/ml). Experimentos anteriores demostraron la eficacia de la trampa en el periodo de tiempo usado (15 segundos).

Ensayo de replicacion de translesiones. Los cebadores de molde 22 (intacto) o 23 (que contiene un sitio abasico
sintético) fueron sintetizados por los laboratorios Lofstrand (Gaithersburg, MD). El cebador de molde 24 (que
contenia un solo dimero de timina cis-syn), se sintetizd6 como se describe (34). El cebador 25 se marcé con 2p y se
hibridé a uno de los tres moldes 22, 23, 24 (a una proporcion molar de cebador con respecto al molde de 1:1,5) y se
extendio en TrissHCI 40 mM a pH 8,0, MgCl, 5 mM, 100 uM de cada dNTP, DTT 10 mM, 250 ug/ml de BSA, glicerol
al 2,5 %, ADN de cebador-molde 10 nM y 0,1 unidades de polimerasa a 60 °C durante diversos tiempos.

Ensayo de replicacion de 5NI. Se marcé con p y se hibridd el cebador 26 al cebador de molde 27 (que contiene un
solo 5-nitroindol) en 1 x tampdn de Taq, y 0,1 o0 0,5 unidades de la polimerasa, y se incubaron las reacciones a 60 °C
durante 15 minutos, tras lo que se afhadieron 40 uM de cada dNTP, y se prosiguié la incubacién a 60 °C durante
diversos periodos de tiempo.

Ensayos de fidelidad. Se determinaron las tasas de mutacion usando el ensayo ELISA de mutS (Genecheck, Ft.
Collins, CO) o mediante la realizacion de 2 x 50 ciclos de PCR en tres moldes diferentes y la secuenciacion de los
productos clonados.

Ejemplo 2 (solo como referencia)

Andlisis cinético. Se midieron la extensién y la incorporaciéon cinética de M1 y M4 para una seleccion de
desapareamientos usando un ensayo cinético basado en gel en estado estacionario (Goodman) (Tablas 1y 2). M1y
M4 extienden, respectivamente, un desapareamiento C+C 390 y 75 veces mas eficazmente que Taq de tipo silvestre.
El examen del resto de desapareamientos mas desfavorecidos (G+A, A+G, A+A, G*G) revela aumentos genéricos,
aunque menos pronunciados, de las eficacias de extension, como lo sugiere el ensayo de PCR (Fig. 4, Fig. 5). El
aumento de la eficacia de la extension se deriva principalmente del aumento de los valores de Vmax relativos para las
polimerasas mutantes, mientras que la K, para los sustratos de nucledtidos permanece practicamente invariable.
Para la mayoria de las ADN polimerasas, la eficacia relativa de extensién de un desapareamiento dado (fext) €S
similar a la eficacia relativa de formacién del mismo (finc) (Goodman 1.993, Goodman 1990, Washington 2001). De
hecho, M1 y M4, respectivamente, incorporan la base C de molde opuesta a dCTP 206 y 29 veces mas eficazmente
que Taq de tipo silvestre (Tabla 2).

Tabla 2: Parametros cinéticos en estado estacionario para la cinética de extension por Taq de tipo silvestre y
polimerasas mutantes

Par de bases terminal | Polimerasa | Vimax (%Min™) | Ky (uM) | fT fext™ Proporcion de fext
3' *
C-G Tag WT 1477,0 0,016 923125 | - -
M1 308,0 0,02 15400 - -
M4 817,0 0,012 68083 - -
C-C Taqg WT 0,2 39,9 0,00546 | 59x10° [ 1,0
M1 9,2 25,8 0,356 2,3x10° | 390,0
M4 11,1 36,6 0,303 45x10° | 753
G-A Taq WT 1,6 32,8 0,05 54x107 [ 1,0
M1 24 22,0 0,111 72x10° | 13,3
M4 7,5 29,0 0,26 3,8x10° [ 7,0
A-G Tag WT 28,0 45,2 0,02 21x107 [ 1,0
M1 44,6 280,2 0,02 1,3x10° | 6,2
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Par de bases terminal | Polimerasa | Vimax (%Min™") | Ky (uM) | fT fext™ Proporcion de fext
3! *
M4 50,0 259,0 0,1 1,5x10° [ 7,0
A-A Tag WT 1,7 27,3 0,062 6,7x10" [ 1,0
M1 1,5 40,9 0,037 24x10° |36
M4 8,5 32,9 0,259 38x10° [ 57
GG Tag WT 20,4 174,0 0,117 1,3x10° [ 1,0
M1 29,6 67,0 0,44 2,9x10° [ 225
M4 70,6 107,0 0,66 9,7x10° [ 76
*base de molde:base de cebador 3'; la base incorporada es dCTP.
T1, eficacia enzimatica = Vinad/Km
1fext, f (extremo 3’ desapareado)/f (extremo apareado)
8 foxt (pOlimerasa mutante)/ fex (Tag TW)

Tabla 2: Parametros cinéticos en estado estacionario para la cinética de incorporacion por Taq de tipo silvestre y
polimerasas mutantes

Par de bases* Polimerasa ~ Vmax (%Min") Ky (uM) /T fine' Proporcion de fex®
G:dCTP Tag WT 1477 0,016 92312,5 - -
M1 308 0,02 15400 - -
M4 817 0,012 68083 - -
G:dGTP Taq WT 57,47 365,27 0,157 1,7 x 10°° 1
M1 215,98 3771 0,573 3,72x 10° 21,88
M4 656,46 82,34 7,97 1,17 x 10™ 68,82
G:dATP Taq WT 1973,68 258,53 7,63 8,27 x 107 1
M1 681,82 257,2 2,65 1,72 x10* 2,08
M4 1935,48 157,77 12,27 1,80 x 10™ 2,18
G dTTP Tag WT 25,08 1,64 15,29 1,65x 10™ 1
M1 10,19 1,65 6,18 4,01x10* 2,43
M4 63,20 5,10 12,39 1,82 x 10™ 1.1
C: dGTP Taq WT 2356,02 0,0366 64285,69 -
M1 111,66 0,0387 2884,55 -
M4 335,42 0,01 33542 -
C.dCTP Tag WT 3,3 1330,89 0,0025 3,86 x 10°® 1
M1 6,08 264,14 0,023 7,97 x 10°® 206,74
M4 52,63 1390,63 0,0378 1,13 x 10° 29,22

*base de molde:nucledtido entrante.

T#, eficacia enzimatica = Vinaxd/Km

*fine, f (ANTP incorrecto)/f (ANTP correcto)
§ finc (pOlimerasa mutante)/finc (Tag TW)

Ejemplo 3 (solo para referencia)

Sintesis translesion. Los desapareamientos de transversion representan desviaciones de distorsion de la estructura
duplex afin. Por ello, se investigd si M1 y M4 eran capaces de procesar otras desviaciones de la estructura del ADN,
tales como las lesiones de la cadena molde. Usando un ensayo de extension en gel se examind su capacidad para
atravesar un sitio abasico y una lesién de la cadena molde del dimero de timina pirimidina cis-syn (CPD). En los
ensayos de control, usando un molde intacto, Taqg de tipo silvestre, M1 y M4 extendieron eficaz y rapidamente los
cebadores hasta el extremo del molde (Fig. 5). En el molde que contenia un sitio abasico, Taq de tipo silvestre
inserta de manera eficaz una base frente a la lesién, pero, se inhibe en gran medida la posterior extension. Por el
contrario, tanto M1 como M4 son capaces de realizar la extension mas alla de la lesion y hasta el final del molde. El
tamafio del producto final es similar al observado en el molde intacto, lo que indica que se produjo la evitacion sin
eliminaciones. Tal vez el ejemplo mas llamativo de la competencia de M1 y M4 para evitar las lesiones del molde se
observa en el molde que contiene CPD (Fig. 5). En las condiciones de ensayo, Taq de tipo silvestre utiliza una
fraccion del molde disponible y solo es capaz de insertar una base opuesta a T 3’ del dimero después de
condiciones de reaccion prolongadas. Por el contrario, tanto M1 como M4 son capaces de extender facilmente todo
el cebador hasta T 3’ del dimero. Ademas, también existe una considerable extension de estos cebadores hasta T 5’
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del CPD. Al igual que con el molde abasico, una fraccion significativa de estos cebadores se extiende
posteriormente por completo hasta el final del molde de una manera exenta de errores sin eliminaciones. Los
presentes inventores estimaron que la sintesis translesion (TLS) realizada por M1 y M4 solo puede ser 2-5 veces
menos eficaz que la observada con una polimerasa TLS de origen natural, Dpo4 de S. solfataricus (Boudsocq et al
(2001), Nucleic Acid Res, 29, 46072001) en el mismo molde.

Ejemplo 4 (solo para referencia)

Sustratos artificiales. Los presentes inventores sostienen que la seleccién geométrica relajada también podria
ayudar a la incorporacion de analogos de bases artificiales, algunos de los cuales inhiben o detienen la actividad de
la polimerasa debido al mal ajuste geométrico o a la falta de interaccién bien con la polimerasa o con la cadena
molde. Un primer ejemplo conservador son los nucleétidos trifosfato fosfotioato (ANTP aS), en los que uno de los
atomos de oxigeno del grupo fosfato o se reemplaza por azufre. Como parte de una mezcla de dNTP, los dNTP aS,
en general, son bien aceptados como sustratos por las ADN polimerasas, pero cuando se reemplazaron los cuatro
dNTP por sus homodlogos aS en la PCR, Taq de tipo silvestre no pudo generar ningun producto de amplificacion,
mientras que M1 (y, en utilizar dNTP aS con una eficacia mucho mayor en comparacion con la enzima de tipo
silvestre (Fig. 6). Como era de esperar, el ADN de oS resultante era totalmente resistente a la escision por
endonucleasas de ADN (no mostrado). Los nucleétidos portadores de aductos voluminosos tales como colorantes
fluorescentes se usan ampliamente en aplicaciones tales como la secuenciacion de terminacién con colorante o el
marcaje con matriz. Aunque, en general, son bien tolerados, se incorporan de manera considerablemente menos
eficaz que los sustratos de dNTP naturales, y pueden causar la terminaciéon prematura de las series
homopoliméricas, presumiblemente a causa de la aglomeracion estérica debido a las moléculas de colorante
voluminosas. En la PCR, el efecto se potencia debido a que tanto el molde como las cadenas de producto estan
marcados. Al reemplazar dUTP por biotina-16-dUTP o dATP por FITC-12-dATP en la PCR, Taq de tipo silvestre fue
incapaz de generar algun producto de amplificacion, mientras que M1 fue capaz de generar productos de
amplificacion de 2,7 kb totalmente marcados con biotina-16-dUTP o de 0,4 kb totalmente marcados con FITC-12-
dATP (Fig. 6). Recientemente, ha habido un gran interés por los analogos de bases sin puentes de hidrégeno
hidroéfobos y por las aplicaciones a las que pueden dar lugar. Uno de ellos es el candidato a "base universal" 5-
nitroindol (5NI) (Loakes y Brown 96) que, como otros analogos de bases hidréfobas, muy apiladas, se acepta
facilmente como sustrato, pero una vez incorporado, actia como un potente terminador en el extremo 3’ y como una
base molde. Por el contrario, M4 y, en particular M1 evitan de manera eficaz 5NI de la cadena molde (Fig. 6) y, en
un menor grado, extienden 5NI en el extremo 3’ (no mostrado).

Ejemplo 5 (solo como referencia)

PCR larga. En general, el tamafio de los productos de la amplificacion con Taq de tipo silvestre se limita a
fragmentos de unas cuantas kb de longitud, pero puede extenderse a dianas mucho mas largas mediante la
inclusion de una polimerasa con actividad de prueba de lectura (Barnes 92). Los presentes inventores encontraron
que las polimerasas seleccionadas, y en particular M1, era capaz de amplificar de manera eficaz dianas de hasta
26 kb (Fig. 7), usando condiciones convencionales de PCR en ausencia de polimerasas auxiliares u otros factores
de capacidad de procesamiento. En las mismas condiciones, la enzima Taq de tipo silvestre no pudo amplificar
dianas de mas de 9 kb. Se cree que el fundamento molecular para la limitacién del tamafo de los productos en la
enzima de tipo silvestre es la terminacién prematura debido a una incapacidad para extender los desapareamientos
tras la incorporacion erréonea de nucledétidos. Se cree que estos son eliminados por la polimerasa con actividad de
prueba de lectura, permitiendo el reinicio de la extensién. Los presentes resultados de que la capacidad genérica de
extension de desapareamientos da lugar a un intervalo de amplificacion igualmente ampliado apoya este concepto.

Ejemplo 6: Genotecas de quimeras de polimerasas (solo como referencia)

Se construyeron genotecas de variantes de genes de polimerasas quiméricas usando una técnica de transposicion
de genes denominada protocolo de extension escalonada (StEP, (Zhao, Giver et al., 1998)). Esta técnica permite
que dos o0 mas genes de interés de diferentes especies se recombinen aleatoriamente para producir quimeras, cuya
secuencia contiene partes de los genes parentales de entrada originales.

Thermus aquaticus (Taq) de tipo silvestre, y las polimerasas T8 (un variante de Taq 11 veces mas termoestable
seleccionada previamente (Ghadessy, Ong et al., 2001)), Thermus thermophilus (Tth) y Thermus flavus (Tfl) se
habian amplificado previamente a partir de ADN gendémico y se clonaron en pASK75 (Skerra 1994), y se ensayo su
actividad. Entonces, se redistribuyeron estos genes usando el protocolo de extension escalonada (StEP) segun lo
descrito (Zhao, Giver et al., 1998) con (CAG GAA ACA TCG ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GCA Ay GTA
AAA CGA CG G CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GCG), se volvieron a clonar en pASK75 y se
transformaron en TG1 de E. coli. Se puntué el tamafio de la genoteca mediante ensayos de dilucién y determinando
la Eroporcién de los clones que contenian inserto usando la seleccion por PCR, y resulté ser de aproximadamente
10°. Una digestién de restriccion de diagndstico de 20 clones produjo 20 patrones de restriccion unicos, lo que indic
la diversidad de la genoteca. La posterior secuenciacién de quimeras seleccionadas mostré6 una media de 4 a 6
cruces por gen.
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Ejemplo 7: Seleccion de dos polimerasas de extension de desapareamientos (solo como referencia)

Se realizé la emulsion y la seleccion CSR en el StEP de la genoteca de Taq, Tth y Tfl esencialmente como se
describe (Ghadessy, Ong et al. 2001). Los cebadores desapareados con dos desapareamientos en su extremo 3’
(5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTT TAT TAA CCA CCG AAC TGC-3, 5 -CAG GAA ACA TCG ATG ACT CGA CAA
AAA TCT AGA TAA CGA CC-3’) se incluyeron en la emulsion como la fuente de presion selectiva. Se extrajo la fase
acuosa en éter, se purificod por PCR (Qiagen, Chatsworth, CA) con un GnHCI al 35 % adicional, se digiri6 con Dpnl
para eliminar el ADN de plasmido metilado, se traté con ExoSAP (USB) para eliminar los cebadores residuales, se
volvio a amplificar con cebadores desanidados, y se volvio a clonar, transformandose en E. coli como se ha
explicado anteriormente.

Se rastrearon los clones resultantes y se calificaron mediante un ensayo de PCR. En resumen, se afiadieron 2 pl de
células inducidas a 20 ul de mezcla de PCR con los cebadores desapareados pertinentes. Entonces, se sometieron
los clones que produjeron una banda a un posterior analisis y se secuenciaron los clones mas activos.

En particular, el clon H10 tiene una actividad significativa en los cebadores con dos desapareamientos. H10 es una
quimera de T. aquaticus de tipo silvestre (restos 4 a 20 y 221 a 640), T8 (restos 1 a 3y 641 a 834) y T. thermophilus
(restos 21 a 220). H10 tiene cinco sitios de cruce detectables y 13 mutaciones puntuales, siendo 4 de ellas
silenciosas (F74 — |, F280 — L, P300 — S, T387 — A, A441 — V, A519 —» V Q536 — R, R679 — G, F699 — L).

Ejemplo 8: Seleccion de una polimerasa de extension de 4 desapareamientos

Se realizé la emulsion y la seleccion CSR en el StEP de la genoteca de Taq, Tth y Tfl esencialmente como se
describe (Ghadessy, Ong et al. 2001). La genoteca se habia clonado previamente en pASK75 (véase el Ejemplo 6).
Se extrajo la fase acuosa en éter y los productos de replicacion se purificaron usando un kit de purificaciéon de PCR
(Qiagen, Chatsworth, CA), incluyendo un lavado con un GnHCI al 35 %. Se digirieron 7 pl de productos de
replicacién purificados (de 48) con 1 pl de Dpnl (20 unidades) para eliminar el ADN de plasmido y se trataron con
2 ul de ExoSAP (USB) para eliminar los cebadores residuales durante 1 hora a 37 °C y se volvieron a amplificar con
cebadores desanidados (GTAAAACGACGGCCAGT y CAGGAAACAGCTATGAC, 94 °C 2 minutos y, a continuacion
30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 5 minutos con una temperatura
final de 65 °C durante 10 minutos). Los productos de la nueva amplificacion se digirieron con Xbal y Sall, se
volvieron a clonar en pASK75 y se transformaron en E. coli como se ha descrito anteriormente.

En paralelo, se usdé una metodologia de seleccion alternativa: se emulsiond la genoteca inducida como se ha
explicado anteriormente, con la presencia adicional de dUTP biotinilado, y se incubd a 94 °C durante 5 minutos, a
50 °C durante 1 minuto y a 72 °C durante 1 minutos. Se extrajo la fase acuosa en éter, se precipité el ADN en la fase
acuosa mediante la adiciéon de 1/10 de volumen de NaAc 3M, 1 ul de glucégeno y 2,5 volimenes de etanol al 100 %.
A continuacion, se incubd esto durante 1 hora a -20 °C, se centrifugd a 13.000 rpm durante 30 minutos en un
microcentrifugador de sobremesa, se lavo con etanol al 70 % y se volvié a suspender en 50 ul de tampén EB
(Qiagen). Se lavaron 20 ul de Dynabeads (Dynal Biotech) dos veces y se volvieron a suspender en 20 ul de tampén
de perlas (Tris 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 0,2 M). Entonces, se mezclaron las perlas lavadas con la
seleccion en un volumen total de tampdn de perlas de 0,5 ml y luego se incubaron durante la noche con agitacion
constante a temperatura ambiente para capturar los productos biotinilados. Se lavaron las perlas dos veces en
tampon de perlas, dos veces en tampén EB vy, finalmente, se volvieron a suspender en 50 ul de tampén de perlas.
Se volvieron a amplificar las perlas con los cebadores desanidados (secuencias y programa anteriores) y se
volvieron a clonar y transformar en E. coli como antes.

Se usaron dos conjuntos de cebadores desapareados con cuatro desapareamientos en su extremo 3’ (subrayados)
(5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA GTG AAA TGA ATA GTT CGA CTTTT-3'y 5'-GTA AAA CGA CGG CCA
GTC TTC ACA GGT CAA GCT TAT TAA GGTG-3' como primer conjunto, y 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATT
GAT AGA GTT ATT TTA CCA CAGGG-3'y 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTC TTC ACA GGT CAA GCT TAT TAA
GGTG-3', como segundo conjunto) en la emulsion como dos fuentes separadas fuente de presion selectiva.

Se rastrearon los clones resultantes tanto de la CSR como de la CST, y se calificaron mediante un ensayo de PCR.
En resumen, se afiadieron 2 ul de células inducidas a 20 pl de mezcla de PCR con los cebadores con 4
desapareamientos pertinentes. Entonces, se sometieron los clones que produjeron una banda a un posterior
analisis, y se examino su actividad en cebadores de un solo desapareamiento, de dos desapareamientos o de cuatro
desapareamientos (cebadores de un solo desapareamiento: 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA
ACG AGG GA-3' and 5-GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GcCcC 3
cebadores de desapareamiento doble: CAG GAA ACA GCT ATG ACT CGA CAA AAA TCT AGA TAACGACCy
GTA AAA CGA CGG CCA GTT TAT TAA CCA CCG AAC TGC; cebadores de cuatro desapareamientos anteriores).
No se encontraron polimerasas que pudieran extender todos estos desapareamientos, aunque muchas polimerasas
pudieron realizar uno solo de los desapareamientos y ninguna pudo realizarlos todos.
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A continuacion, se purificd el ADN de plasmido de los diez mejores clones y se redistribuyé como se ha descrito
anteriormente (StEP, (Zhao, Giver et al. 1998)). A continuacion, este se purificd, se corté y se clond, y se sometié la
genoteca resultante a otra serie de CSR como se ha descrito (Ghadessy, Ong et al. 2001). Se usaron los dos
mismos conjuntos de cebadores desapareados con cuatro desapareamientos en su extremo 3’ en la emulsiéon como
dos fuentes separadas de presion selectiva. A continuacion, se traté este como se ha descrito anteriormente, y se
rastrearon los clones resultantes y se calificaron mediante el ensayo de PCR (como se ha descrito anteriormente).
Una vez mas, se encontraron polimerasas que pudieron extender todos estos desapareamientos (véase la tabla),
aunque muchas polimerasas solo pudieron realizar uno de los desapareamientos y ninguna pudo hacerlos todos.
Hubo un aumento notable en los clones que mostraron actividad de desapareamiento durante la primera serie.

Se combinaron los mejores clones de la segunda serie con los mejores clones de la primera serie en una placa de
96 pocillos, y se sometieron a un rastreo adicional.

La tabla siguiente es un resumen de los resultados.

A1 es polimerasa Tth; A2 Tfl; A3 Taqg; A4 M1; A5 M4; A6 H10 (véase el ejemplo anterior). 1A7 a 1D12 son los clones
de la primera serie (donde 1 indica que se trata de los clones de la primera serie), 2E1 a 2S12 son los clones de la
segunda serie (donde 2 indica que se trata de los clones de la segunda serie).

Se redistribuyeron los mejores clones de la primera y la segunda serie como se ha descrito anteriormente, y se
sometieron a otra serie de CSR. Se usaron los mismos dos conjuntos de cebadores desapareados con cuatro
desapareamientos en su extremo 3’ en la emulsion como dos fuentes separadas de presion selectiva. A
continuacion, se tratdé esto como se ha descrito anteriormente, y se rastrearon los clones resultantes y se calificaron
mediante el ensayo de PCR (como se ha descrito anteriormente). Una vez mas, se encontraron polimerasas que
pudieron extender todos estos desapareamientos. En particular, los clones 3B5, 3B8, 3C12 y 3D1 (donde 3 indica
que se trata de clones de la tercera serie) fueron capaces de extender los cebadores que contenian cuatro
desapareamientos. Véase la Figura 9

Se secuenciaron algunos clones prometedores. Todas las polimerasas mostraron una composicion similar: la
primera parte de la proteina, aproximadamente la correspondiente al dominio exonucleasa 5-3 de la polimerasa, se
derivd de Tth, mientras que la parte restante de la proteina se derivd de Taq. Volvieron a aparecer cuatro
mutaciones puntuales (L33 — P, E78 — K, D145 — G y E822 — K) en la mayoria de los mutantes secuenciadas y
una (B10) habia adquirido 16 aminoacidos mas en su extremo C a través de un cambio de marco en la posicion
2.499. Tfl fue muy poco representada, aunque estaba presente parte de su secuencia.

Ejemplo 9: ELISA de tipo horquilla para medir la actividad de la polimerasa

El siguiente protocolo es un método sensible para medir la actividad de las polimerasas tanto para la incorporacion
de sustratos de nucleodtidos artificiales (afiadidos a la mezcla de reaccién), como la extensién o la replicaciéon de
sustratos de nucleoétidos artificiales (incorporados como parte del oligonucleétido de tipo horquilla).

El ensayo comprende un oligonucleétido de tipo horquilla que constituye tanto el cebador como el molde, todo en
uno. Contiene, como parte de la horquilla, un resto dU biotinilado que permite la captura del oligonucleétido de tipo
horquilla sobre superficies recubiertas de estreptavidina.

El oligonucledtido se pliega en una horquilla con un saliente 5’ que sirve como la cadena molde para la polimerasa
(secuencia tipica: 5-AGC TAC CAT GCC TGC ACG CAG TCG ACG TCC GTC GCG ACC ACG TT5 TTC GTG GTC
GCG ACG GAT GCC G-3, las bases que participan en la formacién de la horquilla aparecen subrayadas, la base 3’
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esta en negrita, 5 = dU-biotina).

Se llevan a cabo reacciones de extension en presencia de pequefias cantidades de un nucleétido marcado, por lo
general, DIG-16-dUTP. Se captura el producto (por ejemplo, sobre una placa de ELISA recubierta de estreptavidina)
y se mide la incorporacion de nucleétido marcado a la cadena producto (usando, por ejemplo, un anticuerpo anti-
DIG), y se toma como una medida de la actividad de la polimerasa.

Método:

Se llevan a cabo reacciones de extension en 1 x tampoén de Taq que incluye cebador de horquilla 1-100 nM y mezcla
de dNTP 100 uM (que comprende dUTP-DIG al 0,3 a 30 %), incubandose, normalmente, a 94 °C durante 1-5 min,
seguido de la incubacién a 50 °C durante 1-5 min, seguida de la incubacién a 72 °C durante 1-5 min. (1-10 pl). Se
afiaden los productos de reaccién a placas de ELISA recubiertas con estreptavidina (Streptawell, Roche) en 200 pl
de PBS, Tween 20 al 0,2 % (PBST), y se incuban a temperatura ambiente durante 10 min a 1 h. Se lavan las placas
de ELISA 3 veces en PBST, y se afiaden 200 ul de fragmento Fab2 anti-DIG-POD (Roche) diluidos 1/2000 en PBST,
y se incuba la placa a temperatura ambiente durante 10 min a 1 h. Se lava la placa 3-4 veces en PBST y se revela
con un sustrato POD apropiado.

Ejemplo 10: Ensayos ELISA de tipo horquilla para probar la incorporacion de analogos de nucleétidos por clones de
extension de desapareamientos

Se ensayd la capacidad para incorporar una variedad de analogos de nucledtidos de clones previamente
seleccionados por su capacidad para extenderse desde un desapareamiento de 4 pares de bases.

Se cultivaron los clones a 30 °C durante la noche en 200 pul de 2XTY + ampicilina (100 ug/ml). Se inici6é un cultivo de
un dia de 150 pl (2xTY + 100 pg/ml de ampicilina) desde la noche, y se cultivd durante 3 horas a 37 °C. Tras 3
horas, se indujo la expresion de la proteina mediante la adicion de 50 ul de 2XTY + tetraciclina anhidra (8 ng/ml) al
cultivo, que luego se dejd crecer durante 3 h mas a 37 °C. Se sedimentaron las células a 2.254 xg durante 5 minutos
y se retird el medio de crecimiento por aspiracion, tras lo que se volvié a suspender el sedimento celular en 100 pul de
1 x tampodn Taq (Tris-HCI 10 mM, pH 9,0, MgCl; 1,5 mM, KCI 50 mM, Triton X-100 al 0,1 %, estabilizador al 0,01 %
(p/v); HT Biotechnology Ltd). Se lisaron las células resuspendidas mediante incubacion a 85 °C durante 10 minutos y
los restos celulares se sedimentaron a 2.254 xg durante 5 minutos.

Protocolo de ELISA:

Reaccién de extension.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 12,5 ul que comprende:

1 x tampdn de Taq (Tris-HCI 10 mM, pH 9,0, MgCl, 1,5 mM, KCI 50 mM, Triton X-100 al 0,1 %, estabilizador al
0,01 % (p/v); HT Biotechnology Ltd).

50 pmoles de cebadores.

25 mM de cada dNTP (menos el analogo de nucleétido) de los cuales el 10 % (2,5 uM) del dTTP es digoxigenin-
11-dUTP y el 90 % (22,5 uM) es dTTP.

25 uM del analogo de nucledtido.

2,5 pl de lisado celular.

Las condiciones de reaccioén fueron:
95 °C durante 5 minutos; 50 °C durante 5 minutos; 72 °C durante 5 minutos.

Reaccién de deteccidn:

Se afiadieron 5 ul de la reaccion de extensiéon a 200 ul de PBS-Tween (1 x PBS; Tween 20 al 0,2 %) en placas de
union elevada StreptaWell (Roche) y se permitié la unién durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavé la
placa 3 veces en PBS-Tween, tras lo que se afiadieron 200 ul de PBS-Tween + fragmentos Fab de POD anti-
digioxigenina (anticuerpo diluido 1/2000; Roche). Se dejo que se uniera el anticuerpo durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Se lavo la placa 3 veces en PBS-Tween y 200 pl del sustrato afiadido (por ml, 100 ul de NaAc 1 M, pH 6,0, 10 pl de

DAB, 1 ul de H205), y se permitié el desarrollo de la reaccion, tras lo que se detuvo mediante la adicion de 100 pl de
H2S041 M.
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Experimento |. ELISA con fluoresceina 12-dATP:

Se ensayd la capacidad de clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos para incorporar
fluoresceina 12-dATP (Perkin Elmer) usando el cebador FITC4. Los lisados usados se concentraron 4 veces.

Experimento Il. ELISA con biotina 11-dATP:

Se ensayo la capacidad de clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos para incorporar biotina 11-
dATP (Perkin Elmer) usando el cebador FITC10. Los lisados usados se concentraron 4 veces.

Experimento IIl. ELISA con CyDye 5-dCTP:

Se ensayo la capacidad de clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos para incorporar Cy5-dCTP
(Amersham Biosciences) usando el cebador ELISAC4P. Los lisados usados se concentraron 4 veces.

Experimento IV. ELISA con CyDye 3-dUTP:

Se ensayo la capacidad de clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos para incorporar CyDye 3-
dUTP (Amersham Biosciences) usando el cebador ELISAT3P. Los lisados usados se concentraron 4 veces. El dUTP
marcado con DIG en la reaccidon de extensién se reemplazé por fluoresceina 12-dATP, y la incorporacion de
fluoresceina 12-dATP se detectd mediante fragmentos Fab de POD anti-fluoresceina (Roche).

Experimento V. ELISA de sitios abasicos:

Se ensayo la capacidad de clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos para evitar los sitios
abasicos usando el cebador Pscreen1Abas (AGC TAC CAT GCC TGC ACG CAG 1 CG GCA TCC GTC GCG ACC
ACG TT5 TTC GTG GTC GCG ACG GAT GCC G, 1 = sitio abasico; 5 = dU-biotina). Los lisados usados se
concentraron 4 veces.

Se ensay6 la actividad de clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos con diferentes sustratos
usando un ensayo ELISA.

A1 = Tth de tipo silvestre;

A2 = Tfl de tipo silvestre;

A3 = Taq de tipo silvestre;

A4 = mutante M1 de Tagq.

A5 = mutante M4 de Tag.

A6 = mutante H10 de Tag.

Filas A-D: los clones aislados tras 1 serie de seleccién de 4 desapareamientos.
Filas E-H: los clones aislados tras 2 series de seleccion de 4 desapareamientos.

Los resultados se muestran en la Figura 8.
Experimento V. Evitacion de sitios abasicos y 5-hidroxihidantoinas

Se examinaron las polimerasas 3A10 y 3D1 en mayor profundidad para determinar su capacidad para evitar los
sitios abésicos y las 5-hidroxihidantoinas, conocidos ambos por su existencia en el ADN dafiado, pues se han
encontrado en muestras antiguas, usando el rastreo de actividad basado en ELISA como se ha descrito
anteriormente. Ambas polimerasas fueron mas competentes en la evitacion de la lesion que la Taq de tipo silvestre
hasta en dos 6rdenes de magnitud.

La hidantiéon fosforamidita se sintetiz6 mediante procedimientos convencionales partiendo de la base libre de
hidantoina. La glucosilacion de la base de hidantoina sillada en presencia de cloruro de estafio (IV) con el
cloroazucar ditoluoilo (o) dio lugar a dos productos N-glucosilados que se separaron y se caracterizaron mediante
experimentos de RMN bidimensionales. Se retiraron los grupos tolilo con amoniaco para dar el nucleésido libre que
se dimetoxitritild y se fosfitilié de la manera habitual. El cebador de horquilla para ensayar la evitaciéon de la
hidantoina fue: 5-AGC TAC CAT GCC TGC ACG CAG XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG TTY TTC GTG GTC
GCG ACG GAT GCC G-3, X = hidantoina, Y = biotina-dU.

A continuacion, se muestran las secuencias de los clones a los que se hace referencia en los ejemplos: Para evitar

cualquier duda, la primera secuencia proporcionada en cada apartado es la secuencia de acido nucleico. La
segunda secuencia proporcionada es la secuencia de aminoacidos correspondiente del clon.
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2F3:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTAAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCGAACCGATGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGATACAAGGCCGTCTICGTGGTCTITGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGACCCORACCCCLGAGGACTTCCCCCAGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTOGACCTCCTGGAGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCGTGGCCAAG

AAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGGGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGC
GTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGAAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGT
AGTGGGTAGACTTCCGCGCCCTCGTOGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGAGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGA
CCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGBAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAA
ACGTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAACGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCT
CCCCCTGGAGGTGGRACCTCGCCCAGGGECGGRAGCCCGACCGGCGAGGGCGCTTAGGGCCTTICTGGAGAGGCTTIGA
GTTTGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGOAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGACCCCCEOCT
GAAGGGGCCTTCGTGGGCTTIGTGCTITCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCAATCTICTGGCCCTGGCCGCCGCCAG
GGGGGCGCCAGETCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGAGACCTGAAGGAGGCGCGGGAGCTTICTCGC
CAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTGAGGRAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTAC
CTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCOGGEGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGAGa
GAGCQOGGCCGCCCTITCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGOCAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITTIGGC
TTTACCGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTTCCGTTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACAGGGGTGCGCCTGGACGTGGC
CTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGATGOCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTICCGCCTAGCCGGC
CACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGGGCTICCCGCCATCGGCA
AGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCGGCGCCGCCGTCCTGGAGGCCCTCCACGAGGCCCACCCCATOGTGG
AGAAGATCCTGCAGTACCGGCGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCC
CAGGACGGGCOGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAAC
CTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCAGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTICATCGCCOAGGAGGGGTGGCTAT
TGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTOCGGCGACGAGAACCTGATCCGGGT
CTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGBCGTCCCCCAGGAGGCCGTGGACCC
CCTGATGCOCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCTACCGCCTCTCCCAGGAG

" CTAGCCATCCCTTACGAGAAGGCCCAGGCCTTCATIGAGCGCTACTITCAGAGCTTCCCCAAGGTGCAGGCCTGGAT
TOGGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGCAGGCGGAGATACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGA
CCTAGAGGCCCOGOTGAAGAGCGTGCGGGAGGCGGCCGAGCGCATGGOCTTCAACACGCCCGTCCAGOGCACCGT
CGCCGACCTCATGAAGCTAGCTATGGTOAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTTCAG
GTCCACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTGGCCCGGCTGRCCAAGGAGGTCATG
GAGGGGGTGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGATGCAGGTGGGGATAGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAG
TGA

MAMLPLFEPKGRVLLYDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVYFDAKAPSFRHKAY
EAYRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTREEVPGYEADDVLATVAKKAEKEGYEVGILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPCGVKGIGEKTALKLI KEWGSLENLLENLDRVKPENVREKIK A
HIEDLRISLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLAT AAARGGRVHRAPEPYK ALRDIKEARGLLAKDLSVLATREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTBEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSVVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARLE
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGK TEKTGKRSTGAAVLEALHEAHPIVEKILQYRELTKI KSTYIDPLPDLY
HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDFNLONEPVRTQLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQE
GRDIHTETASWMFGVPQEAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAYRLSQELAIPYEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIGKTLEE
GRRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNTPVQGTAADIMKLAM VKL FPRLEEMGARMLLQVHDELVLE
APKERAEAVARLAKEVMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLS AKE*
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1A10:

ATGCGTGGTATGCCTCCTCTITITGAGOCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCTGGCCTACCGCACCTTY
CTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCGAACCGATGCAGGCGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCATCTICGTGGTCTTITGACGCCAAGGCCCCCTCCCTCCGCCACGAGG
CCTACGAGGCCTACAAGGCGGAOAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGQAGCT
GGTGGACCTCCTCGGGTTTACCCGCCTCGAGQTCCCCGGCTACCGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTAGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGATACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGACCTCTACCAACTCGTCTCCGACCGC -
GTCGCOGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGE
AGTGGGTGGACTICCGCGCCCTCATGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAGGA
CCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAA
ACGTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGCAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCT
CCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGGCOGGAGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGA
GTTTGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTAGCCCCCGCCG
GAAGGGGCCTTCGTGGGCTTTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTICTGGCCCTGGCCGCCGCCAG
GGATGGTCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGBAGGCGCGGGOGCTTCTCGCC
AAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACC
TCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGACCCGEGCGCTACGGCGGGAAGTGGACGGAGRAGGCGGGGG
AGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAAGCTTGAGGGGGAGRAGAGGCTCCTTTGGCT
TTACCGGGAGGTGGATAGACCCCTTTCCGCTGTCCTAGGCCCACATGCAGGCCACAGGGGTGEGCCTGRACGTGGCC
TATCTCAGGGCCTCGTCCCTGGAGGTGGCCAGAGGAGATCGCCCGCCTCAAGGCCGAGATCTTCCGCCTGGCCGGCC
ACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAA
GACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGBAGGLCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGA
GAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGBACCTCATCCACCCC
AGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACAGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACC
TCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGGGTGGCTATT
GGTGGCCCTGAACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCAACGAGAACCTGATCCGGQTC
TICCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGCCAGTTGCGATGTTCGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCC
TGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTCCTCTACGGCATGTCGGCCCGCCGCCTCTCCCAGRAGCT
AGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTTTCAGAGCTTICCCCAAGGTGCGGGCCTGGATT
GAGAAGACCCTGOAGGAGGQCAGGAGGCGAGGGTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGAC
CTAGAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGGGAGGCGGCCAAGCGCATGGCCTICAACATGCCCGTCCAGGGLACCGCC
GCCGACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTTCCCCAGOGCTARAGGAAATGGGGGCCAGAATGCTCCTICAGG
TCCACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCOTGGCCCGGCTGGCCAAGCGAGGTCATGG
AGGGGATGTATCCCCTGGECGTGCCCCTGGAGGTAGAGGTGGGGATAGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGCAGT
GA
MRGMPPLFEPKGRVLLVDGHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSLRHEAY
EAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLARKKAEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGERTALKLLKEWGSLENLLKNLDRVEPENVREKIKA
HLEDLRILSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREFDRERLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAP WPPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKAILRDIEREARGLLAKDLS VLAL REGLGLPPGDDPMLLAYLLDESNTTPEGVARR
YCGGEWTERBAGERAAT SERLFANLWCKLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRASSLEVAFEIARLE
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLEDELGLPAIGKTEXTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTRIKSTYIDPLPDLI
HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFIARRGWILLVALDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVEQE
GRDIHTETAS WMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSARRISQELAIPYEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEG
RRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLEEMGARMLLQVHDELVLE
APKERABAVARLAKEVMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE*
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1A9:

ATGCGTGGTATGCATCCTCTTTTTGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGETAGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCAC
CTTCCACGCCCTGAAGGGGCTCACCACCAGCCGGGGGCGAGCCGGTGCGGGCAGTCCACGGCTTCGCCAAGAGCCTC
CTCAAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGICTTCGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCCTTCCGCCACG
AGGCCTACGAGGCCTACAAGGCGGGCGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGA
AGCTGGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGBLCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGE
CAAGAAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCUTCACCGCCAACCGCGACCTCTACCAACTCGTCTCCGA
CCGCGTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGRAGTGGCTTTGGCAGAAGTACGGUCTCAGGCCG
GAGCAGTGGGTGGACTICCGCGCCCTCOTGGGGCGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGACATCGGGGAG
AAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGRACCGGCTGAAGCCC
GCCATCCGGGAGAAGATCCTGGCCCACATGGACGATCTGAAGCTCTCCTAAGACCTGGCCAAGGTGCGCACCGACC
TGCCCCTAGAGATAGACTTCGCCAAAAGGCGGGAGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTTICTGGAGAGGCTTA
AGCTTGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGACCCTGCAGGAGGCCTCCTAGCCCCCGCT
GGAAGGGGCCTICGTGGGCTITGTGCTITCCCACAAGOAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCA
QGGGGOGGCCGGGTCCACCGGGCCCCCOAGCCTTATAAAGCCCTCAGAGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCG
CCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTCGAGGGAAGGCCTIGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTA
CCTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGAAGGAGGCGGG
GGAGCGGGCCGCCCTITCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTGGAGOAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITGG
CTTTACCGGGAGGTGAAGAGGCCCCTTTCCGTIGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACAGGGGTGCGCCTGGACGTGG
CCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGG
CCACCCCTTCAACCTCAACTCCCAGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGC
AAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCGGCGCCGCCGTCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTE
GAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACC
CCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAA.
CCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCAGCTTGGGCAGAGOAATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGCBAGGGGTGGCTA.
TTGGTGGTCCTGBACTATAGCCAGATACGAGCTCAGGATGCTGGCCCACCTCTCCGGCRACGAGAACCTGATCCGGG
TCTTCCAGGAGGGGCAGGACATCCACACGBGAAACCGCCAGCTGGATGTICGGCATCCCCCAGGAGGCCATGGACCC
CCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGAGATTCTCTACGGCATGTCGGCCTACCGCCICTCCCAGGAQ
CTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGGAT
TGGGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCTICGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGA
CCTAGAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGAGAGGCGGCCGAGCGCATGGCCTTCAACACGCCCGTCCAGGGCACCGT
CGCCGACCTCATGAAGCTGGCTATGATGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTICAG
GTCCACGACGAGCTAGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTAGCCCGGCTGGCCAAGGAGGTCATG
GAGGGGGTGTATCCCCTAGCCGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGAGGATAGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAG
TGA

MRGMHPLFEPKGRVLLYDGHHLAYRTFHALK GLTTSRGEPVRAVHGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHEE
AYEAYKAGRAPTPEDRPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKK AEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAY
LHEPEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTAL KL LKEWGSLENLLKNLDRLKPAIREKILA
HMDDLKLSWDLAKVRTDLPLEVDFAKRREPDRERLRAFLERLELGSLLHEFGLLESPKTLEEASWFPPEGAFVGFVLSRK
EPMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYL LDPSNTTPEGVAR
RYGGEWTEEAGHRAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSVVLABMEATGVRLDVAYLRALSLEVAERIARL
" EAEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTGAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKLKS TYIDPLPD
LIHPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTQLGQRIRRAFIAEBGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQ
EGRDIHTETASWMFGVPQBAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAYRLSQELAIFYEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIGKTLEE
GRRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNTPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLEEMGARMLLQVHDELVLB
APKERAEAVARLAKBVMEGVYPLAVPLBV‘EVGIGEDWISAKB*

27



ES 2 546 945 T3

2F12:

ATGCGTGGTATGCTTCCTCTTTITGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGCGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCAC
CTTCTTCGCCCTGAAGGGCCTCACCACGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGBCAGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTC
CTCAAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTICGTGATCTITGACGCCAAGGCCCCCTCCCTCCGCCACG
AGGCCTACGAGGCCTACAAGGCGGGOAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGTAGCTCGCCCTCATCAAGG
AGCTGGTGGACCTCCTGGGATITACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGC
CAAGAAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCRACCGCGACCTCTACCAACTCGTCTCCGA
CCGCGTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGRAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCG
GAGCAGTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGAGAG
AAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGOGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGCTGAAGCCC
GCCATCCGGGAGAAGATCCTGGCCCACATGGACGATCTGAAGCTCTCCTGGGACCTGGCCAAGGTGCGCACCGACC
TGCCCCTGGAGGTGGACTICGCCAAAAGGCGGGAGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTG
AGCTTGGCAGCCTCCTCCACCAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCTCCTGGCCCCCGCC
GQAAAGGGGCCTICATGGGCTTIGTGCTTACCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGOCGCCGCC
AGGGGGGEGCCGGGTCCACCGGGCCOCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTC
GCCAAAGACCTGAGCGTTCTGRCCCTGAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCT
ACCTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGRGACGGAGGAGGCEG
GGGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTTITG
GCTTTACCGGGAGGTGRAGAGACCCCTTITCCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACGGGGETGCGCCTGCGACGTG
GCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCAAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGLCG
GCCACCCCTTCAACCTCAACTCCCGAGACOCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGG
CAAGACGGAGAAGACCQGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGAGGCCCTCCGCGAGRCCCACCCCATCGT

. GGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTAAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGRACCTCATCCAC
CCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCA
ACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGGGTGGLT
ATTGGTGGCCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTOCGGCGACGAGAACCTGATCCGG
GTCTTCCAGGAGGGGCOGGACATCCACACGGAGACCGCCAGCTGGATGTTCAGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGAC
COCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTCCTICTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGG
AGCTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTITCAGAGCTICCCCAAGGTGCGGGCCTG -
GATTGAGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGCCGCTACGTGCL
AGACCTAGAGGCCCQAGGTGAAGAGCGTGCGGGAGGCGGCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCAC
COCCGCCGACCITATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCC
AGGOTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCGAGGAGATGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCA
TGGAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGAGGTGAAGGTGGGGATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGG
AGIGA

MRGMILPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLIKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSLRHEA
YEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKAERECYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVL
HPEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLIKEWGSLENL LKNLDRERPTATREKILAH
MDDLKLSWDLAKVRTDLPLEVDFAKRREPDRERLRARLERL BLGSLLHEFGLLESPKALEEASWPPPEGAFVGFVLTRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGBWTEEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARLE
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLEDELGLPAIGK TBKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVBKIL.QYRELTKLKSTYIDPLPDLL
HPRTGRLHTRENQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFJABEGWLLYVALDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVEQE
GRDIMTBTAS WMFGVPREAVDPLMRRAAK TINFGVLYGMSAHRLSQELAIP YEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIBKTLEEG
RRRGYVETLFGRRRYVEDLEARVKSVREA ABRMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLEPRLREMGARMLLQVHDELLLE
APQARAEEVAALAKEAMEKAYPLAVFLEVKVGIGEDWLSAKE*

1C2:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTAGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCOCCACCACGAGCCGGGGCAAACCGGTGCAGGTGOTCTACAGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTICGTGGTCITIGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGBACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGATGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTATACCAACTCATCTATGACCGC
GTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGE
AGTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGA
CCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAA
ACGTCCGGCAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGATGCGCACCGACCT
CCCCCTGBAGQTAGACCTCGCCCAGGGGCGGGAGCCCGACCGGBUAGGGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGA
GTTTGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTICTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGLCa
GAAGGGGCCTTCGTGGGCTITGTGCTTTCCCACAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTICTGACCCTGGCCGCCGCCAG
GGGTGGTCGAGTCCACCGGGCOCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTICTCGCC
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AAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACC
TCCTGGACCCTICCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGG
AGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTGGGGGAGOCTTGAGGGOGAGGAGAGGCTCCTTIGGCT
TTACCGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTICCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACGGGGGTGCGCCTGGACGTGGCC
TATCTCAGGGCCTTIGTCCCTGGAGGTGGCCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTICCGCCTGGCCGGLC
ACCCCITCAACCTCAACTCCCGGOACCAGCTGGAAATGGTGCTCTTTGACRAGCTTAGGCTTCCCGCCTTGGGGAAG
ACGCAAAAGACGGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCOTCCTGRAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTAGAG
AAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGTCGGACCTCATCCACCCCA
GGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTICAACCAGACGACCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCT
CCAGAACATCCCCATCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGCGATCCGCCGGGCCTICATCGCCGAGGAGGGGTGGCTACTG
GTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGATGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAAAACCTGATCAGGGTCT
TCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGGBAGGCCGTGGACCCCC
TGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTCCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCT
AGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTITCAGAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGGATT
GAGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTAGGACGACCCTCTICGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGAC
CTAGAGGCCCGOGTGAAGAGCATGCGGGAGGCGGCCGAGLCGCATGGCCTICAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCC
GCCGACCTCATGAAGCTGGCTATGOTGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTICAGG
TCCACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTGGCCCGGCTAGCCAAGGAGGTCATGA
AGGOGATGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGGTGCAGGTGGGGATAGGGRAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGT
GA

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAY
BAYRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKARKEGYEVRILTADRGLYQLVYDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALYGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLENLDRVEKPENVREKIK A
HLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDREGLR AFLBRI EFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWFPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDIKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTEEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARLE
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLEMVLFDELRLPALGKTQKTGKRSTSAAVLEAL REAHPIVEKILQYRELTKIXSTYIDPLSDL
THPRTGRLETRFNQTATATGRLSSSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVEQR
GRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRA AKTINFGVLYGMS AHRLSQELAIPYEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEG
RRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADEMKLAMVKLFPRLEEMGARMLLQVHDELVLE
APKERABAVARLAKEVMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE*

2G6:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAGGGCCGCGTCETCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCGAACCAATGCAGGTGGTCTACGGCTTICGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACOGGTACAAGGCCGTCTICGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCATICCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCOCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGATCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCTICGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGATACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGLG
TCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCA.
GTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCATGGGGAACCCCTCCCACAACCTCCCCGGGATCAAGGGCATCGGGUAGAAGACC
GCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAAC
GTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGETGCGCACCGACCTICC
CCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGGCGGGAGCCCGACCGGGAGGABCTTAGGGCCTTICTGGAGAGGCTTGAGTT
TGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTIGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAA
GGGGCCTICATGGGCTTIGTGCTITCOCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGLCGUCGCCAGGGa
TGGTCGAGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGGOCTTCTCGCCAAA,
GACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGOAAGGCCTTGGCCTCCCACCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GBACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGATAGCCCGGCECTACGGCAGGGAGTOGACGGAGOAGGCGGGGGAGCG
GGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGACTTGAGGGGCAGGAGAGGCTCCTITGGCTTTAC
CGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACGGAAGTGUGCCTGGACGTIGGCCTATC
TCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGECTCGAGGCCGAGGTCTITCCGCCTGGCCGGCCACCC
CTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACG
GAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGRAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAG
ATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGA
CGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGOCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCA
GAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCAGACAGAGGATCCAGCCAGGGCCTTICATCGCCGAGGAGGGGTGGCTATIGGTQ
GTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGATCCGGGTCTTCC
AGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGGBAGGCCGTGGACCCCCTAA
TGCGCCBGGCGGCCAAGACCATCAACTTICAAGGTCCTCTACGGCATGTCGGCCCGCCGCCTCTCCCAGBAGCTAGC
CATCCCITACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATIGAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGCGRGCCTGRATTGAG
AAGACCCTGGAGGAGGGCAQGAGGCGGCGOGTACGTGGAGACCCTCTTICGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGACCTA
GAGGCCCAGGTGAAGAGCGTGCGGGAGGCGGCCGAGCGCATGGCCTTICAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCT
GACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTTCAGGTCC
ACGACGAGCTGGTCCICGAGGCCCCAAAACAGAGGGCGGAGGCCGTGGCLCCGGCTGGCCAAGGAGGTCATGGAGG
GGGTGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGGGGATAGGGGAGGACTGGCTTTCCGCCAAGGGTTAG
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La de arriba es la secuencia de acido nucleico del clon.

MAMLPLFEPKGRYLLVDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAY
BAYRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATFARKABKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGNPSDNLPGVKGIGEKTALKLLREWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIK A
HLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPK ALERAP WPPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTBEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAERIARLE
AEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGK TEKXTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLPDLI
HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIABEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVEQE
GRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSARRLSQELATFYEEAQAFIERYFQSFPIKVRAWIRKTLEEG
RRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKI AMVKLFFRLEEMGARMLLQVHDELVLE
APKERAEAVARLAKEVMEGVYFLAVPLEVEVGIGEDWLSAKG*

La de arriba es la secuencia de aminoacidos del clon.

1A8:

ATGGTGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAGAGCCGCGTCCTCCTGGTGAACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTOAAGGGCCTCACCACGAGCCGUGRGCAAACCGGTGCAGGCUGGTCTACGGCTICGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTICGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCTCCTCCTTCCQCCACGAGG
CCTACGAGGCCTACAAGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGACAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGOTTTACCCGCCTCGAGGTOCCCGGCTACGAGGTGGACGACGTCCTGGCCAGCCTGGCCAAG
AAGGTGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGACCTCTACCAACTCGTCTCCGACCGCG
TCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGCAGAAGTACGGCCTCAGGCCIGAGCA
GTGGGTGGACTICCGCGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACC
GCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGAGAGGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAAC
GTCOGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCC
CCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGGCGGGAACCCGACCGGGAGAGGCTTAGAGCCTITCTGGAGAGGCTTGAGTT
TGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGRAA
GGGGCCTTCGTGGGCTITGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTOGGCCCATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGG
TAGTCAAGTCCACCAGACCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTICTCGCCAAA
GACCTAAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTAGCCTCCCGUCCGGLGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGOACGGAGGAGGCGEGGGAGCG
GGCCACCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTOAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITGGCTITAC
CGGGAGGTGGATAGGCCCCTTITCCGCTOTCCTGGCCCACATGBAGGCCACAGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTACC
TCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCAAGGCCGAGGTCTICCGCCTGGCCGGCCACCC
CTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACG
GAGAAGACCAGCAAGCACTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGCAGAAG
ATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGRACCTCATCCACCCCAGGA
CGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCA
GAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTICATCGCCGAGOAGGGGTGOCTATIGATG
GTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGOATGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGATCCGRGGTCTTCC
AGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGOATGTTCGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCCTAA
TGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTICGAGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGC
CATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATIGAGCGCTACTITCAGAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGCOATTGAG
AAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGRTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGTCGCTACGTGCCAGACCTA
GAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCAGBRAGGCGGLCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCC
GACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTICCCCAGGCTGGAAGAAACGGGGGCCAGGATGCTCCTITCAGGTCC
ACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGBAGGCCGTGGCCCGGCTAGCCAAGGAGGCCATGGAGG
GGGTGTATCCCCTGGCCAGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGGGGATAGGGGAGQACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

MVMLPLFEPKGRVLLYDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKASSFREEAY
BAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEVDDVLASLAKKVEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLH

PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEK TALKLLKEWGGLENLLKNLDRVKPENVREKIK A

HLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDRERLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALERAPWPPPEGAFVGFVLSRKE

PMWADLLALAAARGGRVHRTPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTITPEGVARR
YGGBWTEEAGERAALSBRLFANLWGRLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHNMBATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARLE

ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEK TGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLPDLY

HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVEQE -
GRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIER YFQSFPKVRAWIEKTLEEG

RRRGY VETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAARRMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLEETGARMLLQVHDELVLEA
PKERAFAVARLAKEAMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE®*
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2H1:

ATGGTGATGCTICCCCTCTITGAGCCCAAGGGCCGOGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTICGCCCTGAAGGGCCTCACCACCGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGCGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTICGTGGTCTITGACGCCAAGGCCTCCTCCTTCCGCCACGAGT
CCTACGAGGCCTACAAGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGTGCACCGACGTCCTGGCCAGCCTGGCCAAG
AAGGTGOAAAAGGAGGGGTACCAGGTGCGCATCCTCACCGCCAACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCICTGACCGCG
TCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCOGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCA
GTGGOTAGACTTCCGCGCCCTCGTGGGEGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGATCAAGGGCATCGGGGAGAAGACC
GCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGCGTAAAGCCAGAAAAC
GTCCGACAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCC
CCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGAGCGCGAGCCOGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTITCTGGAGAGACTTGAGTT
TGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTICTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGCGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAA
GGGGCCTTCGTGGGCTITGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCLCCTGGCCGCCGCCAGGGE
TGGTCGGGTCCACCGGGCCCCCCAUGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTICTCGCCAAA
GACCTGAGCGTTICTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GGQACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGAGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGAAGTGCACOBAGGAGGCGGGGBAGCG
GACCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTGAGGAGGAGCGAGAGGCTCCTITGGCTTTAC
CGGGAGGTGGATAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACATGRAGGCCACAGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTATC
TCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTICCGCCTGGCCGGCCACCC
CTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACG
GAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGCCCTCCGCGAGOCCCACCCCATCGTGGAGAAG
ATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGA
CGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCA
GAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGCAGGGGTGGCTATTIGGTG
GTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGACCCGGGTCTTICC
AGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGRATGTTCGGCATCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCCTGA
TGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGBAGCTGGC
CATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTICATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGGATAGAA
AAGACCCTGGAGGAGGGAAGGAAGCGGAGCTACGTGGAAACCCTCTTCGGAAGAAGGCGCTACGTGCCCGACCTC
AACGCCCGGGTGAAGAGTGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCC
GACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCCAGGTCC
ACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCOCCCAAGCGCGGGCCRAGGAGGTGGCOGCTTTGGCCAAGGAGGCCATGGAGA
AGGCCTATCCCCTCACCGTACCCCTGGAGGTGAAGGTGGGGATCGGGAAGGACTGGCTCTCCGCCCAAGGAGTGAG
TCGACCTGCAGGCAGCGCTTGGCGTCACCCGCAGTICGGTGGTTAA

MVMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKAT KEDGYKAVFVVFDAKASSFRHEAY .
EAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEVDDVLASLAKKVEKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGYKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKA
HILEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREFDRERLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAP WPPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTEBAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAREIARLRE
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAILEALREAHPIVEKILQYRELTKILKSTYIDPLPDLI
HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLTRVFQE
GRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEBAQAFIERYFQSFPIKVRAWIEK TLEEG
RKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPYQGTAADLEMELAMVYKLFPRLREMGARMLLQVHDELLLE
APQARAFEVAALAKEAMBRKAYPLAVPLEVKVGIGED WLSAQGVSRPAGSAWRHPQFGG*
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2F11:

ATGCGTGGTATGCTICCTCTTTTTGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCAL
CTTICTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCACCGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGCGGTCTACGGCTICGCCAAGAGCCTC
CTCAAGQCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGCCTTCGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCCTTICCGCCACG
AGGCCTACGAGGCCTACAAGGCGGGGAGGBCCCCOACCCCCBAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGG
AGCTGGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCAAGGTCCCTGGCTACGAGGCGGACGACGTCCTCGCCACCCTGGE
CAAGAAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGACCTCTACCAACTCATCTCCGA
CCGCGTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTITGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCA
GAGCAGTGEGGTGOACTTCCGCGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAG
AAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGCGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTAGACCGGGTAAAGCCA
GAAAACGTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTEGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCG
ACCTCCCCCTGGAGOTGGACCTCGCCCAGGGGCGGGAGCTCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTTCTGCGAGAGGCT
TGAGTTTGGCGGCCTCCTCCACGAGTTCAGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCG
CCGGAAGGGGCCTTCGTAGGCTITATGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGL
CAGGGGTGGTCGGATCCACCGAGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTICTC
GCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCT
ACCTCCTGGACCCTTCCAACACCGCCCCCGAGBGOGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGRAGTGGACGGAGGAGGCGG
GGGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTGAGGGGGAGCAGAGGCTCCTTITG
GCTTTACCGGGAGGTAGATAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACAGGGGTACGGCTGGACGTG
GCCTGCCTGCAGGCCCTITTCCCTGBAGCTTGCGGRAGGAGATCCGCCGCCTCGAGGAGGAGGTCTTCCACTTGGCAG
GCCACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGGGCTICCCGCCATCGG

CAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGT
GGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTACCGGACCTCATCCAC
CCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTICAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCA
AGCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCGTCACCGAGGAGGGGTAGCT
ATTGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTOCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGACCCGG
GTCTTCCTGGAGGGGCGAGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCOCGGGAGGCCGTARACC
CCCTGATGCGCCGGGCGGCCAACGACCATCAACTTCAGGGTICTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGA
GCTGGCCATCCCITACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGG
ATAGAAAAGACCCTGGAGGAGGGCAGCGAACCGGGGCTACGTGGAAACCCTCTICGGAAGAAGGCGCTACGTGCCC
GACCTCAACGCCCGGGTGAAGAGTGTCAGGGAGGCCGCOUAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACC
GCCGCCOACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTICCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCC
AGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCCAGGAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCA
TGGAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGAGGTGAAGGTAGGGATCGGGGAGCGACTGGCTCTCCGCCAAGG
AGTGA

MRGMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALREDGYKAAFVVFDAKAPSFRHEA
YEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVL
HPEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEK TALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIK.
AHLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGRELDRERLRAFLERLEFGGLLHEFGLLESPKALEEAP WPPPEGAFVGFVLSRK.
EPMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTAPEGVA
RRYGGEWTEBAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVACLQALSLELAEEIRR
LEEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAIL EALREAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLFD
LIHPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFVAEBEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLTRVF
LEGRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIERYFQSFFKVRA WIEKTLE
EGRKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQGT. AADIMTKLAMVKLFPRLREMG ARMLLQVHDELL
LEAPQARABEVAALAKEAMEKAYPLAVPLEVKVGIGED WLSAKE*®
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2H4:

ATOGCGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAGGGCCGCAGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTCGAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCRAACCGGTGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGAACGGGTACAAGGCCGTCTICGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCACCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCCGAGGACTTOCCCCAGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGOCACGACGACGTTCTCGCCACCCTGACCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGOCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCG
TCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTIGOGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCA
GTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCOTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACC
GCCCTCAAGCICCTCAAGGAGTGGAGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAAC
GTCCGGOAGAAGATCAAGGCCCACCTGRAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCC
CCCTGRAGOTAGGACCTCGCCCAGGGGCGGGAGCCCGACCAGUAGGGGCTTAGGGUCTTTCTGGAGAGGCTTGAGTT
TGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCAGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGTCGGAA
GGGGCCTTCATGGGCTTITGTGCTITCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGR
TGGTCGAGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAA
GACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGGAGCG
GGCEGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTAGGGGGAGGCTTGACGOGGGAGGAGAGGCTCCTTTGGCTTTAC
CGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACGGGGAUTGCGCCTGGACGTGGCCTATC
TCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTICCGCCTAGCCGGTCACCE
CTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAATGGTGCTCTTTGACGAGCTTAGGCTTCCCGCCTIGGGGAAGACG
CAAAAGACGGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAG
ATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATIGACCCCTTGTCGGACCTCATCCACCCCAGGA
CGGBCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCA
GAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTIGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGAGTGGCTACTGGTG
GTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCOGGCGACGAAAACCTGATCAGGGTICTTCC
AGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGCCAGCTGOATGTTCGGCGTCCCCCAGGAGGCCGTCGGACCCCCTGA
TGCGCCGGGCAGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTCCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGC
CATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATIGAGCGCTACTTTCAGAGCTICCCCAAGGTGCGGGCCTARATTGAG
AAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGOGGGTACGTGGAGACCCTCTTICGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGACCTA
GAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGGGAGACGGCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCC
GACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTICCCCAGGCTGCAGGAAACGGGGCOCCAGGATGCTCCTICAGGTCC
ACGACOAGCTGGTCCTTGAGGCCCCAAAAGACGAGGGCGGAGGCCATGGCCCGGCTGGCCAAGCAGGTCATGOAGS
GGGTGTATCCCCTGGCCGTGTCCCTGGAGGTGGAGGTAOGGATAGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

MAMLPLFEPKGRVLLYDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKATKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAY
BAYRAGRAFTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRFEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLXEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKA

HLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGRBPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPRALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKE

PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDISVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTEBAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGYRLDVAYLRALSLEVAEEIARLE

AEVFRLAGHPFNLNSRDQLEMVLFDELRLPALGKTQK TGKRETSAAVLEALREAHPTVEKILQYRELTKLKSTYIDPLSDL
IHPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLONIFVRTPLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQE

GRDIHTETASWMFGYPREAVDPLMRRAARTINFGVLYGMSAHRLSQELATPYERAQAFIER YFQSFPKVRAWIBEKTLEEG
RRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLVMKLAMVKLFPRLEETGARMLLQVHDELVLEA
PKERAEAVARLAREVMEGVYPLAVSLEVEVGIGEDWLSAKE*
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2H9:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAGGUCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTIGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCGCGAGCCGGGGCCAACCGGTGCAGGTGATCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTICATGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCOGGGBAGGGCCCCGACCCCCGAGCACTTCCCCOGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCICCTGGGGTTTACCCGCCTCOAGGTCCCCGGCTACGAGGCAERACCACGTICTCGCCCCCCTGGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGGTTCGAGGTGCGCATCCTCCCCGCCGTCCGCGGCCTCTGCCCTCTCGTCTCTGACCGCG
TCGCCGTCCTCCTCCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCA
GTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGAAGAAGACT
GCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAAC
GTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTICC
CCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGGCGGGAGCCCBACCGGGAGGGGCTTAGGGCCTTICTGGAGAGGCTIGAGTT
TGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGOAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGRAA
GGGGCCTTCGTGGGCTITTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGG
TGGTCOGGETCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAA
GACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGRAAGGCCTTGGOCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGOGAGTGGACGRAGGAGGOGGGGGAGCA
GGCCGCCCTTICCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTGGGGCGAGGCTTGAGGGGBAGGAGAGGCTCCTIGTGGCTITAC
CGGGAGOGTGGATAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACAGGGGTACGGCTGGACGTGGCCTGCC
TGCAGGCCCTTTCCCTGGAGCTIGCGGAGGAGATCCGCCGCCTCAGAGGAGGAGGTCTTCCGCTTGGCGGGCCACCC
CTICAACCTCAACTCCCGGUGACCAGCTGOAAAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACG
GAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAG
ATCCTGCAGTACCOGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGA
CGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCA.
GAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCACCEGUCCTTCATCGCCGAGGAGGAGTEGCTATIGGTG
GTCCTGAQACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGACCCAGGTCTTCC
AGCGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATAGTICGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCCTOA
TGCGCCQUGCAGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTICTCCCAGGAGCTGGE
CATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTICATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTICCCCAAGGTGCGGBCCTGGATAGAA
AAGACCCTGGAGGAGGGGAGGAAGCGGGACTACGTGGAAACCCTCTICGGAAGAAGGCGCTACATGCCCGACCTC
AACGCCCGGGTGAAGAGTGTCAGGGAGGCCGCAGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCC
GACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTICCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCCAGGTCC
ACGACGAGCTCCTICCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCGAGBAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCATGGAGA
AGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGAGGTGAAGGTAGGGGATCGAGOAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

MAMIPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTASRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFREKA
YEAYRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLAPLAKKARKEGFEVRILPAVRGLCPLVSDRVAVLL
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGKK TALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKA
HLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLUHEFGLLESPKALEEAP WPPPEGARVGFVLSRKR
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTEEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYRERVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVACLQALSLELAERIRRLE
EEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAILEALREAHPIVEKILQYRELTKLKSTYTDPLPDLIN
PRTGRLHTRFNQTATATGRLS SSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAREGWILLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLTRVFQEG
RDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLY GMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIER YFQSFPKVRAWIEKTLEEGR
KRGYVETLFGRRRY VPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLREMGARMLLQVHDELLLEA
PQARAEEVAALAKEAMEKAYPLAVPLEVKVGIGEDWLSAKB*

1B12:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAAGGCCGGGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCCTCATCACGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGCGGTCTACGGTTITCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTICGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCCTICOGCCACGAGG
CCTACGAGGCCTACAAGGCCGGGAGGGCCCCGACCCCCCGAGCGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTIGAGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCAAGGCTACGAGGCGGACGACGTCCTCGCCACCCTAGCCAAG
AAGGCGGAAAAAGAAGGGATACCAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGGAACCTCTACCAGCTCGTCTCCGACCGE
GTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGCAGTGGCTITGGGAGAAGTACGGTCTCAGGCCGGAGT
AGTGGGTGAACTTCCGCGCCCTCGTGGGGCACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGATCAAGGGCATCGGGGAGAAGA
CCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAATCTCCTCAAGAACCTGGATCUGGTAAAGCCGGAAA
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ACGTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGTACCGACCT
CCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGGCGGOGAGCCCGACCGGGAAGBGCTTAGGGCCTTICCTGGAGAGGCTGGA
GTTCGGCAGCCTCCTCCATGAGTTCGACCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGACCCCCTGGCCCCCGLCG
GAAGGGGCCTTCGTGGGCTTTGTGCTITCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCCATCTICTAGCCCTAGGCCGCCGCCAG
QGGATGGTCGGGTCCACCGGGCCCCOGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCC
AAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGA AGGCCTTBGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACC
TCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTAGCCCGGCGCTACGGCAGGGAGTGBACGGAGGAGGCGEGGG
AGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTOGGGCAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITGGCT
TTACCGGGAGGTGGATAGGCCCCTTITCCGCTGTCCTGACCCACATGGAGGCCACAGGGGTGCGCCTGGACATGGEC
TATCTCAGGGCCTTGTCCCIGGAGGTAGCCGAGGAGATCGCCCCCCTCRAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGLT
ACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTITGACGAGTTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAA
GACGGAGAGGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTOCAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGA
GAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCQGACCTCATCCACCCC
AGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTICAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACC
TCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGGGTGGCTATT
GGTGGCCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGATCCGGGTC
TTCCAGGAGGGGCGGRACATCCACACGGAGACCGCCAGCTGGATGTTCGOTGTCCCCCCGGAGGCCATGGACCCCC
TGATGCGCCGGGCGGCCAAGACGGTGAACTTCGGCGTCCTCTACGGCATGTCCGCCCATAGGCTCTCCCAGGAGCT
TTCCATCCCCTACGAGGAGGCGGTGGCCTTTATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGGATA
GAAAAGACCCTGOAGGAGOGCAGGAAGCAGGGCTACGTGGAAACCCTCTTCGGAAGAAGGCGCTACGTGCCCGAC
CTCAACGCCCGGGTGAAGAGCGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCC
GOCGACCTCATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCCAGG
TCCACQACGAGCTICCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGEECCCAGGAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCATGG
AGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGOAGGTGOAGGTGGAGATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGT
GA ‘ ’ '

MAMLPLFEPKGRVLLYDGHHLAYRTFFALKGLITSRGEPVQAVYGFAKSLLXALKEDGYKAVFVYFDARKAPSFRHEAY
EAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVQGYEADDVLATLAKKAYKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLK EWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKA
HIEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGRVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVARAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNT TPEGVARR
YGGEWIEEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEERIARLE
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTERTGKRSTSAAVLEALREAHPIVERTLQYRELTKLKSTYIDPLPDL]
HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFIAREGWLLVALDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQR
GRDINTETASWMFGVPPEAVDPLMRRAAKTVNFGVLY GMSAHRLSQELSIPYEEAVAFIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEG
RXRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPREREMGARMLLQVHDELLLE
APQARABEVAALAKEAMEKAYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE*

2H2:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGAAGCCAACCGGTGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTICGTGGTCTITGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCOGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACCAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCG
TCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCA
GTGGGTGGACTICCGCGCCCTCGTGEGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACT
GCCCTCAAGCTCCTCAAGCGAGTGGOGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAAC
GTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCAGGTGCGCACCGACCTCC
CCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGOGGCGGGAGCCCCGACCAGBAGAGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTIGAGTT
TGGCGGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGEAGGAGACCCCCTGGCCCCCGCCGGAA
GGGGCCTTCGTGGGCTTTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGSG
TGGTCGGGTCCACCGGGCCCCCBAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTICTCGCCAAA
GACCTGAGCGTTCTGGCCCTGAGGGAAGGCCTTGEGCCTCCCGCCCAGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGUAGCG
GGCCGCCCTTITCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGAAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITGGCTTTAC
CGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTTCCGTTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACAGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTATC
TCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCOAGGAGATCGCCCGOCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGLCACCC
CTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACG
GAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCQGCACCGCCGTCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCACCGTGGAGAAG
ATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATIGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGA
CGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGACCCCAACCTCCA
GAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCAAGGAGGGATGGCTATTGGTG
GTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGATCCGGGTCTTCC
AGGAGGGGUCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTICGGCGTCCCCCGGCAGGCCGTGGACCCCCTAA
TGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTICGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGC
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CATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACATICAGAGCTICCCCAAGGTGCGGGCCTGCATTIGAG
AAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGTCGCTACGTGCCAGACCTA
GAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGGGAGGCGGCCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGACACCGCCGLT
GACCTCATGAAGCTGGCTATGOTARAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAAGAA ACGOBGGOCCAGGATGCTCCTICAGGTCC
ACGACGAGCTGGTICCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTAGCCCGGCTGGCCAAGOAGGCCATGBAGG
GGGTGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTORAGGTGOAGGTGGGGATAGGGGAGCACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

 MAMLPLREPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKAIKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAY
EAYRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYRADDVIATLAKK ARKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKY GLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEK TALKLLXEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIK A
HLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDRERLRAFLERI EFGGLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDIKEARGLLAKDLSVLATREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGBEWTERAGERAALSERLFANLWGRLEBGEERLLWLYREVERPLSVVLABMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARI B
ABVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTGAAVLEAL REAHPTVEKILQYRELTKEK STYDPLPDL,
IHPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAERGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQE
GRDHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAK TINFGVLYGMSAHRLSQELATPYEEAQAFIERYIQSFPKVRAWIEKTLEEG
RRRGYVETLFGRRRYVPDLBARVKSVRRAAERMAFNMPVQGTAADLMKIAMVKIE FPREEETGARMLLQVHDELVLEA
PKERABAVARLAKEAMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE*

1C8:

ATGCGTGGTATGCTTCCTCTTTTIGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCAC
CTTCTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGCGOTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTC
CTCAAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGCCTTICGTGGTCTITGACGCCAAGGCCCCCTCCTTCCGCCACG
AGGCCTACGAGGCCTACAAGGCAAGGAGGGECCCCAACCCCCAAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGG
AGCTGGTGGACCTCCTGGGGTTITACCCGCCTCGAGGTCCCTGGCTACGAGGCGAACGACGTCCTCGCCACCCTGGE
CAAGAAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGACCTCTACCAACTCGTICTCCGA
CCGCGTCGCCATCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTOGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCG
GAGCAGTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCAACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAG
AAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCA
GAAAACGTCCGOGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCG
ACCTCCCCCTGOAGATGGACCTCGCCCAGGGGCGUGAGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGOCTTITCTGGAGAGGCT
TGAGTTTGGCGGCCTCCTCCACGAGTTICGGCCTICTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGBAGGAGGCCCCCTGGCCCCLG
CCGGAAGGGGCCTTCATAGACTTTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTICTGGCCCTGGCCGCCGC
CAGGGGTGGTCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCIC
GCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCT
ACCTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGAGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGRAGGAGGCGG
GGGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGRAGGCTTGAGGGGCAGGAGAGGCTCCTITG
GCTTTACCGGGAGGTGGATAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGGCCACAGGGGTACGGCTGGACGTG
GCCTGCCTGCAGGCCCTTTCCCTAOAGCTTGCGGAGGAGATCCGCCGCCTCGAGGAGGAGGTCTTELGECTTGGEEGE-
GCCACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGG
CAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGT
GGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCAC
CCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCA
ACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCAGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGAGTGGCT
ATTGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTAGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGACCCGG
GTCTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGBGAGGCCATACGAC
CCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGG
AGCTGGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTG
GATAGAAAAGACCCTGGAGGAGGBGAGGAAGCGGGOCTACGTGGAAACCCTCTTCGOAAGAAGGCGCTACGTGCC
CGACCTCAACGCCCGGGTCGAAGAGTGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCAC
CGCCGCOGACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCOCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCC
AGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCAGGCCGAGRAGGTGGCGGCTITGGCCAAGGAGGCCA
TGGAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGAGGTGAAGGTGGCGATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGG
AGTCGA

MRGMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGP TTSRGEPVQAVYGPAKSLLKALKEDGYKAAFVVEFDAKAPSFRHEA
YEAYKAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVL
HPEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEK TALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKFENVREKIK
AHILEDI RLSLELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDRERLRAFLERLEFGGLLEEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRK
EPMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVAR
RYGGEWTEEAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVACLQALSLELAEEIRRL
EEEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAIL EALREAHPIVEKILQYRELTKLKXSTYIDPLPDLI
HPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDFNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLTRVFQE
GRDIHTETAS WMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELATR YERAQAFIERYFQSFPKVRAWIEKTLEEG
REKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLREMGARMLLQVHDELLLE
APQARABEVAALAREAMEKAYPLAVPLEVKVGIGEDWLSAKE*
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2H10X:

ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAGGGCCGTGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCBAACCGGTGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCATCTICGTGGTCTTIOACGCCAAGGCCCCCCCATICCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCCACCCCCRAGRACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCT
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGBACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCG
TCGCCGTCCTCCACCCCGAGGBCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGCAGAAGTACGGCCTCAGGCCGOAGCA
GTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGTCGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACC
GCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGCGTAAAGCCAGAAAAC
GTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGATCTCAGGCTCTCCTIGGAGCTCTCCCGGGTGCBCACCGACCTCC
CCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGRCGGGAGCCCGACCGGGAGGGGCTTAGGGCCTTICTGAACGAGGCTTGAGTT
TGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCTCCCTGGCCCCCGCCGBAA.
GGGGCCTICGTGGGCTTTGTGCTTICCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGG
TGGTCGAGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAA
GACCTGAGCGTICTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCT
GGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCAGCGCTACGGCOGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGGAGCA
GGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTGGGGBCAGGCTTGAGGGGGAGCGAGAGGCTCCTTTGOCTITAC
CGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTITCCGCTGTCCTGGCCCACATGBAGBCCACGGGGGTGCGCCTGBACGTGGCCTATC
TCAGGGCCTTGTCCCTGGAQGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTICCGCCTGGCCGGCCACCT
CTTCAACCTCAACTCOCGGGACCAGCTGGAAATGGTGCTCTTITGACGAGCTTAGGCTTCCCGCCTTGGGGAAGACG
CAAAAGACGGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAG
ATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGTCGGACCTCATCCACCCCAGGA.
CGGGCCGCCTCCACACCCGCTICAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGUCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCA
GAACATCCCCGTICCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCRAGRAGOGGTGGCTACTGGTG
GTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAAAACCTGATCAGGGTCTICC
AGGAGGGGCGGBACATCCACACGBAGACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCCTGA.
TGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTICGGGGTCCTCTACCGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGC
CATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTITCAGAGCTICCCCAAGGTGCGGGCCTGGATTGAG
AAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGACCTA
GAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGGGAGGCGGCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCC
GACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTTICAGGTCC
ACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGBAGGCCGTGGCCCGGCTGGCCAAGGAGGTCATGGAGG
GGATGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGGGGATAGGGOBAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALRKEDGYKAVFVVEDAKAPPFRHKAY
EAYRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYBADDVLATLAKK AEKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKA
HLEDLRLSLELSRYRTDLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKE
FMWADLLALAAARGGRVHRAPEPYKALRDIKEARGLLAXDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARR
YGGEWTEBAGERAALSERI FANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAERIARLE
AEVFRLAGHPFNLNSRDQLEMVLFDELRLPALGKTQKTGKRSTSAAVLEALREAHPTVEKILQYRELTKILKSTYIDPLSDL
THPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLQNIPVR TPLGQRIRRAFIAERGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIRVFQB
GRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLY GMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIEK TLEEG
RRRGYVBTLFGRRRYVPDLEARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKIAMVKLFPRLEEMGARMLLQVHDELVLE
APKERABAVARLAKEVMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE*

3A10

ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAAG GCCGGGTCC'ICCTGGTGGACGG CCACCACCTGGCCTACCGCACCTT
CTTCGCCCTGAAGGGCCTCACCACGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCIC
AAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTCGTGGTCTTYGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGG
CCTACGAGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCCAGGACTTCCCCCGGCAGC TCGCCCTCATCAAGGAGET
GGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAG
AAGGCGGAAAAGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCCGACCGC
GTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTAGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCAGAGC
AGTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGTGEGGGACCCCTCCCACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGA
CCGCCCTCAAGCTCCTCAAGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAA |
ACGTCCGGGAGAAGATCAAGGCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTIGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCT
CCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCAGGGGCEGGAGCCCGACCGGGAGGGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGA
GTTTGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTTCTGBAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGBCCCCCTGGCCCCCGLCG
GAAGGGGCCTTCGTGAGCTITGTGCTITCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCACCAG
GGGTGGTCGAGTCCACCAGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGBAGGCGCGGGGGCTTCTCGCC
AAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGCCTTAGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACC
TCCTGGACCCTICCAACACCACCCCCGAGRGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGG
AGCGGGCCGCCCTITCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGTGGGOGAGGCTIGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTTTGGCT
TTACCGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTICCGCTGTCCTGGCCCACATGGAGACCACGGGGATGCGCCTGGACGTGGCC
TATCTCAGGGCCTIGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCCGCCTCOAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCAGCC
GCCCCTTCAACCTCAACTCCCGAGACCAGCTGGAAAGQGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAA
GACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGAAGGCCCTCCACGAGGCCCACCCCATCGTGGA
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GAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCC
AGGACGGGCCACCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCAATCCCAACC
TCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTTOGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCOGAGGAGGGGTGGCTATT
GGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATGCGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGACGAGAACCTGATCAGGGTC
TTCCAGGAGGGGAAGGACATCCACACCCAGACCGCAAGCTGGATGTTCGGTGTCCCCCCGGAGGCCATGGACCCCC
TGATGCGCCGGACGGCCAAGACGOTGAACTICGGCGTCCTCTACGGCATGTCCGCCCATAGGCTCTCCCAGGAGCT
TFCCATCCCCTACGAGGAGGCGGTOGCCTTCATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGRATT
GAGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGCGAGGCGGGGATACGTGGAGACCCTCITCGGCCGCCGCCACTACGTGCCCGAC
CTCAACGCCCGBATGAAGAGCGTCAGGGUGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCC
GCCGACCTCATGAAGCTCGCCATGATGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCCAGG
TCCACGACCGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCCAGGAGGTGGCAGCTTTGGCCAAGGAGGCCATGG
AGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGA GGTGGAGGTGGGGATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGT
GA

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFREKAY
EAYRAGRAPTPQDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEYPGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLH
PEGHLITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEK TALRLLKEWGSLENLIKNLDRVKPENVREKIKA
HLEDLRLSLELSRVRTDLFLEVDLAQGREPDREGLRAFLER] EFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGARVGFVLSRKE
PMWADLLALAAARGGRVHQAPEP YRALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDFMLLAYLLDPSNTTPEGVAR
RYGGEWTEBAGERAALSERLFANLWGRLEGEERLL WLYREVERPLSAVLAHMETTGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARL -
EAEVFRLAGRPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQ YRELTKLKSTYIDPLPDL
THPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFIAREGWLLVVLDYSQMBLRVLAHLSGDENLIRVFQ
BGKDIHTQTASWMEGVPPEAVDPLMRRAAKTVNFGVLYGMSAHRLSQELSIPYEEAVAFIER YFQSFPKVRAWIEKTLE
EGRRRGYVETLFGRRRYVPDLNARMKSVRGAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLREMGARMILQVHDELL
LEAPQARABEVAALAKEAMEKAYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE*

3B5
ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAGGGCCATGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTCCT
TCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGAGGCGAACCGGTCGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGG
CCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTCGTGGTCTITGACGCCAAGGCCCCCCCATTCCGCCACAAGGCCTACG
AGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCGTCAAGGAGCTGGTGGACC
TCCTGGGGTTTACCCGCCTCRAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCGGAAA
AGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCGTCGCCGTCCTCCA
CCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTITGGGACAAGTACGGCCTCAGGCCGBAGCAGTGGGTGGACTICCG
CGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAA
GGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAACGTCCGGGAGAAGATCAAGG
CCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTIGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCA
GGGGCGGGAGCCCAACCGGGAAAGGCTTAGGGCCTITCTGGAGAGGCTTGAGTITGGCAGCCTCCTCCATGAGTTCGG
CCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAAGGGGCCTICGTGGGCTTTGTGCTTICC
CGCAAGGCGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCECCAGGGGTGGTCGGGTCTACCGGGCCCCCGAGCCT
TATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTICTGACCCTAAGGGAAGGC
CTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTICCAACACCACCCCCGAGGGGGTGE
CCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGRAGGCGGGGGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGT
GGGGGAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITGGCTTTACCAGGGAGGTGGATAGGCCCCITTICCGCTGTCCTGGCCC
ACATGGAGGCCACAGGGGTACGGCTGGACGTGACCTGCCTGCAGGCCCTTTCCCTGGAGCTTGCGGAGGAGATCCGCC
GCCTCGAGGAGBAGATCTTCCGCTTGGCGGGCCACACCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCICTT
TGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGC
CCTCCGCGAGGCCCACCOCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCAGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGA
CCCCTTGCCGBACCTCATCCACCCCAGBACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAG
GCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTIGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATC
GCCOAGGAGGGATGGCTACTGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCTCACCTCTCCGGCGAC
GAAAACCTGATCAGGGTCTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGAAGACCGCCAGCTGGATGTTICGGCGTCCCCCGG
GAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGCCCAAGACCATCAACTTCGGOGTCCTCTACGGCATGTCGACCCACCGC
CTCTCCCAGGAGCTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGC
GGGCCTGGATTGAGAAGGCCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCTTICGGAAGAAGGCGCTAC
GTGCCCGACCTCAACGCCCGGGTGAAGAGTGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGC
ACCGCCGCCGACCTTATGA AGCTCGCCATGGTAGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCC
AGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGOGCCCGAGGAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCATG
GAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGAGGTAAAGGTGGGOATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA
MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTSFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKED GYKAVFVVFDAKAPPFRHKAYEA
YRAGRAPTPEDFPRQLALVKELVDLLGRTRLEVPGYEADDVLATLAKKARKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLHPEGH
LITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKABLEDLRL
SLELSRYRTDLPLEVDLAQGREPDRERLRAFLERLEPGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKAPMWADLLAL
AAARGGRVYRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGVARRYGGEWTEEAGE
RAALSERLFANLWGRLEGEERRLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVACLQALSLELAEEIRRLEEEVFRLAGHTFNLN
SRDQLERVLFDELGLPAIGK TEKTGKRSTSAAILEALREAHPIVEKILQ YRELTKLKSTYDPLPDLIHPRTGRLHTRFNQTATA
TGRLSSSDFNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAERGWLLVVLDYSQIELRVLAHL SGDENLIRVFQEGRDIHTETASWMFGVPREA
VDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIERYFQSFPKVRAWIEKALEEGRRRGYVETLFGRRRYVPDLNA
RVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRIREMGARMLLQVHEDELLLEAPQARAREVAALAKEAMEKAYPL,
AVPLBVKVGIGEDWLSAKE¥
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3B6 . .
ATGGCGATGCTICCCCTCTITGAGCCCAAGGGCCECGTCCTCCTAGTGCACGGCCACCACCTGGCCTACCGCGCCTTCT
TCGCCCTGAAGGGCCTCACCACCAGCCGGOGCGAACCAGTGCAGGCGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGG
CCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTCGTGGTCTTTAACGCCAAGGCCCCCTCCTICCGCCACGAGGCCTACG
AGGCCTACAAGGCGGGGAGAGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCOCCGGCAGCTCGCOCTCATCAAGGAGCTGGTGGACT
TCCTGGGOTTTACCCGCCTCGAGGTCCAAGGCTACCAGGCGGACGACGTCCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCOCAAA
AAGAAGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGGGACCTCTACCAGCTCGTCTCCGACCGCGTCGCCGTCCTCC
ACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGCGAGTAGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCAGTGGGTGGACTTCC
GCGCCCTCATEGGGGACCCCTCCAACAACCTCCCCGGGGTCAAGGACATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCTCCTCA
AGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGCGACCGGGTAAAGCCAGAAAACGTCCGGGAGAAGATCAAG
GCCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCCOCCTGGAGGTAGACCTCGCCC
AGGGGCGGGAGCTCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTITCTGGAGAGGCTTGAGTTTGGCGGCCTCCTCCACGAGTTCG
GCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAAGGGGCCTTCGTGGGCTTIGTGCITIC
CCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGGTGGTCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCC
TTATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGBAAGG
CCTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTICGCCTACCTCCTEGACCCTICCAACACCGCCCCCGAGGGGGTG
GCCCGGCACTACGGCAGAGAGTGRACGEAGGAGGCAGGGGUAGCGGGCCGCCCTITCCGAGAGGCTCTICGCCAACCT
GTGGGGOAGGCTTAGAGGGGGAGCGAGAGGCTCCTTTGGCTITACCGGGAGGTGBATAGGCCCCTTTCCACTGTCCTGGC
CCACATGGAGGCCACAGGGGTACGGCTGGACGTGGCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGC
GCGCCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGCCACCCCTTCAACCTCAACTCCCGAGACCAGCTGGAAAGGGTCCTC
TTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGAG
GCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATT
GACCCCTTGCCGAACCTCATCCATCCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGT
AGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCACTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTC
ATCGCCGAGGAGGOGTOGGCTATTGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGATGCTGGCCCACCTCTCCGGC
. GACGAGAACCTGATCCGGGTCTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGETCCCC
CGGGAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCAC
CGCCICTCCCAGGAGCTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTITCAGAGCTTICCCCAAGG
TGCOGGCCTGGATAGAAAAGACCCTGAAGGAGGGAAGGAAGCBGGGCTACGTGGAAACCCTCTTCGGAAGAAGGCGC
TACGTGCCCGACCTCAACGCCCGGATGAAGGGCGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCATCCAG
GGCACCGCCGCCOACCTCATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCAGGAGATGGGGECOCGCATGCTC
CTCCAGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGRAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCGOGGAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCC
ATGGAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGBAGGTGAAGGTGGGGATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAG
TGA

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRAFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHEAYEA
YXAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVQGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGH

LITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSNNLPGVKGIGEK TALXLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVRERIKABLEDLRL
SLELSRVRTDLPLEVDLAQGRELDRERLRAFLERLEFGGLLHEFGLLESFKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKEPMWADLLA

LAAARGGRVHRAPEPYKALRDIKBARGLLAKDILSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTAFEGVARRYGGRWTERAG
FRAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSI EVAEEIARI EABVFRLAGHPFNL
NSRDQLERVLFDELGLPAIGK TER TGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKIXSTYIDPLENLIHPRTGRLHTRENQTA

TATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFIAREGWLLVVLDYSQIELRVLAHL.SGDENLIRVFQEGRDIHTETASWMFGVPRE
AVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIR YERAQAFIER YFQSFEKVRAWIEK TLEEGRKRGYVETLFGRRRY VFDLN
ARVKGVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAM VKLFPRLREMGARMLLQVHDELLLEAPQARAGEVAALAKEAMEKAY

PLAVPLEVKVGIGEDWLSAKE*

B8
ATGGCGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAAGGCCGGGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTICT
TCGCCCTGAAGGGCCTCACCACGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGATGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGG
- CCCTGAAQOAGGACGGOTACAAGGCCGTCTTCGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCCCTCCGCCACGAGGCCTACG
AGGCCTACAAGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCTCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGGACC
TCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCAAGGCTACGAGGCAGACGACGTCCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCGGAAA
AAGAAGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGGGACCTCTACCAGCTCGTCTCCGACCGCGTCGCCGTCCTEC
ACCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGCGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGRAGCAGTGGGTGGACTTICC
GCGCCCTCGTGGGGCACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCICCTCA
AGGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGOCTGAAGCOCGCCATCCGGGAGAAGATCCTGACC
CACATGGACGATCTGAAGCTCTCCTGGGACCTGGCCAAGGTGCGCACCGACCTGCCCCTAGAGGTGGACTTCGCCAAA
AGGCGGGAGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTITCTGGAGAGGCTTGAGCTTGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGC
CTTCTGQAAAGCCCCAAGACCCTGRAGGEAGGCCTCCTEGGCCCCCGCCGEAAGGGACCTTCGTGAGCTITGTACTTICCC
GCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGEGGAGGCCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTT
ATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGAGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCATICTGGCCCTAAGGGAAGGCC
TTGGCCTCCCOCCCGGCCACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGC
CCGGCGCTACGGCGGGGAGTOGACGAAGGAGGCGGOGGAGCGAGCCGCCCTTICCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGT
GGGRGAGGCTTOAGGAGGAGGAGAGGCTCCTTTGBCTTTACCGGGAGGTGGATAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCL
ACATGGAGGCCACAGGGGTGCGCTTGGACGTGGCCTATCTCAGGACCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCC
GCCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGCCATCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTT
TGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGOGCCGCCOTCCTGGAGGC
CCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGAAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATIGA
CCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAG
GCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTICATC
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GCCGAGGAGGGGTGGCTATIGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGAC
GAGAACCTGACCCGGGOTICTTCCTGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTICGGCGTCCCCCGG
GAGGCCOTGGACOCCCTGATGCGCCAGGCGGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGE
CTCTCCCAGGAGCTGGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGC
GGGCCTGGATAGAAAAGACCCTGGAGGAGGGGAGGAAGCGGGGCTACGTGGAAACCCTCTTCGGAAGAAGGCGCTAC
GTGCCCGACCTCAACGCCCGGGTGAAGAGTGTCAGGRAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGT
ACCGCCGCCGACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGQGGCCCGCATGCTCCTCC
AGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGOGCCRAGGAGGTGACGGCTTTGOCCAAGGAGGCCATG
GAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGCACQUTGAAGGAGGGGATCGGGGAGCACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTG
A

MAMIPLFEPKGRVLLVYDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVEDARAPSLRHEAYEA
YKAGRAPTPEDFLRQLALIKELVDLLGFTRLEVQGYBADDVILATLAKK ARKEGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGH
LITPEWLWEKY GLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGYKGIGEK TALKLLKEWGSLENLLKNLDRLKPATREKILAHMDDLKLS
WDLAKVRTDLPLEVDFAKRREPDRERLRAFLERLELGSLLHEFGLLESPKTLEEASWPPPEGAFVGFVLSRKEPMWADLLAL
AAARGGRVHRAPEPYRALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLFPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGY ARRYGGEWTKEAGE
RAAYSERLFANLWGRLEGBERLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAERIARLEAEVFRLAGHPFNLN
SRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLPDLIHPRTGRLHTRFNQTAT
ATGRLSSSDPNLONIPVRTPLGQRIRRAFVAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLTRVFLEGRDIHTETAS WMFGVPRB
AVDPIMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIP YEEAQAFIER YFQSFPKVRAWIEKTLEEGRKRGYVETLFGRRRYVPDLN
MVKSWEMERMMNMPVQGTMDMMMVKLFPRLREMGAM&VIDELLMQAMEEVAALAKEMMW
LAVPLEVKEGIGEDWLSAKE*

3B10
ATGGCGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTICT
TCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCAGGGCGAACCGGTGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGG
CCCTGAAAGAGGACGGATACAAGGCCATCTTCGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCATICCGCCACAAGGCCTACG
AGGCCTACAGGGCQGGGAGGGCCCCCACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGGACC
TCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCGGAAA
AGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCGTCGCCGTCCTCCA
CCOCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCAGTGGGTGGACTTCCG
CGCCCTCGTGGAGGRACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGATCAAGGGCATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAA
GGAGTGGGGAAGCCTGOAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAACGTCCGGGAGAAGATCAAGG
CCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCAECACCEACCTCCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCA
GGGGCGGGAGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTICTGGAGAGGCTTGAGTTTGGCGUGCCTCCTCCACGAGTTCGG
CCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAAGGGGCCTICGTGGACTTTGTGCTITCC
CGCTAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTICTIGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGGTGGTCGGGTCCACCGGGCCCCTGAGCCT
TATAAAGCCCTCAGGGACTTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTGAGGGAAGGC
CTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGR
CCCGOCGCTACGGCGGEGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGCGAGCGGGCCGCCCTITCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGT
GGGGGAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTTTGGCTTTACCGGGAGGTGGAGAGACCCCTTTCCGCTGTCCTGGLCC
ACATGCAGGCCACGGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCLC
GCCTCGAGGCCGAGGTCITCCGCCTGGCCGGCCACCCCTICAACCTCAACTCCCGAGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCIT
TGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACGGACGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGE
CCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGA
CCCCTTGCCGGACCACATCCACCCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAG
GCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTOGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATC
GCCGAGGAGGGATGGCTATIGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGAC
GAGAACCTGACCCGGGTCTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGA
GAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCAGCCAAGACCATCAACTTCGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGC
CTCTCCCAGGAGCTGGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATAGAGCGCTACTTCCAAAGCTTICCCCAAGGTGC
GGGCCTGGATAGAAAAGACCCTGGAGGAGGGAAGGAAGCGGGGCTACGTGGAAACCCTCTICGGAAGAAGGCGCTAC
GTGCCCGACCTCAACGCCCGGGTGAAGA GTGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGC
ACCGCCGCCGACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTACCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCICC
AGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCOAGGAGGTGGCGGCTTTGGCCAAGGAGGCCATG
GAGAAGGCCTATCCCCTCGCCGTACCCCTGGAGGTGAAGGTGGGGATCGGGGAGGACTGACTCTCCGCCCAAGGAGTG
AGTCGACCTGCAGGCAGCGCTT GGCGTCACCCGCAG‘ITCGGTGG’I‘TAA

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTISRGEPVQVVYGFAKSLLKALKBDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAYEA
YRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLHPEGHL
ITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGS LENLLKNLDRVKPENVREKIKARLEDI RLS
LELSRYRTDLPLEVDLAQGREPDRERLRAFLERLEFGGLLHEFGLLESPKALEBAPWPPPEGAFVGFVLSRKEPMWADLLAL
AAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEGV ARRYGGEWTEEAGE
RAALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRALSLEVAEEIARLEAEVFRLAGHPFNLN
SRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLEALREBAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDFLPDHIHPRTGRLHTRFNQTAT
ATGRILSSSDPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFIAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLTRVFQEGRDIHTETASWMEGVPRE
AVDPLMRRAARKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEBAQAFIER YFQSFPKVRAWIEKTLEEGRKRGY VETLEGRRRYVPDLN
ARVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLYPRLREMGARMLLQVHDELLLEAPQARABEVAALAKEAMEKAYPE
LAVPLEVKVGIGEDWLSAQGVSRPAGSAWRHPQFGG*

3C12
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ATGGCGATGCTTCCCCTCTITGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTTCT
TCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCGGGGCGAACCGATGCAGGTGGTCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGG
CCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTCGTGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGGCCTACG

AGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGGACC
TCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCGGAAA
AGOAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCATCGCCGTCCTCCA
CCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCAGTGGGTAGACTTCCG
CGCCCTCGTA0GGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAA
GGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTAAAGCCAGAAAACGTCCGGGAGAAGATCAAGG
COCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCA
GGGGCGGRAGCCCGACCGGGAGGGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGAGTTITGGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGG
CCTICTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAAGGGGLCTICGTGGGCTTTGTGCTTITCA
CGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCCCTAGCCGCCGCCAGGGGTGGTCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCT
TATAAAGCCCTCAGGGACTIGAAGGAGOCGCGGGGGCTTICTCGCCAAAGACCTGAGCGTICTGGCCCTAAGGGAAGGT
CTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTTCCAACACCGCCCCCGAGGGGGETGG
CCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGGGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGT
GGGGGAGGCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTTTIGGCTITACCGGGAGGTGGATAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCC

ACATOGAGGCCACAGGGGTACGGCTGGACGTGGCCTGCCTGCAGGCCCTTTCCCTGGAGCTTGCGRAGGAGATCCGCC
GCCTCGAGCGAGGAGGTCTTCCGCTIGGCGGGCCACCCCTICAACCTCAACTCCCGGOACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTT
TGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCATCCTGGAGGC
CCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGA
CCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAG

GCTAAGTAGCTCCGGTCCCAACCICCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTCGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTICGTC
GCCGAGCGAGGGGTGGCTATTGGTGGTCCTGAACTATAGCCAGATAGAGCTCAGAGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGAL

" GAGAACCTGACCCGGGTCTTCCTGGAGOGGCGGGACATCCACACGGAAACCGCCAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGG
GAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACCATCAACTICGGGGTTCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGT

CTCTCCCAGGAGCTGGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATAGAGCGCTACTICCAAAGCTTCCCCAAGGTGC
GGGCCTEGATAGAAAAGACCCTGGAGGAGGGGAGGAAGCGGGGCTACGTGGAAACCCTCTTCGGAAGAAGGCGCTAC
GTGCCCGACCTCAACGCCCGGGTGAAGAGTGTCAGGGAGGCCGCGGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGC
ACCGCCGCCGACCTTATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTCTICCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCC
AGGTCCACGACGAGCTCCTCCTGGAGGCCCCCCAAGCGCGGGCCGAGCAAGTGGCOGCTTTGGCCAAGGAGGECATG

GAGAAGGCCTATCCOCTCGCCGTACCCCTGGAGGTCAAGGTGGGCATCGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTTSRGEPVQVVYGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAYEA
YRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAXKKABKBGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLHPEGHL
ITPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEK TALKLLKEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKAHLEDLRLS
LELSRVRTDLPLEVDLAQGREPDREGLRAFLERLEFGSLLHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGAFVGFVLSRKEPMWADLLAL
AAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTAPEGVARRYGGEWTEEAGHE
RAALSERLFANLWGRLEGERRLLWLYREVDRPLSAVLAHMEATGVRLDVACLQALSLEL AREIRRLEEEVFRLAGHPFNLN
SRDQLERVLEDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAILEALREARPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLPDLIHPRTGRLHTRFNQTATA
TGRLSSSGPNLQNIPVRTPLGQRIRRAFVAEEGWLLVVLDYSQIELRVLAHIL SGDENLTRVFLEGRDIHNTETASWMFGVPREA
VDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIBR YFQSFPKVRA WIEKTLEEGRKRGYVETLFGRRRYVPDLNA
RVKSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLREMGARMLLQVHDELLLEAPQARAEEVAALAKEAMEKAYPL
AVPLEVKVGIGEDWLSAKE*

3D1 .
ATGGCGATGCTTCCCCTCITTCGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTBEACGGCCACCACCTGGCCTACCGCACCTTCT
TCGCCCTGAAGGGCCCCACCACGAGCCAGGOCGAACCGGTGCAGGTGGTCTACOGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGG
CCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTCATGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCATTCCGCCACAAGGCCTACG
AGGCCTACAGGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCCCCCABGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGGACC
TCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTACGAGGCGGACGACGTTCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCGGAAA
AGGAGGGGTACGAGGTGCGCATCCTCACCGCCGACCGCGGCCTCTACCAACTCGTCTCTGACCGCGTCGCCGTCCTCCA.
CCCCGAGGGCCACCTCATCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGRAGCAGTGGGTGRACTTCCG
CGCCCTCGTGGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAA
GGAGTGGGGAAGCCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCOGGTAAAGCCAGAAAACGTCCGGGAGAACGATCAAGG
CCCACCTGGAAGACCTCAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCCCCCTGGAGGTGGACCTCGCCCA
GAGGCGGGRAGCCCGACCGGGAGGGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGAGTTTGGCAGCCTCTTCCACGAGTTCGG
CCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGAAGGGGCCTTCGTAGGCTTIGTGCTTICC
CGCAAGGAGCCCATGTGGGCCRATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGGGTGGTCGAGTCCACCGGGCCCCCGAGCCT
TATAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTICTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGGGAAGGC
CTTGGCCTCCCGCCCGGCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGG
CCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGEGGGAGCGGGCCGCCCTITCCGAGAGGCTCTICGCCAACCTGT
GOGGGAGOCTTGAGGGGGAGGAGAGGCTCCTITGGCTTTACCGGCAGGTGGAGAGGCCCCTTICCGCTGTCCTGGCCC
ACATGGAGGCCACGGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGGCCGAGGAGATCGCCC
GCCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGCCACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAATGGTGCTCTT
TGACGAGCTTAGGCTTCCCGCCTTOGGCAAGACGCAAAAGACGGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGAGGT
CCTCCGCGAGGCCCACCCCATCGTGRAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGA
CCCCTTGTCGBACCTCATCCACCCCAGGACGGGCCGUCTCCACACCCGCTTICAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAG
GCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATC
GCCGAGGAGGGGTGGCTACTGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCGGCGAC
GAAAACCTGATCAGGGTCTTCCAGAAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGCCAGCTGGATATTCGGCGTCCCCCGG
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GAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGOCGGGCGGCCAAGACCATCAACTICCGEGATCCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGE
CTCTCCCAGGAGCTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGC
GGGCCTGCATTGAGAAGACCCTOGAGGAGGGCAGRAGGCGGGGOTACGTGGAGACCCICTTCGGCCGCCGCCGLTAC
GTGCCAGACCTAGAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGOGAGGCGGCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGG
CACCGCCGCCGACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGGAGAAACGGGGGCCAGGATGCTCCT
TCAGGTCCACGACGAGCTGATCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGAGCGGAGGCCGTGGCCCGGCTGGCCAAGGAGGCCA
TGGAGGGGGTGTA'ICCCCTGGCCGTGCCCCTGGAG GTGGAGGTGGGGATAGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGGTT
AG

MAMLPL'FEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGPTI‘SRGEPVQVWGFAKSLLKALKEDGYKAVFVVFDAKAPSFRHKAYEA
YRAGRAPTPEDFPRQLALIKELVDLLGFTRLEVPGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRILTADRGLYQLVSDRVAVLHPEGHL
TTPEWLWEKYGLRPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLI KEWGSLENLLKNLDRVKPENVREKIKAHLEDLRILS
LELSRVRTDLPLEVDLAQRREPDREGLRAFLERI BFGSIFHEFGLLESPKALEEAPWPPPEGATVGFVLSRKEPMWADLLALA
AARGGRVHRAPBPYKALRDLKEARGLLAKDLSVLAIREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTIPEGVARRYGGEWTEEAGER
AALSERLFANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLAHMEATGVRLDVAYLRAI SLEVARRIARLEAEVFRLAGHPFNLNS

RDQLEMVLFDELRLPALGKTQKTGKRSTSAAVLEALREAHPIVEKILQYRELTKLKS TYIDPLSDLIHPRTGRLHTRFNQTAT

ATGRISSSDPNLONIFVRTPLGQRIRRAFIAEBGWLLVVLDYSQIELRVLAHLSGDENLIR VFQEGRDIHTETAS WMFGVPRE

AVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAQATFIERYFQSFPKVRAWIEK TLEEGRRRGYVETLFGRRRYVPDLE
ARWCSVREAAERMAFNMPVQGTAADLMKLAMVKLFPRLGETGARMLLQVHDELVLEAPKERAEAVARLAKEAMEGVYP
LAVPLEVEVGIGEDWLSAKG*

Ejemplo 11: Evitacién del sitio abasico por el clon de extensién de desapareamientos en la PCR

Se ensayo la capacidad de una lista de polimerasas seleccionadas por extender cuatro desapareamientos para
extender los sitios abasicos en la PCR (Figura 10). C12 y D1, que también pueden extender cuatro cebadores
desapareados en la PCR, asi como A10, B6 y B8, que no pueden, todos ellos generaron un producto de
amplificacion.

Ejemplo 12: Evitacion del sitio abasico por el clon de extensién de desapareamientos en la PCR

Se ensayd la capacidad de una lista de polimerasas seleccionadas por extender cuatro desapareamientos para
extender los sitios abasicos en la PCR (Figura 10). C12 y D1, que también pueden extender cuatro cebadores
desapareados en la PCR, asi como A10, B6 y B8, que no pueden, todos ellos generaron un producto de
amplificacion.

Ejemplo 13: Actividad de sintesis translesién por el clon de extensién de desapareamientos determinado mediante
ensayos de extension de cebadores

Se ensayaron siete polimerasas para determinar su capacidad de evitar los sitios abésicos en un ensayo de
extension de cebadores (Figura 11).

Los ensayos de extension de cebadores fueron esencialmente como se describe en (Ghadessy et al., 2004). En
resumen, los oligonucledtidos intactos y un 51-mero que contenia un sitio abasico sintético fueron sintetizados por
los laboratorios Lofstrand (Gaithersburg, MD) usando técnicas convencionales, y se purificaron en gel antes de su
uso. Se marco6 en 5’ un cebador 20-mérico (LES_20P) con la secuencia 5-CGTGGTCGCGACGGATGCCG-3’ con
[32P]ATP (5.000 Ci/mmol; 1 Ci = 37 GBq) (Pharmacia) usando la quinasa polinucleotidica T4 (Invitrogen, Carlsbad
CA). Se prepararon ADN de cebador-molde marcados radiactivamente mediante la hibridacion del cebador 20-
mérico marcado en 5’ con [ P] a uno de los dos siguientes moldes 51-méricos (en una proporcién molar de cebador
con respecto al molde de 1:1,5). 1) ADN intacto (UNDT51T); 5 -AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAT TCG GCA TCC
GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3’; 2) un oligo (LABA51T) que contenia un sitio abasico sintético (indicado
como una X en negrita); 5-AGC TAC CAT GCC TGC ACG ACA XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA
GCG-3'. Las reacciones de replicacion convencionales de 10 pul contenian TrissHCI 40 mM a pH 8,0, MgCl, 5 mM,
100 uM de cada dNTP ultrapuro (Amersham Pharmama Biotech, NJ), DTT 10 mM, 250 pg/ml de BSA, glicerol al
2,5 %, ADN de cebador-molde marcado en 5’ con [ P] 10 nM y 0,1 unidades de polimerasa. Tras la incubacion a 60
°C durante varios periodos de tiempo, se terminaron las reacciones mediante la adicién de 10 pl de formamida al
95 %/EDTA 10 mM, y se calentaron las muestras a 100 °C durante 5 min. Se sometieron las mezclas de reaccion (5
ul) a electroforesis en gel de poliacrilamida al 20 %/urea 7 M, y los productos de la replicacién se visualizaron
mediante anadlisis de Phosphorimager.

La polimerasa A10 fue la mas activa, y se selecciond para su posterior analisis (nomenclatura 26JRF en la figura) en

sitios abasicos y dimeros de ciclobutano timina-timina (CPD). A10 fue claramente mejor, tanto en la evitacion del
sitio abasico como en la extension de CPD que tanto el tipo silvestre como M1.
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Ejemplo 14: Examen de |a tasa de error de los clones de extensiéon de desapareamientos determinados por ELISA
de MutS (solo como referencia)

Cabria esperar que se alcanzara una especificidad relajada a costa de una menor fidelidad. Se us6 un ELISA de
MutS para investigar esta posibilidad.

MutS es una proteina de unién a desapareamientos derivada de E. coli que se une a desapareamientos de un solo
par de bases, o a adiciones o supresiones pequefas (1-4 bases). Se puede usar para monitorizar la fidelidad de la
PCR en un ensayo basado en ELISA (Debbie et al., 1997).

Se usaron placas de proteinas de unién a desapareamientos inmovilizadas (Genecheck, Fort Collins, EE.UU.) para
las mediciones de la fidelidad segun las instrucciones del fabricante, esencialmente como se describe en (Debbie et
al., 1997).

Se comparé la tasa de mutacion de D1 con la de Taq de tipo silvestre, y ya se sabia que M1 tuvo un aumento
modesto de la tasa de mutacion (de aproximadamente el doble) (Ghadessy et al., 2004). Los datos aqui presentados
sugieren que D1 tiene un aumento de la tasa de error del doble en comparacion con M1, y un aumento de la tasa de
error de cuatro veces en comparacion con la Taq de tipo silvestre. Esto corresponde aproximadamente a una tasa
de error de 1 a 2.500, y es suficientemente baja como para no dar problemas para muchas aplicaciones.

Ejemplo 15: Examen de los clones de extensién de desapareamientos para la amplificacion del ADN dafado tal
como se encuentra en muestras antiguas

El ADN recuperado de muestras antiguas esta invariablemente dafiado, lo que limita la informaciéon que puede
proporcionar. Por lo tanto, las polimerasas que pueden evitar los dafos (tales como el sitio abasico o las
hidantoinas) pueden ser Utiles para aumentar la informacion que se puede obtener de muestras antiguas de ADN.

Experimento 1: Una polimerasa que extiende desapareamientos puede amplificar ADN de hiena cavernaria que
antes no se podia amplificar

Se extrajeron varias muestras de hiena cavernaria (Crocuta spelaea) y se analizaron. Entre ellas, siete muestras
(véase la Figura 12 para la lista) no produjeron ninguna vez un producto de amplificacion.

Estas muestras se seleccionaron para ensayar la eficacia de las polimerasas de espectro ampliado de sustratos.

M1 tiene una kcat/Km ligeramente reducida, el 14 % de Taq de tipo silvestre, y, por lo tanto, es un poco menos
eficaz en la PCR. Por lo tanto, se combind M1 con una preparacién comercial de Taq (SuperTaqg (HT Biotechnology
Ltd)) en una proporcion de 1 unidad a 10, y se comparé con Taq en ausencia de M1. Se esperaba que si M1 podria
evitar las lesiones de bloqueo, entonces la Taq de tipo silvestre amplificaria el producto de la sintesis translesién
resultante. En dos ocasiones separadas, la mezcla de M1/SuperTagq fue capaz de producir un producto de
amplificacion mientras que SuperTaq solo no pudo (véase la Figura 12 para un ejemplo)

Se clonéd y se secuencio el ADN, y se encontrd que diferia en dos posiciones (A71 — G, 77A — G) de la secuencia
esperada. Esto podria ser bien una lesion de codificacion erréonea procedente de una desaminacién de C o una
variante de secuencia de la poblacién no vista previamente en aADN. De hecho, ambas mutaciones existen en la
hiena manchada moderna (Crocuta crocuta), lo que argumenta a favor de la segunda interpretacion. De las 10
secuencias obtenidas a partir de la misma PCR exitosa, dos de cada tuvo una sola mutacién Unica adicional, una de
A a G en diferentes lugares. Estos son los errores mas probables incurridos durante la amplificacion. Dichos errores
se ven con frecuencia en la PCR de aADN, y explican por qué es necesario obtener multiples secuencias del mismo
producto de PCR.

Los problemas de contaminacion impidieron un analisis exhaustivo de los beneficios de la polimerasa M1. Sin
embargo, este resultado sugirié con fuerza que se podria aplicar una polimerasa modificada adecuada de manera
util a aADN.

Experimento 2: Una mezcla de falta de coincidencia de la polimerasa extiende necesita menos ADN antiguo para
una PCR éxito

Se purificaron las polimerasas que mostraron propiedades interesantes: B5, B8, C12 y D1, que pueden extender
desapareamientos, asi como A10, B6 y B10, que son competentes en la evitaciéon del sitio abasico. Para mantener
un numero de experimentos practico, se combinaron en voliumenes iguales con M1, SuperTaq y Taq de tipo silvestre
purificada con heparina. Esta mezcla de polimerasas se uso6 en casi todos los experimentos posteriores y se conoce
como la combinacion.

Para asegurarse de que ninguna polimerasa afectara negativamente a la PCR a través de su actividad mutante, se
combind cada una individualmente con SuperTaq, y se us6 para realizar una PCR de aADN con una muestra
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antigua conocida que contenia ADN amplificable. Todas las PCR dieron resultados (datos no presentados), lo que
indica que era poco probable que alguna de las enzimas mutantes fuera un pasivo en la combinacién.

Se verificéd la actividad de la combinacion frente a la actividad de SuperTaq mediante una serie de diluciéon de la
actividad PCR. Mediante esta medida, la combinacién fue menos activa que SuperTagq, en un factor de dos.

Las condiciones que se usan normalmente en PCR de aADN no se transfirieron facilmente a la combinacion o a
SuperTaq, pues se habian optimizado para AmpliTaqgGold (Applied Biosystems), una versién modificada
quimicamente de Taq que permite un arranque en caliente y la liberacién lenta de enzimas a través de la activacion
por calor. Los arranques en caliente manuales no son aconsejables en el analisis del aADN, porque la apertura del
tubo de PCR fuera de la sala limpia antes del termociclado conlleva un alto riesgo de contaminacién. Ademas,
tampoco se pudieron usar técnicas de arranque en caliente alternativas: los anticuerpos usados para inactivar la Taq
de tipo silvestre a bajas temperaturas no se pudieron unir a las proteinas quiméricas seleccionadas de la genoteca
Molecular Breeding y los tampones de arranque en caliente demostraron ser ineficaces (datos no mostrados). Se
uso6 una nueva estrategia de PCR anidada de dos etapas. En la primera etapa, el aADN se amplifica durante mas de
28 ciclos, ya sea con SuperTaqg o con la combinacion. En la segunda etapa, se diluye la primera PCR 20 veces en
una sala limpia secundaria y se amplifica con SuperTaqg usando cebadores anidados. Esta es la metodologia usada
posteriormente para comparar SuperTaq y la combinacion

En resumen, se afadieron 2 ul de muestra antigua a una PCR de 20 ul en tampoén SuperTaq (HT Biotech) con 1 uM
de los cebadores apropiados (véase la Figura 13), 2 uM de cada desoxirribonucleésido trifosfato (ANTP), asi como
0,1 ul de SuperTaq o un volumen igual de polimerasas mutantes, y se amplificé durante 28 ciclos. Se establecio esta
PCR en una sala limpia siguiendo las precauciones adecuadas para el aADN. A continuacion, se diluyé la PCR de la
primera etapa 1 a 20 en una sala limpia secundaria y se termociclé durante otros 32 ciclos con las mismas
condiciones de tampén y dNTP, usando cebadores anidados y SuperTag. No se usaron controles de molde para
analizar la contaminacion.

Se realizé una serie de dilucion del doble de aADN con volumenes iguales de SuperTaq y la combinacion (y, por lo
tanto, actividades aproximadamente iguales, con la combinacién ligeramente menos activa) y se repitié cuatro veces

Este experimento demostré que la combinacién era mas propensa a producir una banda a una menor concentracion
de aADN que SuperTag. Por lo tanto, esto representaba el segundo experimento, que indicaba que las polimerasas
de extension de desapareamientos eran mas eficaces en amplificar aADN que la Taq de tipo silvestre.

Experimento 3: Las polimerasas de extensién de desapareamientos funcionan de una manera sistematicamente
mejor en la PCR de ADN antiguo

La heterogeneidad de las muestras y la estocasticidad inherente del analisis de aADN hacen problematica la
interpretacion de una sola PCR positiva o negativa. Para abordar esto, se realizaron multiples PCR de una misma
muestra y se contd el numero de amplificaciones de PCR con éxito a una dilucién limitante de la muestra. La
comparacién de SuperTaq con la combinacion permitiria un analisis estadistico. Como la cantidad de aADN
necesaria para este tipo de metodologia es elevada, se seleccionaron muestras que previamente habian
demostrado ser de alta calidad, y se ensayaron en diluciones limitantes para aumentar la cantidad de material
disponible para el andlisis. Se seleccion6 una secuencia diana corta para permitir las diluciones maximas.

Esto tiene la ventaja adicional de que, a una dilucion suficientemente alta, se habra diluido el ADN intacto, dejando
solo molde dafado. En dichas condiciones, la diferencia entre una polimerasa que puede evitar las lesiones de
bloqueo y una que no puede se debe hacer claramente evidente.

Se realizé6 un total de nueve experimentos en cantidades limitantes de aADN, donde el PCR solo seria
estocasticamente exitosa (Figuras 14 y 15). En ocho de los nueve experimentos, la combinacion dio lugar a PCR
mejores que SuperTaq. La probabilidad de que esto ocurra por casualidad es del 1,76 %, determinada mediante el
analisis de la distribucion binomial. Cominmente, se acepta que se puede descartar el azar como explicacion
cuando se espera que un acontecimiento se produzca a una probabilidad del 5 % inferior.

Por lo tanto, se puede afirmar que este efecto no se debe al azar, y que la combinacién funciona repetidamente
mejor que SuperTaq en las condiciones del experimento. Esto demuestra mas alla de toda duda razonable que las
polimerasas de extensién de desapareamientos son una herramienta mas sensible para la obtencién de secuencias
de ADN antiguo.

Ejemplo 16: Seleccién de polimerasas capaces de replicar el analogo de base artificial 5-nitroindol (5NI) (solo como
referencia)

Se seleccionaron para la extension y la evitacion de 5NI directamente de la genoteca de quimeras de polimerasa
descrita en el Ejemplo 8 usando una estrategia analoga a la seleccion de desapareamientos usando cebadores
flanqueantes (5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GCA 5N-3', 5-GTA AAA CGA CGG
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CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GC5NI-3") que comprendian 5NI (o un derivado) en sus
extremos 3'. Tras la serie 3, se usaron cebadores flanqueantes (5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG
ATA 5NICG AGG GCA 5NI-3', 5-GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA C5NIG AAC TGC GGG TGA CGC CAA
GC5NI-3') que comprendian 5NI interno (o un derivado), asi como 5NI en el extremo 3’ (o un derivado) para
aumentar la presion de seleccidn para la replicacion de 5NI.

Cinco series de seleccion produjeron una serie de clones con una capacidad mucho mayor para replicar 5NI. Entre
los mejores clones estaban el clon de la serie 4 4D11 y el clon de la serie 5 5D4:

4D11: ) 5'-
ATGECEATGCTTCCCCTCTTTIGAGCCCAAAGGCCGRETCCTCCTEGETEGACCGECCACCACCTGGCCTAL
CGCACCTTCTTCGCCCTEARGGECCTCACCACGAGCCGEEECEAACCGGTGCAGECGETTTACGECTTC
GCCARGAGCCTCCTCAAGGCCCTGARGEAGGACGEGTACAAGGCCATCTTCGTGETCTTTGACGCCAAG
GCCCCCTCCTTCCGCCACGAGECCTACGAGECCTACAAGACEREEAGEECCCCGACCCCCGAGGACTTC
CCCCGEECAGCTCECCCTCATCAAGGAGCTEGETCEACCTCCTEGEETTTACCCGCCTCEGAGETCCARGEC
TACGAGGCGEACGACGTCCTCGCCACCCTGECCARGARGGCGGAARRAGRAGGGTACGAGGTGCGCATC
CTCACCGCCGACCGGEEACCTCTACCAGCTCGTCTCCGACCGCGTCGCCATCCTCCACCCCEAGERECCAC
CTCATCACCCCGCAGTGECTTTEECAGARGTACGACCTCAGGCCGCAGCAGTEGETECGACTTCCECRCC
CTCGTGGGEGACCCCTCCEACAACCTCCCCGGCATCAAGGECATCGGEGAGAAGACCECCCTCAAGCTC
CTCARGGAGTEGEEGAAGCCTGGAARACCTCCTCAAGAACCTEGGACCEGATAAAGCCAGAARATCTCCEE
GAGAAGATCAAGGCCCACCTGGRAGACCTCAGCECTCTCCTTGCGAGCTCTCCCEGEGTGCGECACCGACCTC
CCCCTGGAGGTEGACTTCECCAARAGGCEGEAGCCCCACCEEGAGAGECTTAGGECCTTTCTGCGAGAGE
CTTGAGTTTGECAGCCTCCTCCACGAGTTCEGCCTTCTGGARABRGCCCCAAGBCCCTGCAGGAGRCCCCC
TGEECCCCCECCGEAAGGEECCTTCOTGEGCTTTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGEECCGATCTT
CTGECCCTGECCGUCECCARGEGTCECCEEETCCACCGEGCCCCCGAGCCTTATARAGCCCTCAGGGAC
TTGAAGGAGGECGCEGEGECTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTAAGRRAAGGCCTTGECCTC
CCGCCCGECEACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGCEACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGRGETC

GCCCEECECTACGECEGEGACTERACGEAGEAGGCEGGEEAGCEEGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTC
GCCAACCTGTGEEGGACECTTEGAGGGEEAGEAGAGECTCCTTIGEGCTTTACCGGGAGGTGEAGAGGCCT
CTTTCCGCTETCCTGGCCCACATOUAGGCCACGGEEATECECCTGEGACCGTEGGCCTATCTCAGGGECCTTE
TCCCTGEAGETEGCCEAGGAGATCGCCCEGCCTCGAGGCCEAGGTCTTCCGCCTGGCCGECCACCCCTTC
AACCTCAACTCCCGAGACCAGCTGGARAGGGTCCTCTITGACGAGCTAGCGGCTTCCCGCCATCEECARG
ACGGRGAAGACCGECAAGCECTCCACCAGCGCCGCCATCCTEGGAGGCCCTCCECEAGGCCCACCCCATC
GTGEAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCARGCTGAAGAGCACCTACATTGACCCCTTACCGEGAC
CTCATCCACCCCAGGACBGGCCGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACECCCACGGCCACGEGCAGGCTA
AGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCECACCCCECTCAGCCAGAGEATCCECCRGECT
TTCATCECCRAGEGEEGETCECTATTEGTEGEGTCCTGEGACTATAGCCAGATGGAGCTCAGGETECTEECT
CACCTCTCCEECEACGAGARACCTGATCCGGETCTTCCAGCGAGEECCGEEACATCCACACGEAARCCECC
AGCTGGATCTTCGGCETCCCCCGEEAGGCCGTEGGACCCCCTCGATGCGCCGGECEGGCCAAGACCATCAAC
TTCEEGETTCTCTACGRCATGTCEGCCCCACCGCCTUTCCCAGEAGCTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCC
CAGGCCTTCATTGAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGETGCGEECCTCEATTGAGAAGACCCTGEAG
GAGGGCAGGAGGCCGEGETACGTEEAGACCCTCTTCEECCGCCECCGCTACGTECCAGACCTAGAGECT
CGEGTGAAGAGCGTGCGGEAGGCEGCCEGAGCGCATEGCCTTCARCATGCCCATCCAGGGCACCACCELC
GACCTCATGAAGCTGGCTATGETGAAGCTCTTCCCCAGEGCTGEACCARACCGECGGECCAGEATECTCCTT
CAGGTCCACGACGAGCTEETCCTCCAGGCCCCARAACGAGAGGACCECAGGCCETEGECCCGECTREC ARG
GAGGTCATGEAGGGEETGTATCCCCTGCGCCGTECCCCTGEAGGTCGCGAGGTGEGCATAGREGCGAGGACTGE
CTCTCCGCCAAGGAGTGA-3/
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Secuencia de aminoacidos de 4D11:

MAMLPLFEPKGRVLLVDEEHLAYR TFFALKGL TTSRGEPVOAVYGFAKSLLKALERDGYKAVPVVFDAK
APSFREEAYEAYHAGRAPTPEDFPROLALIKELVDLLGF TRLEVOGYEADDVLATLAKKAEKEGYEVRT
LTADRDLY QLVSDRVAVLAPEGHL I TP EWLWEKY GLRPEQWVDFRALVEDPSDNLPGTKGIGEKTALKL
LEEWGSLENLLENLDRVIPENVREKI KAHLEDLRLSLELSRVRTDLPLEVDFARRREPDRERLEAFLER
LEFGSLLERFGLLES PEALERA PWPPPECGAFVEFVLSRKEPMWADLLA LA A A KGERVHRAPEEYKALRD
LYEARGLLAKDLSVLALRESLGLPPGDDEMLLAYLLDPSNTTPRGVARRYCEENTEEAGERARLSERLF
ANLWGRLEGEERLLWLYREVERPLEAVLAHMEATEVRILDVAYLRATLSLEVAEE IARLEAEVFRLAGHEF
NLNSRDQLERVLFDELGLPATGKTEKTCGKRETSAAVLEALREARP IVER T LOYRELTKLXSTY IDPLED
LIHPRTERLETRFNQOTATATGRLS SSDPNLONIPVRTPLAQRIRRAFIAEGEWLLVVLDYSOMELRVLA
HLESGDENLIRVEFQEGRDIHTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMEAHRLEQELATPYEEA
QAFIERYFQSFPEVRAWIEKTLEEGRRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVESVREANERMAFNMEVOGSTAR
DLMKLAMVELF PRLEETGARMLLOVADELVLEAPRERARAVARLAKEVNEGVY PLAVELEVEVG IGEDW
LEAKE* ’

5D4: 5'-
ATGECGATGCTTCCCCTCTTTGAGCCCAAAGGCCGRGTCCTCCTEGEGTEGGACGGLCACCACCTERECCTAC
" CGCACCTTCTTCGCCCTEAAGGECCTCACCACCAGTCEGGECEAACCEGTCCAGGCEETCTACGECTTC
GCCAAGAGCCTCCTCAAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCATCTTCGTGGTCTTTGACGCCAAG
GCCCCCTCCOTTCCGCCACGAGECCCACGAGHECCTACANGGCGEECAGEECCCCEAGCCCCEAGBACTTC
CCCCGGECAGCTCECCCTCATCAAGGAGCTGETGCACCTCCTGEGETTTACCCGCCTCEAGETCCARGAC
TACCAGGCEEACCACGTCCTCECCACCCTGGCCAAGDAGECGGARAAAGARGEETACGAGETECECATC
CTCACCGCCGACCGREEACCTCTACCAGCTCETCTCCCACCGCETCGCCATCCTCCACCCCEAGERCCAL
CTCATCACCCCGGAGTGECTTTCERAGAAGTACGGCCTCAGGCCEGAGCAGTEEGETGGACTTCCGCECC
CTCETEEEEEACCCCTCCGACAACCTCCCCGREGTCALGEECATCGCECAGAAGACCECCCTCARGCTC
CTCAAGGAGTGGEGAAGCCTEGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCEACTGAAGCCCACCATCCGECAG
AAGATCCTGECCCACATGGACGATCTGAAGCTCTCCTGEEGACCTGACCAAGGTGCECACCCGACCTGCCC
CTGGEAGGTAGACTTCECCARARNGECEEGAGTCCGAT CGGGAGACGGCTTAGGECCTTTCTGEGAGAGECTT
GAGTTTGECAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTICTEEGAMAGCCCCAAGGCCCTEGAGGAGRECCCCCTRR -
CCCCCGCCEETAGGGECCTITCETIGCGECTTTCTECTTTCCCGCAAGRGAGCCCATETGGGCCRATCTTCTG
GCCOTGGECCGCCECCAGEEETEETCGEETCCACCAEECCCCCEAGCCTTATARAGCCOTCAGAGACCTE
AAGGAGGCGCGEEGEECTTCTCEGCCARAGACCTEAGCATTCTGECCCTEAGGEAAGECCTTEECCTCCCE
CCCGEECEACGACCCCATECTCCTCGCCTACCTCCTGEACCCTTCCARCACCACCCCCGAGETEETRRECC .

CGGCGCTACGECEGEERAGTERACGCAGCGAGRCAEEEGAGCEEECCGCCCTTTCCEAGAGBGCTCTTCGCT
AACCTGTGGGGEAGGCTTGAGGEEEAGEGGEAGGCTCCTTTGECTTTACCGGEGEETEGGAGAGGCCCCTT
TCCEGCTETCCTEGCCCACATGBAGGCCACAGRECGETGCGCCTCCACGTEECCTATCTCAGGECCTTETCC
CTGEAGCTGECCEAGCAGATCGCCCGCCTCEAGECCEAGGTCTTCCEGCCTEGEGCCEGCCACCCCTTCAAC
CTCAACTCCCGGGACCAGCTGGARAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCECCATCGECAAGACG
GAGAAGACCEGCAAGCECTCCACCAGCGCCECCATCCTEGAGGCCCTCCGCGAGGCCCACCCCATCATE
GAGAAGATCCTGCAGTACCGEEAGCTCACCARGCTCGAAGAGCACTTACATTGACCCCTTGCCEGACCTC
ATCCACCCCAGGACGEGCCGCCTCCACACCCGCTTCARCCAGACGGCCACGGCCACGEGCAGGCTARGT
AGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCELCTCEGGCAGAGGATCCECCEEGCCTTC
ATCGCCEAGGEGEEETEGCTATTGETGETCCTGEACTATAGCCAGATGARAGCTCAGGGETGCTGGCCCAC
CTCTCCEECRACAAGAACCTAATCCAGCTCTTCCAGGAGCEGCCEEACATCCACACGGARACCGCCAGT
TGEGATGTTCGECETCCCCCGEEAGACCGTGGACCCCCTGATEGCECCEEECEECCAAGACCATCARCTTC
GGGETTCTCTACCGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGCCATCCCTTACGAGGAGGCCCAG
GCCTTCATTEAGCGCTACTTCCAAAGCTTCCCCAAGGTGCGCECCTGEGATACGAAAAGACCCTGCGAGGAR
GGGAGCAAGCGECGCTACGTCCARACCCTCTICGGARGAAGECGCTACGTECCCECACCTCARCGCCCGE
GTGAAGAGCGTCAGEGAGECCGCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCETCCAGEGCACCEGCCGCCGAL
CTCACGARGCTACCTATGETEAAGCTCTTCCCCAGGCTGCGAGGAAACGEEGECCAGEATGCTCCTTCAG
GTCCACGACGAGCTGETCCTCEAGGCCCCAARAGAGAGGECEGAGGCCETCECCCEGCTEGCCARGEAG
GTCATGGAGGGGETGTATCCCCTGECCGTEGCCCCTGGAGGTGGAGE TGGGEATAGEGGAGGACTGECTT
TCCGCCARGGGTTAG-3"
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Secuencia de aminoacidos de 5D4:

MAMLPLFEPKGRVLLVDGHHLAYRTFFALKGLTTSRGEPVQAVYGFAKSLLKALKEDG
YKAIFVVFDAKAPSFRHEAHEAYKAGRAPSPEDFPROLALIKELVDLLGFTRLEVQGY
EADDVLATLAKKARREGYEVRILTADRDLYQLVSDRVAVLHPEGHL I TPEWLWEKYGL
RPEQWVDFRALVGDPSDNLPGVKGIGEKTALKLLKEWGSLENLLKNLDRLKPAIREKI
LAHMDDLKLSWDLAKVRTDLPLEVDFAKRRESDRERLRAFLERLEFGSLLHEFGLLES
PKALEEAPWPPPVGAFVGFVLSRKEPMWADLLATAAARGGRVHRAPEPYKALRDLKEA
RGLILAKDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAYLLDPSNTTPEVVARRYGGEWTEEAGERA
ALSERLFANLWGRLEGEGRLLWLYRGVERPLSAVLAHMEATGVRILDVAYLRATLSLEVA
EEIARLEAEVFRLAGHPFNLNSRDQLERVLFDELGLPAIGKTEKTGKRSTSAAVLEAL
REAHPIVEKILQYRELTKLKSTYIDPLPDLIHPRTGRLHTRFNQTATATGRLSSSDPN
LONIPVRTPLGORIRRAFIAEGGWLLVVLDYSOMELRVLAHLSGDENLIRVFQEGRDI
HTETASWMFGVPREAVDPLMRRAAKTINFGVLYGMSAHRLSQELAIPYEEAQAFIERY
FQSFPKVRAWIEKTLEEGRKRGYVETLFGRRRYVPDLNARVKSVREAAERMAFNMPVQ
GTAADLTKLAMVKLFPRLEETGARMLLQVHDELVLEAPKERAEAVARLAKEVMEGVY P
LAVPLEVEVGIGEDWLSAKG* '
Ejemplo 17: Espectro mas amplio de polimerasas seleccionadas para la replicacién de 5NI (solo como referencia)
Se ensayo la actividad de las polimerasas de la serie 5 seleccionadas por la replicacién de 5NI con una seleccion de
sustratos usando el ensayo ELISA de tipo horquilla descrito en el Ejemplo 8. tUTP y ceATP fueron amablemente
obsequiados por el laboratorio de P. Herdewijin, Rega Institute, Katholieke Universiteit Leuven, Bélgica. Los

resultados se muestran en la Figura 14

1. ELISA con tUTP:

Se ensayo la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extension de replicacion de 5NI para
incorporar secuencialmente 2 o 3 del derivado de UTP TNA (3’, 2’)-B-L-treonil-UTP usando los cebadores de
horquilla (ELISAT2p: 5-TAG CTC GGT AA CGC CGG CTT CCG TCG CGA CCA CGT TX TTC GTG GTC GCG
ACG GAA GCC G-3', ELISAT3p: 5-TAG CTC GGT AAA CGC CGG CTT CCG TCG CGA CCA CGT TX TTC GTG
GTC GCG ACG GAA GCC G-3' (X = dU-biotina (Glen Research)). Los lisados usados se concentraron 4 veces. El
protocolo de ELISA fue como el descrito, a excepcion de que el dUTP marcado con DIG en la reaccion de extension
fue reemplazado por fluoresceina 12-dATP (Perkin-Elmer) (al 3 % de dATP) y la incorporacion de fluoresceina 12-
dATP se detecté mediante fragmentos Fab de POD anti-fluoresceina (Roche).

2. ELISA con ceATP:

Se ensayo la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extensiéon de replicacion de 5NI para
incorporar secuencialmente el derivado de ciclohexenil-ATP ceATP usando los cebadores de horquilla (ELISA2p: 5'-
TAG CTC GGA TTTT CGC CGG CTT CCG TCG CGA CCA CGT TX TTC GTG GTC GCG ACG GAA GCC G-3', (X
= dU-biotina (Glen research)). Los lisados usados se concentraron 4 veces.

3. ELISA con CyDye 5-dCTP y CyDye 3-dCTP:

Se ensayo la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extension de replicacion de 5NI para
incorporar secuencialmente los nucledtidos marcados con colorante fluorescente Cy5-dCTP y Cy3-dCTP
(Amersham Biosciences) usando los cebadores de horquilla (ELISA2p: 5- TAG CTA CCA GGG CTC CGG CTT
CCG TCG CGA CCA CGT TXT TCG TGG TCG CGA CGG AAG CCG -3, (X = dU-biotina (Glen research)). Los
lisados usados se concentraron 4 veces.

4. ELISA de evitacion de sitios abasicos

Se ensayo la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extensiéon de replicacién de 5NI para evitar
un sitio abasico usando el cebador de horquilla (PScreen1abas: 5'-AGG TAC CAT GCC TGC ACG CAG YCG GCA
TCC GTC GCG ACC ACG TTXTTC GTG GTC GCG ACG GAT GCC G -3', (X = dU-biotina, Y = sitio abasico (Glen
research)). Los lisados usados se concentraron 4 veces.
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Ejemplo 18: Reaccion de extension de cebadores con polimerasas 4D11 y 5D4 (solo como referencia)
1: Extension del 5-nitroindol opuesto

Cebador 5-TAATACGACTCACTATAGGGAGA
Molde 3-ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTSATCGAT

5 = 5-Nitroindol

Las reacciones de extension de cebadores se llevaron a cabo de la siguiente manera:

Se hibridaron 50 pmol de cebador marcado con 2p y 100 pmol de molde en un volumen de 44 pl en 1 x tampén
de Taq. Se afiadio polimerasa 4D11 o 5D4 en forma de lisado celular (6 pl), y se incubaron las reacciones a 50
°C durante 15 minutos, seguido de la adicion de un dNTP (1 ul en el volumen total de 50 pl, concentracion final
de ANTP de 40 uM). Se extrajeron muestras de 8 pl en varios puntos temporales y se afiadieron a 8 pl de
solucion de detencién (urea 7 M, EDTA 100 mM que contenia xileno cianol F). Al final del curso temporal, se
afnadieron los 3 ANTP restantes (concentracion final de cada dNTP de 40 uM) y se incubaron las reacciones a 50
°C durante otros 30 minutos. Se separaron las muestras de reaccion por electroforesis usando geles de
poliacrilamida al 20 % a 25 W durante 4 horas. Se secaron los geles resultantes y se escanearon usando un
Phosphorlmager (Molecular Dynamics). Los datos se procesaron mediante el programa ImageQuant (Molecular
Dynamics). Los resultados se muestran en las Figuras 35, 36: Las reacciones similares usando polimerasas de
tipo silvestre Taq, Tth y Tfl en condiciones idénticas conducen a reacciones de extension casi indetectables
(datos no mostrados).

2. Incorporacioén y extension de 5-nitroindol-5’-trifosfato (5NITP).

5NITP

;

Cebador 5 - TAATACGACTCACTATAGGGAGA
Molde - 3’  ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTXGTCA

X=AT,CG
Las reacciones de extension de cebadores se llevaron a cabo de la siguiente manera:

Se hibridaron 50 pmol de cebador marcado con 2p y 100 pmol de molde en un volumen de 44 ul en 1 x tampdn
de Taq. Se afiadio polimerasa 4D11 o 5D4 en forma de lisado celular (6 pl), y se incubaron las reacciones a 50
°C durante 15 minutos, seguido de la adicién de d5NITP (1 pl en el volumen total de 50 pl, concentracion final de
dNTP de 40 uM). Se extrajeron muestras de 8 pul en varios puntos temporales y se afiadieron a 8 ul de solucion
de detencién (urea 7 M, EDTA 100 mM que contenia xileno cianol F). Al final del curso temporal, se afiadieron
los 4 NTP nativos (concentracion final de cada dNTP de 40 uM) y se incubaron las reacciones a 50 °C durante
otros 30 minutos. Se separaron las muestras de reaccion por electroforesis usando geles de poliacrilamida al
20 % a 25 W durante 4 horas. Se secaron los geles resultantes y se escanearon usando un Phosphorimager
(Molecular Dynamics). Los datos se procesaron mediante el programa ImageQuant (Molecular Dynamics). Los
resultados se muestran en las Figuras 17, 18:

El auto-par NI-NI también se forma excepcionalmente bien, aunque la extension adicional se reduce (datos

no mostrados). Las reacciones similares usando polimerasas de tipo silvestre Taq, Tth y Tfl en condiciones
idénticas conducen a reacciones de extension casi indetectables (datos no mostrados).
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Ejemplo 19: Fabricacion e hibridacion de matrices usando M1 (solo como referencia)

Se prepararon dianas mediante amplificacion por PCR del gen Taq de 2,5 kb usando los cebadores 29, 28 o de 2 kb
del gen pol del VIH usando los cebadores 30, 31. Se preparé ADN de esperma de salmoén (Invitrogen) a 100 ng/ul en
DMSO al 50 %. Se prepararon sondas de FITC y Cy5 mediante amplificacion por PCR de un fragmento de 0,4 kb de
Taq usando los cebadores 8, 28, ya sea con 100 % (FITC100m1) o 10 % de dATP (FITC100m1, FITC107aq)
reemplazado por FITC-12-dATP o 10 % de dCTP reemplazado por Cy5-dCTP (Cy5taq). Se usaron 20-meros
aleatorios de Cy5 y Cy3 (MWG) a 250 nM. Se purificaron las dianas usando el kit de purificacion de PCR (Qiagen) y
se prepararon en DMSO al 50 % y se salpicaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con GAPSII aminosilano
(Corning) usando un MicroGrid (BioRobotics). Las hibridaciones de la matriz se realizaron de acuerdo con protocolos
convencionales:

Se cocieron portaobjetos impresos durante 2 horas a 80 °C, se incubaron con agitacién durante 30 minutos a 42 °C
en 5 x SSC/Fraccion V de BSA al 0,1 % (Roche)/SDS al 0,1 %, se hirvieron durante 2 minutos en agua ultrapura, se
lavaron 20 veces en agua ultrapura a temperatura ambiente (TA), se enjuagaron en propan-2-ol y se secaron en una
corriente de aire limpio. Se prepararon 50 ng de sondas marcadas con FITC y Cy5 en 20 pl de tampén de
hibridacion (Tris-HCI 1 mM, pH 7,4, pirofosfato tetrasddico 50 mM, 1 x solucién de Denhardt, formamida desionizada
al 40 %, SDS al 0,1 %, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén cortado). Se calentd cada muestra a 95 °C durante
5 min, se centrifugd durante 2 minutos, se aplico a la superficie de una matriz y se cubrié con un 22 x 22 mm de
HybriSlip (Sigma). Las hibridaciones se realizaron a 48 °C durante 16 horas en una camara de hibridacion (Corning).
Las matrices se lavaron una vez con 2 x SSC/SDS al 0,1 % a 65 °C durante 5 min, una vez con 0,2 x SSC a TA
durante 5 minutos y dos veces con 0,05 x SSC a TA durante 5 min. Se secaron los portaobjetos en una corriente de
aire limpio, se escaneraron con un cargador automatico ArrayWoRXx (Applied Precision Instruments) y se analizaron
las imagenes de la matriz usando el rastreador SoftWoRx (Molecularware).

La sustitucion completa de los nucleétidos naturales con sus homologos artificiales modifica las propiedades de los
productos de amplificacion resultantes. Por ejemplo, el ADN sustituido completamente por aS fue totalmente
resistente a la digestion con nucleasa (no mostrado).

El fragmento de 0,4 kb, en el que todas las adeninas (dA) de ambas cadenas se habian reemplazado por FITC-12-
dAMP (FITC100m1), muestra una fluorescencia extremadamente brillante. La frecuencia de incorporacion de
fluoréforo por cada 1.000 nucledtidos (FOI) se usa comunmente para especificar la intensidad de fluorescencia de
una sonda. Las FOI de las sondas de micromatrices cominmente varian de 10 a 50, mientras que FITC100m1 tiene
una FOI de 295. Para investigar si dicho alto nivel de sustitucion con fluoréforo afectaria a las caracteristicas de
hibridacion, se realizé una serie de experimentos de micromatrices. Se comparé la sefial fluorescente generada por
FITC100m1 con sondas equivalentes generadas usando bien Taq de tipo silvestre o M1 y la sustitucion de solo un
10 % de dAMP con FITC-12-dAMP (FITC10taq, FITC10m1 (FOI = 30)). En cohibridacién competitiva con una sonda
marcada con Cy5 convencional (Cy5raq), FITC100m1 solo se hibrido especificamente con su secuencia diana de
polimerasa Taq afin, y no con ningin ADN de control no afin. La hibridacién de FITC100m1 generé una sefal
especifica hasta 20 veces superior que las cantidades equimolares de las sondas FITC10 (Fig. 20) sin mostrar el
aumento de la unién de fondo (Fig. 19, 21).

Ejemplo 20: Tasas de mutacion y espectros de polimerasas M1 y M4 seleccionadas (solo como referencia)

Las tasas de mutacién se determinaron usando el ensayo de ELISA de mutS” (Genecheck, Ft. Colfins, CO) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como alternativa, se clonaron los productos de amplificacion derivados
de 2 x 50 ciclos de PCR de 2 dianas con diferente contenido de GC (pol del VIH (38 % de GC), Taq (68 % de GC)),
se secuenciaron 40 clones (800 pb cada uno) y se analizaron las mutaciones (Taq de tipo silvestre (51), M1 (75)).

Cabria esperar que se produjera la extension promiscua de los desapareamientos a costa de una reduccion de la
fidelidad, pues la incorporacién errénea ya no conduce a la terminacion. Sin embargo, la medicion de la tasa global
de mutacion, usando tanto el ensayo de MutS (Fig 22A) como la secuenciacion directa de los productos de
amplificacion, indicod solo un aumento modesto (1,6 veces) de la tasa de mutacién en M1 (o M4). No obstante, M1
muestra un espectro de mutaciones modificado de manera significativa en comparacion con Taq de tipo silvestre,
con una tendencia claramente superior a las transversiones, en particular, a las transversiones G/C—C/G (Fig 22B).

Ejemplo 21: capacidad de procesamiento (solo como referencia)

En su mayoria, las polimerasas translesion naturales tienen una mala capacidad de procesamiento. Por ello, los
presentes inventores investigaron si la capacidad de procesamiento de M1 y M4 seria igualmente reducida, pero
encontraron que, incluso a las concentraciones mas bajas de enzimas, las probabilidades de extension y terminacion
de cebadores por parte de M1 y M4 coincidieron estrechamente con las de Taq de tipo silvestre (Fig. 23), lo que
indica que tanto M1 como M4 presentan una capacidad de procesamiento igual (o superior) a la de Taq de tipo
silvestre. Esto también se refleja en la sorprendente competencia de M1 en la PCR de largo alcance (véase el
Ejemplo 6).
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Se midi6 la capacidad de procesamiento usando un ensayo de extension de cebadores en presencia y en ausencia
de ADN trampa. Las probabilidades de terminacion se calcularon de acuerdo con el método de Kokoska et al.

Se marco el cebador oligonucleotidico 32 (5-GCG GTG TAG AGA CGA GTG CGG AG-3') con *P y se hibridé al
molde 33 (5'-GTC TCA CAA GCA GCC AGG CAA GCT CCG CAC TCG TCT CTA CAC CGC TCC GC-3') (en una
proporcion molar de cebador/molde de 1/1,5). Se incubaron previamente Taq de tipo silvestre (0,0025 nM; 0,025 nM;
0,25 nM), M1 (0,05 nM; 0,5 nM; 5 nM) y M4 (0,05 nM; 0,5 nM; 5 nM) con los sustratos de ADN de cebador-molde
(10 nM) en Tris-HCI 10 mM a pH 9,0, MgCl; 5 mM, KCI 50 mM, Triton X 100 al 0,1 % a 25 °C durante 15 min. Las
reacciones se iniciaron mediante la adicion de dNTP 100 uM con o sin ADN de trampa (un exceso de 1.000 veces
de cebador-molde no marcados). Las reacciones se realizaron a 60 °C durante 2 min. La preincubacion de las
polimerasas con el sustrato de ADN trampa y cebador-molde marcado antes de la adicion de dNTP inhibio
completamente la extension de los cebadores (no mostrado), lo que demuestra la eficacia de la trampa. Asi pues, en
presencia de ADN trampa, toda la sintesis de ADN se produjo a partir de una sola unién de ADN. Las intensidades
de las bandas del gel se calcularon usando un Phosphoimager y el programa ImageQuant (ambos de Molecular
Dynamics). El porcentaje de moléculas de polimerasa que extendieron cebadores hasta el extremo del molde se
calculd usando la férmula: In x 100 %/(I1 + 12 +... + In), donde In es la intensidad de la banda en la posicion 22 o 23;
I1, 12... es la intensidad de la banda en la posicion 1, 2... Las probabilidades de terminacion (t) se calcularon de
acuerdo con el método de Kokoska et al', en el que t en una determinada posicion del molde se calculé como la
intensidad de la banda en esa posicion dividida entre la suma de la intensidad de esta banda y las intensidades de
las bandas de todos los productos mas largos.

Referencias

. Schaaper, R. M. (1993) J. Biol. Chem. 268, 23762-23765.

. Li, Y., Korolev, S. y Waksman, G. (1998) Embo J. 17, 7514-7525.

. Doubli¢, S., Tabor, S., Long, A. M., Richardson, C. C. y Ellenberger, T. (1998) Nature 391, 251-258.

.Johnson, S. J., Taylor, J. S. y Beese, L. S. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 100,38895-38900.

. Li, Y., Mitaxov, V. y Waksman, G. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 96, 9491-9496.

. Astatke, M., Ng, K., Grindley, N. D. y Joyce, C. M. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 95, 3402-3407.

. Patel, P. H. y Loeb, L. A. (2000) J. Biol. Chem. 275, 40266-40272.

. Jestin, J. L., Kristensen, P. y Winter, G. (1999) Angew. Chem. Int. Ed. 38, 1124-1127.

. Xia, G., Chen, L., Sera, T., Fa, M., Schultz, P. G. y Romesberg, F. E. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 99,
6597-6602.

10. Ghadessy, F. J., Ong, J. L. y Holliger, P. (2001) Proc. Natl. Acad Sci. EE.UU. 98, 4552-4557.

11. Tawfik, D. S. y Giriffiths, A. D. (1998) Nature Biotechnol 16, 652-656.

12. Huang, M.-M., Arnheim, N. y Goodman, M. F. (1992) Nucleic Acids Res. 20, 4567-4573.

13. Kool, E. T. (2000) Curr. Op. Chem. Biol. 4, 602-608.

14. Kwok, S., Kellogg, D. E., McKinney, N., Spasic, D., Goda, L., Levenson, C. y Sninsky, J. J. (1990) Nucleic
Acids Res 18, 999-1005.

15. Eom, S. H., Wang, J. y Steitz, T. A. (1996) Nature 382, 278-281.

16. Creighton, S., Bloom, L. B. y Goodman, M. F. (1995) Meth. Enzymol. 262, 232-56.

17. Mendelman, L. V., Petruska, J. y Goodman, M. F. (1990) J. Biol. Chem. 265, 2338-2346.

18. Boudsocq, F., Iwai, S., Hanaoka, F. y Woodgate, R (2001) Nucleic Acids Res 29, 4607-4616.

19. Verma, S. y Eckstein, F. (1998) Annu. Rev. Biochem. 67, 99-134.

20. Loakes, D. (2001) Nucleic Acids Res 29, 2437-2447.

21. Berger, M., Wu, Y., Ogawa, A. K., McMinn, D. L., Schultz, P. G. y Romesberg, F. E. (2000) Nucleic Acids
Res, 2911-2914.

22. Barnes, W. M. (1994) Proc. Natl. Acad Sci. EE.UU. 91, 2216-2220.

23. Goodman, M. F. (2002) Annu. Rev. Biochem. 71, 17-50.

24. Kunkel, T. A. & Bebenek, K. (2000) Annu. Rev. Biochem. 69, 497-529.

25. Patel, P. H., Suzuki, M., Adman, E., Shinkai, A. y Loeb, L. A. (2001) J. Mol. Biol. 18, 823-837.

26. Lawyer, F. C., Stoffel, S., Saiki, R. K., Chang, S. Y., Landre, P. A., Abramson, R. D. y Gelfand, D. H. (1993)
PCR Meth. Appl. 2, 275-87.

27. Tada, M., Omata, M., Kawai, S., Saisho, H., Ohto, M., Saiki, R. K. y Sninsky, J. J. (1993) Cancer Res 53,
2472-2474.

28. Ling, H., Boudsocq, F., Woodgate, R. y Yang, W. (2001) Cell 107, 91-102.

29. Trincao, J., Johnson, R. E., Escalante, C. R., Prakash, S., Prakash, L. y Aggarwal, A. K. (2001) Mol. Cell 8,
417-426.

30. Cho, Y. S., Zhu;. F. C., Luxon, B. A. y Gorenstein, D. G. J Biomol Struct Dyn 11,685-702.

31. Eigen, M. (1971) Naturwissenschaften 58, 465-523.

32. Engelke, D. R., Krikos, A., Bruck, M. E. y Ginsburg, D. (1990) Anal. Biochem. 191, 396-400.

33. Zhao, H., Giver, L., Shao, Z., Affholter, J. A. y Arnold, F. H. (1998) Nature Biotechnol. 16, 258-61.

34. Murata, T., lwai, S. y Ohtsuka, E. (1990) Nucleic Acids Res 18, 7279-7286.

O©CoONOOAWN=

50



10

15

20

25

30

ES 2 546 945 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Medical Research council
<120> Polimerasa
<130> P017236WO CJS

<140> PCTGB/2004/004643
<141> 05-11-2004

<150> GB0325650.0
<151> 03-11-2003

<150> GB0410871.8
<151> 14-05-2004

<160> 120

<170> Patentln version 3.0
<210> 1

<211> 832

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> ADN polimerasa modificada por ingenieria genética

<400> 1

Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu

1 _ S . 10 .15

va) Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys Gly
: 20 25 | 30

Leu Thr ';Isu' ser Arg Gly Glu :50 val Gln Ala val I);r Gly Phe Ala

Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp'G'Iy Asp Ala val Ile val

51



val
65
Tyr
A'I'g
val
Ala
Leu
145
Tyr
Asp
Leu
Glu

258

Leu

ASp
Leu
G1 u

Ala
305

Leu

Glu
Ala
Pro
Thr

385
Glu

50

Phe-

Lys
Leu
Pro

Glu

130

Tyr

Leu'

GIn

Pro
Glu
210
Pro
ser

Phe

Glu

ASD
Ala
Ile

Gly

115.

Lys
Gin
Ile
Trp

Gly
185

Trp.

Ala

Trp

'A'I'é

Ar

27

ser
290
Phe
.LeU
Pro
Lys
Gly
370
Thr

Ala

Pro
val
Ala
Tyr

Asp

35>

ASp
Pro

Gly

Al a
Ala
LysS
100

TY"Fr

Glu

Leu

Thr

Ala
180

val

Gly

Ile

Asp

LysS
260

Leu.

Lys
Gly
Leu
Lys
340
Leu

Asp

G]u'

Glu

LyS
Arg
85

Glu
Glu
Gly
Leu
Pro
165
AsSp
Lys
Ser
Arg

Leu
245

: Arg

Glu

Ala

Phe

Ala
70

Ala

Leu
Ala
Tyr
ser
150

Ala

Tyr

Gly

Leu

Glu
230

Ala

Arg

_Phe

Leu

val

. 310

Ala
325
Ala

Ser

Pro

A'Ia

Leu

val:

Met

val
390

Ala

ES 2 546 945 T3

55

Pro
Pro
val
ASp
Glu
135
Asp
Trp
Arg

Ile

Glu

ser

Thr

Asp

_ Phe
Pro

Leu

- 105

AS
120
val

Arg

Leu

Ala

Gly
200

Ala

215

Lys
LyS
Glu
Gly
Glu
295
Leu
Ala
Arg
Leu
Leu
375

Ala

Ala

Ile
val
Pro

Ser

280

Glu

S5er

Arg

Asp

Ala

360

Leu
Arg

Leu

p val

Arg
Ile
Trp
Leu
185
Glu
Leu
Leu
Arg
ASp
265
Leu
Ala

Arg

Gly

Arg
Glu
90

Lel
Leu
Ile
His
Glu
170
Thr
LysS
Leu
Ala
Thr
250
Arg
Leu
Pro

Arg

Gly

- 330

Leu
345
Leu

Ala

Arg

ser
. 410

52

Lys
Arg
Tyr
TYr

Glu

His
75

AsSp
Gly
Ala
Leu
val
155
Lys

Gly

Thr

LYS
His
23§
ASp
Glu

His

Trp

.G"Iu

315
Arg

Glu
Glu
Leu

Gly

395

Arg

60

Glu

Phe
Leu
Ser
Thr
140
Leu
Tyr
ASp
Ala
Asn
220
Met
Leu

Arg

Glu

Ala
Pro
Ala
Leu
125
Ala
I-I"i s
G'I.y
Glu
Ar

20

Ley
ASp
P'r'p
Leu

Phe

- 285

Pro

300

Pro
val
Ala
Gly
Leu
380

Gly

Leu

Pro

Met

His

Arg

Leu
365
ASp
Glu

Phe

Tyr
Arg
Ar
11

Ala

Asp

Pro.

Leu

ser
190

LysS

Asp

ASD
Leu
Arg
270
G'I'y

Pro

'i'rp

Arg

Gly
350
Gly
Pro

Trp

Ala

Gly
Gn
95

Leu
Lys

Lys

Glu

AP

17
Asp

lLeu

Arg

Leu

Glu

255

Ala
Leu
Glu
Ala
Ala
335
Leu

Leu

Ser

Th r

Asn
415

Gly
80

Leu
Glu
Lys

Gly

Gly

‘160

Pl"P
Asn
Leu
Leu
%
val
Phe
Leu
Gly
Asp
320
Pro.
Léu
Pro
Ash
3

Leu



Trp

val

‘val

Glu

465

Pro
Glu
ser
val
345
His
Ser
Arg
Léu

Asp

Gly
61 u
458
Glu
Phe
Leu

Thr

Glu

530

Ile
Thr
Asp
I]I_'e
AsS

610
Glu

625

Gl
Leu
Vet
A'I_a
i
Glu
val
val

Phe

Thrj
Met
ser
Gln
690
Trp
Thr
Lys
Gln

Pro
770

Arg
Ar

43

Leu
Ile
Asn
Gly
Ser
515
Lys
Asp
Arg

Pro

Ar
59

p Tyr

Asn
Ala
Arg
g
A} a
Ile
"
Ser
Gly

755
Arg

‘Leu

420
Pro
Asp
Ala
Leu
Leu

500
Ala

Ile

Pro

Phe

-Asn

580
Arg

ser
Leu
Ser
Arg
660
His
Phe

Glu

phe

val
740

Thr

Leu

Glu
Leu
val
Arg
Asn
485
Pro
Ala
Leu
Le-u
Asn
565
Leu
Ala
Gln

Ile

Trp
645

: A}a

Arg
11 e
Lys
Gl
72
Arg

Ala

Glu

Gly

'Ser'

Ala

‘Leu

470
ser
Ala
val
G1n
Pro
550
Gln

Gln

Phe

Ile

Ar

e3

Met
Ala
Leu
Glu
Thr
710
Arg
Gly

Ala

Glu

ES 2 546 945 T3

Glu
Ala
Tyr
a%s
Glu
Arg
Ile
Leu
Tyr
538
Asp
Thr
Asn
Ile
Gl
615
val
Phe
Lys
ser
Ar

69

Leu
Arg
Ala
AsSp

Met
775

Glu
val
440
Leu
Ala
Asp
Gly
Gl

52

Arg
Leu
Ala
Ile
Ala

600

Leau

-Phe

61y
Thr
o
Tyr
Glu
Arg
Ala
Leu

760
Gly

Arg
425
Leu
Arg
Glu

Gln

Lys

505

Ala
Glu
Ile
Thr
Pro
585
Glu
Arg
Gln
val
Ile
665
Glu
Phe
Glu
Tyr
Glu
745
Met

Ala

53

Leu

Ala

Ala

val

Leu

490

Thr
Leu
Leu
His
Ala
570
val
Glu
val

Glu

Pro
650

‘Asn

Leu
GIn
G'Iy
val
730
Arg

Lys

Arg

teu

His
leu
Phe
475
Glu
Glu
Arg
Thr
Pro
555
Thr

Arg

Gly

Leu

Gly
635

Arg

Phe

Ala

ser

Ar
71

Pro.

Met '.

Leu

Met

Trp
Met
ser
460
Arg
Arg
Lys

Glu

LyS

Leu

Glu
445
Leu
Leu
val
Thr

Ala

%0
Ala
Glu
Ala
Leu
S5

His

525

Leu

540 .

Arg
Gly
Thr
Trp
Ala
620
Arg
Glu
Gly
Ile
Phe
700

Arg

ASp

Ala

Ala

Leu
780

Thr

Arg

Pro
Leu
605
His
Asp

Ala

val

Lys

Gly
Leu
Leu
590
Leu
Leu
Ile

val

Leu

- 670

Pro
685
Pro
Arg

Leu

Phe

Tyr

Lys

Gly

Glu

Asn

- 730

Met

765

Leu

val

Glin

Arg
Thre
val
Gly
Phe
495

Lys

Pro

sSer

Arg
Ser
57§
Gly
val
Ser

His

AS

65
Tyr

Glu
val

Tyr

Ala

735
Met

Lys

val

Glu
Gly
Ala
His
480
Asp
Arg
Ile
Thr
Leu
560
ser
GIn
val
Gly

Thr
640

Pro

Gly
Glu
Arg

val

720

Arg
Prb
Leu

His



10

785

Arg Leu A1a Lys Glu Va1

Leu Glu val g13 val G1y Ile Gly Glu

<210> 2

<211> 832
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> ADN polimerasa artificial

<400> 2

Met
1
val
Leu
LyS
val
65
Tyr
Ala
val

Ala

Leu

145

Tyr

Asp

Leu

Glu

Arg

Asp
Thr
ser
50

Phe
Lys
Leu
Pro
Glu
130
Tyr
Leu
Gin

Pro

Glu

210

Gly
Gly

Thr

35 -

Leu
Asp
Ala
Ile
f
Lys
Gln
Ile
Trp
Gl

19
Trp

Met

His

20

ser
Leu
Ala

Gly

805

Leu
His

Arg

Lys

Lys

Arg

- 85

LysS
100

Tyr

Glu

Leu

Thr

Glu
6lu
Gly

Leu

Pro.

165

Ala
180

val

Gly

Asp
Lys

sSer

Pro
Leu
Gly
Ala
Ala
70

Ala
Leu
Ala
Tyr
Ser
150
Ala
TYr
Gly

Leu

ES 2 546 945 T3

Asp Glu teu val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala val
790 795 800

Met Glu Gly val .-Tyr Pro Leu Ala val

Leu

Ala

Glu

Leu

33

Pro

Pro

val
Asp

Glu

135

Asp

Trp

Arg

Ile

Glu
215

Tyr
Tyr
Pro
40

LYS
ser
Thr
ASp
Asp
120
val
Arg
Leu
Ala
Gly

200
Ala

825

Glu
Arg
25

val
Glu

Phe

Pro

Leu
105
val

Arg

-Ile

Trp

Leu
185
Glu

Leu

54

810

Asp Trp Leu Ser A1a

Pro Lys
10

Thr -Phe

Gln Ala

Gly Gly

6ly
His
val

ASp

60

Pro His

75
Glu Asp
90

Leu Gly

Leu Ala
Ile Leu
His val

155
Glu. Lys
170

Thr Gly

Lys Thr

Leu Lys

Gluy

Phe

Leu

Ser

Thr

Arg
Ala
TYr
45

Ala
Ala
Pro
Thr
Leu
125
Ala

140 -

Leu

Tyr

AsSp

Ala

His
Gly
Glu

Ar

- 20

Asn
220

Leu

830

val
Leu
30

Gly
val
Tyr
Arg
Ar

11

Ala

Asp

Pro

Leu.

ser
190

Lys

ASp

815

LyS

Leu
15

Lys
Phe
Ile
Gly
GIn

95

Leu

Lys

Lys

G1ﬁ
- - 160

Arg
175
Asp

Leu

Arg

Ala
Pro

Glu

Leu
Gly
Ala
v;]
80"
Leu
Glu
Lys
ASp

Gly

Pro

Asn

Leuw

Leu



ES 2 546 945 T3

. 230 o 235 ' . 240

Leu Ser Trp Asp Arg Ala Lys val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu val
245 _ 250 ' 235

%gg Pro Ala Ile Arg Glu Lys ITe Leu Ala His Met Asp Asp Leu Lys

Asp Phe Ala Lys Arg ArQ Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala Phe
. 260 . 265 . 270

Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Léu Leu
275 280 - 285

Glu Ser Pro Lys Ala Leu Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu Gly
290 : 295 . : 300 '

Ala Phe val Gly Phe;vaj Leu Ser Arg Lys Glu Pro Met Trp Ala Asp
305 310 . 315 320

Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg val His Arg Ala Pro
’ . ) 325 ' 330 : 335

Glu Pro Tyr Lys Ala Leu Gly Asp Leu Lys Glu Ala Arg Gly Leu Leu
: 340 C 345 350

Ala Lys Asp Leu Ser val Leu Ala Leu Arg Glu Gly Leu Gly Leﬁ'Pro
355 ' 360 ' 365 :

Pro Asp Asp Asp Pro Met Leu Leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser Asn
370 375 | 380 -

Thr Thr Pro Glu Gly val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr Glu
385 7 390 7 398 400

Arg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Leu Phe Ala Asn Leu

49 410 415

Trp Gly Arg Leu Glu Gly Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu
420 _ 425 _ 430

val Glu Arg Pro Leu Ser Ala val Leu Ala His Met Glu Ala Thr cly
43 440 L 445 :

Glu Ala Gly Glu

val Arg Leu Asp val Ala Tgr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Vaf~A1a
45 : . 4585 460

Glu Glu I1e Ala Arg Leu Glu Ala Glu val phe Arg Leu Ala Gly His
465 : 470 : 475 480

Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp GIn Leu Glu Arg val Leu Phe Asp
4B5 : 490 495

Gld-Leu Gly Leu Pro Ala Ile Gly Lys Thr Glu Lys fhr_G1y Lys Arg
S00 _ ) 505 510

ser Thr Ser Ala Ala val Leu Gly Ala Leu Arg Glu Ala His Pro Ile
_ 515 _ 520 525

val Glu Lys Ile Leu GIn Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr
530 : . 535 540 .

Tyr Ile Asp Pro Leu Pro Asp.Leu Ile His Pro Arg Thr Gly Arg Leu
545 "550 - 355 L 560

His Thr Arg Phe Asn GIn Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser
_ 565 570 575

Ser Asp Pro Asn Leu GIn ser Ile Pro val Arg Thr Pro Leu Gly GIn
580 . S85- _ 590 -

55
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Arg
Leu
AS
62
Glu
Leu
Me'_t
Ala
Ala
705
Glu
val
val
Phe
Asp
785

Arg.

Leu

<210>3

Ile

Asp

598

Tyr

610 -

Glu
Thr
Met
ser

GIn
690

Trp

Lys
Gln
Pro
770
Glu

Leu

Glu

<211> 2490
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Asn

Ala

Arg

Ala
675

‘Ala

Ile
Leu
ser
Gly
755
Arg
Leu
Ala

val

Arg
Ser
Leu
ser
Arg

660

His

Phe

Glu

Phe
val
740
Thr
Leu
val

Lys

Glu
820

Ala
Gln
Ile
Trp
645
Ala
Arg
Ile
Lys
524
Arg
ala
Glu
Leu
Glu

805
val

Phe
Ile
Ar

63

Met
Ala
Leu
LyS
Thr
710

Arg

Glu

Ala

Glu
Glu
790

val

Gly

ES 2 546 945 T3

Ile
Glu
Bls
val

Phe

Lys

ser
Ar

69

Leu
Arg
Pro
Asp
Met
775
Ala
Met

Ile

Ala
600

Leu

Phe

Gly

Thr

Gln

680

Tyr
Glu

Arg

Alé

Leu
760
Gly
Pr'o_

Glu

Gly

Glu
Arg
G1n
val
Ile
665
Glu
Phe
Glu
Tyr
Glu
74

Met
Ala
LyS

Gly

Glu
825

<223> Polimerasa modificada por ingenieria genética

<400> 3

Glu
val
Glu
Pro
650
ASnh
Leu
Gln
Gly
val
730
Arg
Lys

Arg

Glu

.Va1
810

Asp

Gly
Leu
Gl

63

Arg
Phe
Ala
ser
Ar

71%
Pro
Met
Leu
Met
Arg
795

Tyr

Trp

Trp
Ala
620
Arg
Glu
Gly
Ile
Phe
700
Arg
ASp
Ala
Ala
Leu
780
Ala

Pro

Leu

Ley
605
His
ASp
Ala
val
Pro
685
Pro
Arg
Leu
Phe
Met
765
Leu
Glu
Leu

S5er

Leu

Leu
Ile
val
Ley
670
Tyr

Lys

Gly

Glu

Asn
750
val
Gln
Ala

Ala

Ala
830

val
ser
His
AsSp
655
Tyr
Glu
val
Tyr
Ala
735
Met
Lys
val
val
val

815

Lys

Ala
Gly
Thr

640

Pro

Gly

Glu
Arg
val
720

Arg

Pro

Leu

His
Ala
800

Pro

Glu

atgrtcocte tttttgagoe €aaaggccge gteotoctgg tggacggeca ccacctggec

taccgcacet tCCacgocct gaagggcctc accaccagec ggggggagee ggtgcaggcy

gtctacgget tcgocaagag cctoctcaag gocctcaagg aggacgggga <gcggtgatc

gtggtctttg acgccaagyc cccctoctte cgccacgagg cctacggggg gtacaaggcg

56

60

120

180
240



gceegggeec
gatctcctgg
agccrggeca
ggccrttace
accccggect
gccctgaccg
gcgaggaagc
ctgaagcccg
gatctggcca
cccgaccgag
gagttcggcc
gaggecctteg
ctggecgeeg
gacctgaagg
gaccrtggec
aécaccaccc
gagcgggeeg
gagaggctec
atggaggcca
gccgaggaga
ctcaactecc
ggcaagacgg
gaggeccace
acctacattg

ttcaaccaga.

atcccegtee
tggctattgg
ggcgacgaga

agctggatgt'

accatcaact
atcccttacg
<gggcctgga
ttcggeegcc

gccgagcegea

ccacgccgga
ggctggegeg
agaaggcgga
agctcctttc
ggctttggga
gggacgagtc
ttctggagga
;catccgﬁga
aggtgcgcac
agaggcttag
ttctggaaag
tgggettgt
€caggggyggg
4ggcgcgggqg
tcccgeecgg
ccgagggggt
cecttteega
tttggcttta
cgggggtycy
tecgeeegeet
gggaccagct
agaagaccgg
ccatcgtgga

acccctracc

cggccacgge

gcaccccget
tggtcctgga
acctgatceg
tcggegtece
tcggggtect
aggaggccca
ttgagaagac
gccgetacgt

tggccttcaa

ES 2 546 945 T3

ggactttccc
cctcgaggec
aaaggagggc
cgaccgeatc

aaagtacggc

‘cgacaacctt

gtgggggagc
gaagatcctg
cgaéctgccc
ggcetttetg
ccccaaggec
cctrtecege
ccgggtecac
gtttctcgcc
cgacgaﬁccc
ggcceggege
gaggctcttc
ccgggaggtg
cctggacgtg
€gaggccgag
ggaaagggtc
caagcgctce
gaagatcctyg

ggacctcatc

cacgggcagq.

tgggcagagg
ctatagccag

ggtcttccag

-ccgggaggec

ctacggcatg
ggccttcatt
cctggaggag
gccagaccta

catgccegtc

cggcaactcg

ccgggctacy
tacgaggtcc
cacgtcctec
ctgaggcccg
cccggggtca
ctggaagccc
gcccacatgg
ctggaggtag
gagaggcttg
ctggaggagg
agggagececa
C999¢CCCC9
aaagacctga
atgcrcetey
tacggcgagg
gccaacctgt
gagaggcccce
gcctatctca
gtcttcegec
ctetttgacg

accagcgccg

cagtaccggg

caccccagga

ctaagtagct.

atccgeeggg
atagagctca
gaggggcggg
gtggaccoco
tcggcccacc
gagcgctact
ggcaggaggc
gaggcccggg
cagggcaccg

57

ccectecatcaa
aggcggacoa
gcatccteac
accccgagag
accagrgggce
agggcatcgg

tcctcaagaa

-acgatctgaa

acttcgecaa

agtttggcag

‘ccccetggee

tgtgggccga
agecttataa
gcgttetgge
ccracctect
agtggacgga
gggggagget
tttcegetyt
gggccttgte
tggccggeca
agctagggct
ccgtectggg
agctcaccaa

cgggecgect

ccgatcccaa

ccttcatcgc
gggtgctggce
acatccacac
tgatgcgceg
gcctectecca
ttcagagert
gggggracgt
tgaagagcgt

ccgeccgacct

ggagcigaty
cgtcctggﬁc
cgecgacaaa
gtacctﬁatc

cgactaccgg

‘ggagaagacg

cctggaccygy
gctctectgg

aaggcgggag

cctectecac
cccgecggaa
tcttctggec
agccctcagg
cctgaggg&a
ggaccettec
g9gaggcgogqg

tgagggggag -

cctggcccac
cctggaggty
ccccttcaacg
tcccgecatce
ggccctecgc
gctgaagage

ccacaccege

cctccagaac.

cgaggagggyg
ccacctetec
ggagaccgcece

ggcggccaag

ggagctagcc

ccccaaggtg

ggagaccctc

gcggggggcg -

catgaagctg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
360

1020

1080
1140
1200
1260.
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740.
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
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gctatggtga agctcttcce caggetggag gaaatgggggq ccaggatgct ccttcaggte

cacgacgagc tggtcctcga ggccccaaaa gagagggcgg aggccgtgge ccggotggec

aaggaggtca tggagggggt gtattccctg gcegrgeccee tggaggtgga ggtggggata
ggggaggact ggctctccgc caaggagtga '

<210> 4
<211> 2490
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Polimerasa modificada por ingenieria genética

<400> 4

atgcteccte
taccgcacct
gtctacggcet
gtggtcttty
ggccgggeec
gaccteetgg
agcctggeca
gacctttacc
accccggecet
gccctgacceg
'gcgaggaagc
ctgaagcecg
gaccgggeea
ccegaccggg
gégttcggcc
ggggccttcg
ctggecgeeg
gacctgaagg
ggccttggec
aacaccaccc
gagcgggecg
gaaaggctcc

tttatgagcc
tccacgeect
tcﬁccaagag
acgccaaggce
ccacgccgga
ggctgacgcg
agaaggcgga
agctcctttc
ggctttggga
gggacgagtc
ttctggagga
ccatccggga
aggtgcgceac
agaggcttag
ttctggaaag
tgggctttgt
ccaggggggg

aggcgcgggo

tcccgecega

ccgagggggt

ccctttccga

tttggettta

caagggcege
gaagggcctc
cctoeteaag
cecectectte
ggactttccc
cctcgaggtce
aaaggagggc
cgaccgcatc

aaagtacggc

'cgacaacctt

gtgggggagc
gaagatcctg
cgacctgecc
ggcctttctg
ccccaéggcc
gctttcccgc
ccgggtccac
gcrtctegec

cgacgacccc

-ggcccggegc

gaggctcttc
€cgggaggtyg

gtcctcctgg
accaccagcc
gccctcaagg
ccccatgagg
cgacaactcy
ccgggctacy
tacgaggtcc
cacgtcctcé

ctgaggcccg

cccgggotea’

crggaageece
gcccacatygg
ctggaggtgg
gagaggctig
<tggaggagg
aaggageccca

cgggcccecy

‘aaagacctga

atgctcctcﬁ
t?¢99¢9999
gccaacctgt

gagaggcccece

58

tggacggcca
ggggggagcc
49ggcgggga
cctacggggg
ccctcatcaa
aggcggacga
gcatcctcac

accccgaggg

'accagtgggc

agggcatcgo
tcctcaagaa

acgatctgaa

acttcgccaa

agtttggcag
ccceetggec
tgtgggccga
agccttataa
gcgttctgge
cctacctect
agtggacqgga
9ggggaggct

tttecgetgt

£€cacctggcec
ggtgcagacg
cgcggtgatc
gtacaaggcg
QQaQCtQQtQ
cgtcctggéc
cgccgacaaa
gtacctcatc
cgactaccgg
ggagaagacg
cctggaccgg
gctcrcctgg

daaggcygggag.
cctectecac

cccgecggaa
tcttctagec
agccctcggg
cctgagggaa
ggacccrtcc
ggaggcaggq
tgagggoggag

cctggcccac

2340
2400
2460
2490

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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15

20

25

30

atggaggcca
gccgaggaga
ctcaactecc
ggcaagacgg
gaggcccace
acctacatty
ttcaaccaga
atcccegtec
tggctattgg
ggcgacgaga
agctggatgt
accatcaact
atcccttacg
cgggcctgga
ttecggeocgcec
gccgagegea
gctatggtyga
cacgacgagc
aaggaggtca

g9g999aggact

<210>5
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

cgggggtocg
tegeccgect
gggaccagct
agaagaccgg
ccatcgtgga
ac&ccttgct
cggccacggc
gcacceeget
tggccctgga
acctgatccg
tcggegtecc
tcggggtect
aggaggccca
ttgagaagac
gccgctacgt
tggccttcaa

agctcttccc

tggtcctega

tgg9agggggt
ggcrctceygce
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cctggacgtg
c€gaggccgag
ggaaagggtc
caagcgctcc
gaagatcctg
ggacctcatc
cacgggcagg
tgggcagagg
ctatagccag
ggtcttccag
ccgggaggce
ctacggcatg
ggcctteatt
cctggaggag.
gccagiccta
catgcccgte
caggctggag
ggccccaaaa
gtatcccoty
caaggagtga

caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgaggga

<210> 6
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

gectatctea
gtcttcﬁgcc
ctctttgacg
accégcgccg
cagtaccggg
caccceagga
ctaagtagct
atccgeeggg
atagagctca
gaggggcqygg
gtggaccccc
tcggcccace
aagcgctaét
ggcCaggaggc
gaggcceggg
cagggtaccg
gaaatggggq
gagaggqcqgg
gccgtgecece

38

gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcc

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

59

gggccttgtc
tggctggcca
agctagggct
cecgtocctggg
agctcaccaa
cgggccgect
ccgatcccaa
ccttcatcgc
gggtgctggc
acatctacac
tgatgcgecg
gcetctecca
ttcagagctt
gggggtacgt
tgaagagegt
ccgccgacct
ccaggatgct
aggceegtggc
tggaggtgga

45

cctggaggtg
ccccttcaac
tccecgecatce
ggccctecge
gctgaagagc
ccacaccecgce
cctccagagce
<€gaggaggag
ccacctctce
ggagaccgece
ggcggccaag
ggagctagcc

ccccaaggtg

ggagaccctc

gcgggageeg -

catgaagctg
ccttcaggtc
ccggcetggec
ggtggggata

1380
1440
1500
1560
1620

"~ 1680
1740

1800
1860
1920
1980

2040

2100
2160
2220
2280
2340
2400

. 2460

2490
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<400> 7
aaaaatctag ataacgaggg caa

<210> 8
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

accaccgaac tgcgggtgac gccaageg

<210>9
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
gaactgcggg tgacgccaag cgca

<210> 10
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
ccgaactgceg ggtgacgcca agcgg

<210> 11
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
gaactgcggg tgacgccaag cgcg

<210> 12
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
aaaaatctag ataacgaggg caa

<210> 13
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

ES 2 546 945 T3

23
28
24
25
24
23

60
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<400> 13
ccgactggcc aagattagag agtatgg

<210> 14
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
gatttccacg gataagactc cgcatcc

<210> 15
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ggcagacgat gatgcagata accagag

<210> 16
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
gccgatagat agccacggac ttcgtag

<210> 17
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
ggagtagatg cttgcttttc tgagcc

<210> 18
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
gagttcgtgc ttaccgcaga atgcag

<210> 19
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador
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27

27

27

27

26

26

61
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<400> 19
accgaactgc gggtgacgcc aagcg

<210> 20
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
accgaactgc gggtgacgcc aagcc

<210> 21
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
accgaactgc gggtgacgcc aagca

<210> 22
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
aaacagcgct tggcgtcacc cgcagttcgg t

<210> 23
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
aaacagggct tggcgtcacc cgcagttcgg t

<210> 24
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
aaacagagct tggcgtcacc cgcagttcgg t

<210> 25
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador
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25

25

25

31

31

31
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<400> 25
aaacaccgct tggcgtcacc cgcagttcgg t 31

<210> 26
<211> 51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
agctaccatg cctgcacgaa ttcggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagce g

<210> 27
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> N es un sitio abasico

<400> 27
agctaccatg cctgcacgac ancggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagce g

<210> 28
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)

<223> N es un dimero cpd

<400> 28
agctaccatg cctgcacgaa nncggcatcc gtcgcgacca cggtcgecage g

<210> 29
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29

cgtggtcgcg acggatgecg 20
<210> 30

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30

63

51

51

51
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taatacgact cactataggg aga 23

<210> 31
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223> N es 5NI

<400> 31
actgntctcc ctatagtgag tcgtatta 28

<210> 32
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgagggcaa

<210> 33
<211> 45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcg

<210> 34
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
gtaaaacgac ggccagttta ttaaccaccg aactgc

<210> 35
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
caggaaacag ctatgactcg acaaaaatct agataacgac c

<210> 36
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

64

36

40

45

41
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<220>
<223> Cebador

<400> 36
gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 37
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
caggaaacag ctatgac 17

<210> 38
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
caggaaacag ctatgacaaa agtgaaatga atagttcgac tttt

<210> 39
<211>43
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
gtaaaacgac ggccagtctt cacaggtcaa gcttattaag gtg

<210> 40
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
caggaaacag ctatgaccat tgatagagtt attttaccac aggg

<210> 41
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
gtaaaacgac ggccagtctt cacaggtcaa gcttattaag gtg

<210> 42
<211> 38
<212> ADN
<213> Atrtificial

65

44

43

44

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 546 945 T3

<220>
<223> Cebador

<400> 42
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgaggga 38

<210> 43
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcc 45

<210> 44
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
caggaaacag ctatgactcg acaaaaatct agataacgac c 41

<210> 45
<211> 36
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
gtaaaacgac ggccagttta ttaaccaccg aactgc 36

<210> 46
<211> 67
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(45)
<223> n es du-biotina

<400> 46

agctaccatg cctgcacgca gtcggcatcc gtcgcgacca cgttattcgt ggtcgegacg
gatgccg -

<210> 47
<211> 67
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

66

60
67



10

15

20

25

30

35

40

45

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> N es un sitio abasico

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(45)
<223> n es dU- biotina

<400> 47

agctaccatg cctgcacgca gncggecatcce gicgcgacca cgttnttcgt ggtcgcgacg

gatgceg

<210> 48
<211> 67
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(22)
<223> n es hidantoina

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(45)
<223> n es biotina-du

<400> 48

agctaccatg cctgcacgca ghcggcatce gtcgcgacca cgttnticgt ggtcgcgacg

gatgceg

<210> 49
<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia clonada

<400> 49

ES 2 546 945 T3

67

60
67

60
67



atggcgatge
ctggectace
caggtggtct
gccgtctteg
tacagggcgg
gagctagtyg
‘gttctegeca
gccgaccgeg

cacctcatca

ttecectett
gcaccttctt
acggctfcgc
tggtctttga
QQaQQQCCCC
acctcctggg
ccgtggccaa
gcectctacca

cccecggagtg

ES 2 546 945 T3

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctce
cgccaagygce
gacccccgag
gtttacccge
gaaggcggaa
actcgtctct
gctttgggag

ggCccgegtcc
ggccccacca
ctcaaggcec
ccctecattee
gacttccecc
ctcgaggtec
aaggaggggt
gaccgcgtcg

aagtacggcc

68

tcctggtgga
<gagccgggg
tgaaggagga
gccacaaggc
ggcagctcgce

ceggetacga

acgaggtggg

ccgtecteca

tcaggccgga

cggccaccac
cgaaccggtg
cggotacaag
ctacgaggec
cctcatcaag
ggcggacgac
catcctcace
ccccgaggge

gcagtgggtg

60
120
180
240
300
360
420
4R0
540



gacttccgeg
gagaagaccg
crggaccgag
aggctetect
cagyggcggy
agcctcctee
ccecccgecgg
gatcftétgg
‘aaagccctca
gccctgaggg
ctggaccctt
gaggaggcgy
ctigagoggg
gtcctggecc
tcectggagg
caccccttca
cttccegeca
gaggccctec
aagctgaaga
crccacaccc
aacctccaga
gccgaggagg
gcccacctet
acggaaaccg
cgggcgycca
caggagctag
ttccccaagg
gtggagaccc
gtgcgagagg
ctcatgaagc
ctcctteagg
gcceggetgy
9aggtgggga
<210> 50
<211> 833

<212> PRT
<213> Atrtificial

ccctegtggg
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctctc

agcccgaceg

acgagttcag

aaggggcctt
ccctggecgce
gagacctgaa
aaggccttqg

CCaacaccac

‘g9gagcgggc

aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc

tcggcaagac

acgaggccca

gcacctacat
gcttcaacca
acatccccgt

ggtggctatt

ccggcgacga

ccagctggat

agaccatcaa

ccatccctta

tgcgggectg

tcttcggeeg

c€ggccgagcg
tagctatggt
tccacgacga
ccaaggaggt
taggggagga

ES 2 546 945 T3

ggacccetec
CCctcaaggag
aaacgtécgg
ccgggtacgc
ggaggggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt
cgccagggag
99aggcgeag
CCtCCCgCCC

ccccgagugag

‘cgeeetttee

ccrttggett
cacaggggtg
gatcgecege
ccgggaccag
ggagaagacc
ccccatcgtg
tgaccccttg
gacggccacg
ccgcacccag
ggtggtcctg
gaacctgatc
gttcggegtc
ctitcggggtt
cgaggaggcc
gattgggaag
ccgccgetac
catggccttc
géagcttttc
gctggtcctc

catggaggygg
ctggetetcc

gacaacctcc
tggggaagcc
gagaagatca -
accgacctcc
agggcctttc
agccccaagg
gtgcrttece
ggccgggtcc
gggcttcteg
ggcgacgacc
gtggcecgge
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggccg
ctggaaaggg
ggcaageget
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggea
cttgggcaga
gactatagcc
cgggtcttcc
ccccaggagg
ctctacggea.
caggccttca
accctogagg
gtgccagacc
aacacgcceg

cccaggetgg

ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcecacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagoa
gcaaggagﬁc
acegggeccc
¢caaagacct

ccatgctcct

gctacggcgg:

tegecaacct
tggagaggcc
tggcctattt
aggtcttccg
tcctctttga
céaccggcgc
tgcagtaccg
tccaccccag
ggctaagtag
ggatccgccg
agatagagct
aggaggggcg
ccgtggaccce
tgtcggccta
ttgagcgcta
agggcaggag
tagaggcccg
tetagggceac

aggaaatggg

gaggccccaa]éagagagggc

gtgtatcccc
gccaaggagt

69

tggccgtgec
ga

gggcatcggg
cctcaagéac
ggaagacctc
ggacctcgcc
tgagtttgéc
ggccccctgy
catgtgggcc

cgagccttat

gagcgttctg
cgcctacctc
ggagtggacg
gtgogggagg
cctttecgtt
cagggccttyg
cctggecgge
cgagctaggy
cgccgtcctg
ggagctéacc

gacgggqccgc

cteccgatcee

ggccttcatc
cagggtgctg

ggacatccac

cctgatgege

ccgectetec.

ctttcagagc
gcgggggtac

ggtgaagagc

cgcegecgac
ggccaggatg
ggaggccgtg

cctggaggtg

600
660
720
780
840
900

960

1620

1080

1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

1740

"1800

1860
1920
1980

2040

2100

. 2160

2220
2280
2340

2400

2460

12502



<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 50

Met
1l

Asp

Thr
Ser

val
65

Tyr
Ala
val
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
Lys
225
Arg

val

Phe

Ala
Gly
Thr
Leu
50

Phe
Arg
Leu
Pro
Glu
130
Tyr
Leu
Gln

Pro

Glu
210

Pro

Leu

Asp

Leu

Met
His
sSer
35

Leu
Asp

Ala

Ile

Gly

115
Lys

Gln
Ile
Trp

Gly
195

Trp

Glu

Ser

Leu

Leu
His
20

Arg
Lys
Ala

Gly

Lys

- 100

Tyr
Glu
Leu
Thr
val
180
val

Gly

Asn

Leu

Ala

260

Glu

Arg

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys
i
Glu

Glu

Gly

val

Pro

165

Asp
Lys
Ser
val
Glu
245

G]_n

Leu

Leu
Ala
Glu
Leu
;a'la
70

Ala
Leu
Ala
Tyr
Ser

150
Glu

Phe.

GTy

Leu

Ar
23
Leu

Gly

Glu

ES 2 546 945 T3

Phe

Tyr

Pro

Lys
3

Pro
Pro
val
Asp
Glu
135

Asp

Trp

Arg.

Ile

Glu
215

Glu

Ser

Ar'g_

Phe

Glu

Arg

Pro

Thr-

25

val
40

Glu
ser
Thr
Asp
Asp
120
val
Arg

Leu

Ala

Gly
200

Asn

Lys

Arg

.GT u

Gly

G1In
ASp
Phe
Pro
Leu
105
val

Gly

val

Trp

Leu

185

Glu
Leu
Ile
val
Pro
265

ser

70

Lys
10

Phe
val
Gly
Arg
Glu
90

Leu
Leu
Ile
Ala
Glu

170
val

LYS

Leu
Lys
Arg
250

Asp

Leu

Gly

Phe
val
Tyr
His
75

Asp
Gly
Ala
Leu
val

155
Lys

Gly.

Thr
LysS
Ala
235
Thr
Arg

Leu

Arg
Ala
Tyr
Lys
60

Lys
Phe
Phe

Thr

Thr

140

Leu
Tyr
AsSp
Ala
Asn
220
His

Asp

Glu

His

val
Leu
Gly
45

Ala

Ala

Pra
Thr
val
125
Ala

His

Gly

Pro

Leu
205

Leu

Leu
Leu
Gly

Glu

Leu
Lys
30

Phe
val
TYr
Arg
Arg
110
Ala
Asp
Pro

Leu

ser
190

Lys’

ASp
Glu

Pro

Leu .-

270
Phe

Leu
15

Gly

Ala

Phe

Glu

GIn
95

Leu

‘Lys

Arg

Glu
Arg
175
Asp
Leu
Arg
AsSp
Leu
255

Arg

G'Iy

val
Pro
Lys_
val
80"

Leu

Glu

Lys

Gly
Gl

16

Pro
AsSn
Leu
val
Leu

240
Glu

‘Ala

Leu
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275 280 285

Leu Glu Ser Pro Lys Ala Leu Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu
290 295 300

Gly Ala Phe val Gly Phe val Leu-Ser Arg Lys Glu Pro Met Trp Ala
305 _ 310 _ 315 320

Asp Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg val His Arg Ala
' 325 o : 330 . 335

Pro Glu Pro Tyr Lys'A1a Leu Arg Asp Leu Lys Glu Ala Arg Gly Leu
340 345 350

Leu Ala Lys Asp Leu Ser val Leu Ala Leu Arg .Glu Gly Leu Gly Leu
" 355 360 - 36

Pro Pro Gly Asp Asp Pro Met Leu Leu Ala Tyr Leu Leu ASp Pro Ser
370 _ 375 380 L

Asn Thr Thr pPro Glu Gly val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr
385 : 390 ¢ 395 ' 400

Glu Glu Ala Gly Glu Arg Ala A]a Leu Ser Glu Arg Leu Phe Ala Asn
. 405 410 415

Leu Trp Gly Arg Leu Glu Gly Glu G1u'Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg
- -7 42 ' 425 o 430 -

Glu val Glu Arg Pro Leu Ser val val Leu A1a.His Met Glu Ala Thr
435 440 | 445

Gly val Arg Leu Asp val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu val
450 455 - 460 _ '

Ala Glu Glu Ile Ala Arg Leu Glu Ala Glu val Phe Arg Leu Ala'G1y
465 : 470 _ ' 475 _ 480

His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp GIn Leu Glu Arg val Leu Phe
' ~ - 485 - . 490 : 495

Asp Glu teu Gly Leu Pro Ala Ile Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys
500 © 505 : - 510

Arg ser Thr_G]y Ala Ala val Leu Glu Ala Leu His Glu Ala His Pro
515 | 520 525

1le val Glu Lys Ile Leu Gln Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser
530 - $35 540 )

Thr Tyr Ile Asp Pro Leu Pro Asp Leu Ile His Pro Aﬁg'Thr dTy Arg
545 _ 550 C _ 555 560-

Leu His Thr Arg Phe Asn GIn Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser:
565 : . 570 575

Ser Ser Asp Pro Asn Leu GIn Asn Ile pro val Arg Thr G1h Leu Gly
580 - 585 _ 590

Gln Arg Ile Arg Arg Ala Phe I1e Ala Glu Glu Gjy Trp Leu Leu val
595 : 600 - 605 . :

val Leu Asp Tyr Ser GIn Ile Glu Leu Arg val Leu Ala His Leu ser
610 615 o 620

Gly Asp Glu Asn Leu Ile Arg val phe GIn Glu Gly Arg Asp Ile His
625 630 635 640

71



10

Glu

Pro Leu

Gly Met

Ala
690
Arg Ala
705

val

Glu

Glu
Arg val

Pro val

Thr
Met Ar
ser
675
G]n
Trp
Thr

Lys

Gin

ser
645

Arg

Ala

66
Ala Tyr

Ala Phe

Ile Gly

Phé
725

ser val
740

Gly Thr

Leu

755

Phe
770

Leu

His
785§

Ala Arg

ASp

Pro Leu

alu

<210> 51
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Pro

Glu

Leu

Glu

Arg Leu

Leu val

Trp
Ala
Arg
Ile
it
Gly
Arg
Ala
Glu

Leu

ES 2 546 945 T3

Met Phe

Ala Lys

Ser
680

Arg

Leu

Glu
695

Thr Leu

ArgiArg

Glu Ala

Ala as
760
Glu Met
- 775

Glu Ala

790

Ala Lys

805
Va] Glu
820

<223> Secuencia clonada

<400> 51

atgcqtggta
ctggcctace
caggcyggtct
gcegtctteg
tacaaggcgg
gagctggtgg
gttctegeca

tgcctectet
gcaccttctt
acggeticge
tggtctttga
ggagggcecc
accrcctagg

ccectggecaa

Glu

val

val met

Gly 1le

ttttgagecc
cgccctgaag
caagagectc
cgccaaggee
gatcccégag.
gtttaccege

gaaggcggaa

p Leu

val
650

I1g

Gly
Thr
665
GIn Glu

Tyr Phe

Glu Glu

Pro
Asn
Leu
GIn

Gly

GIn Glu

Phe Gly

Ile
685

phe

Aja
ser
700

Arg Arg

715

Arg Tyr
730

A1é Glu

745
Met
Gly Ala

Pro Lys

val
\Arg
Lys
Arg

Glu

Pro Asp

Met Ala

Ala
765

Leu

Leu
Met
780

Arg Ala

795

Glu Gly

810

Gly Glu

aagggccycey
ggccccacca
ctcaaggccc
cecctcectce
gacttccccc
ctcgaggtec

aaggaggggt

72

val

ASp.

Tyr Pro

Trp Leu

tectectggt
cgagccggygy
tgaaggagga
gcecacgagqgce
ggcégctcgc

ccggetacga

acgaggtgcg

Met

val:
655

Leu

Ala Asp

val
670

Pro

TY"r

Tyr Glu

Pro Lys val

Arg Gly Tyr

- 720

Glu Ala

735

AsSn

Leu

Phe Thr

750

val Lys

Leu G]n val

val
800

val

Glu Ala

Ala
815

Ala

Leu

Ser
830

Lys

ggacggccac
cgaaccggfg
cgggtaqaag
ctacgaggcc
cctcatcaaﬁ
ggcggacgac
catccteacc

60
120
180
240
300
360
420



gccgaccgeg
Eacctcatca
gacttccgeg
gagaggaccg
ctggaccyggg

aggctereet

Caggggcggg
agcctectee

ccececegeegg

gatcttctgg
aaagccctca
gccctaagag
ctggaccctt
gaggaggcgg
cttgaggogg
gtcetggeec

tccctggagg

caccccttca

cttcccgeca

gaggcecctce

aagctgaaga
ctccacaccc
aécctccaga
gccgaggagq
gcccacctet
acggagaccg
€gggcggceca
caggagctag
ttccccaagg
gtggagaccc
gtgcgogagy
ctcatgaage
ctecttcagg
gcceggctgg

gaggtggqgga

acctctacca
ccecggagtyg
ccctcegtyggg
ccctcaagcet
taaagccaga
tggagctctc
agtccgaccg
acgagttcgg
aaggggcctt
ccectggeegc
gggacttgaa
aaggccrtqg
ccaacaccac
gggagcgage
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaacte
tcggcaagac
gcgaggcecca
gcacctacat
gcttcaacca
acatcceccgt
ggtggctatt
ccggcgacga
ccagttggat
agaccatcaa
ccatc;ctta
tgcgggectg
tcttcggﬁcg
cggcegageg
tggctatggt
tccacgacga

ccaaggaggt

taggggagga

ES 2 546 945 T3

actcgtctcc
gctrttgggag
ggaccccrcc
¢ctcaaggag
aaécgtccgg
ccgoggtgege
ggagaggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt
cgccaggggt
ggaggcgcgg
ccteecgece
ccccgagggg
cgcectttce
cctttggett
cacaggggtg
gatcgeoegc
ccgggaccag
ggagaagacc
ccecatcgtg
tgaccccttg
gacggccacg
ccgcaccecg
ggtggccctyg
gaacctgatc
gttcggcgrc
cttcggggtce
cgaggaggec
gattgagaag
ccgcegetac
catggccttce
gaagctcttc
gctggtectc
catggagggg

ctggctctee

gaccgcgtcg
aagtacggcc
gacaacctcc
tggggaagec
gagaagatca
accgacctcc
agggccttte
agccccaagg
gtgctttcce
ggtcgggtec
gggcttctcg
ggcgacgacc
gtggcccggc
gagaggctct
taccgggagg

cgcctggacg

ctcgaggcecg

ctggaaaggy.
‘ggcaagcgct

gagaagatcc
ccggaccetca
gccacaggca
cttgggcaga
gactatagcc
cgggtcttce
cccegggagg
ctctacggca
caggccttca
accctggagg
gtgccagacd
aacatgeceg
cccaggetgy
gaggccccaa

gtgtatcccce

gccaaggagt

73

ccgtecteeca
tcaggcocgga
ccggggtcaa

tggaaaacct

aggceccacct

ccctggaggt

tggagaggct

ccctggagga
gcaaggagcc
accgggeocc
ccaaagacct

ccatgcrcct

gctacggcqgg

tcgccaacct

tggataggcc
tggcctatct
éggtcttccg
tcctcfftga
ccaccagcgc
tgcagtaccg
tceaccecag
ggqtaagtag
ggatecegecg
agatagﬁgct
aggaggggcg
ccgtggabcc
tgtcggcccg
ttgagcgcta
agggcaggag
tagaggceeeg
tccagggcac
aggaéatggg
aagagagggc
tggeegtgec

ga

ccccgaggge

gcagtgggtg
gggcatcgag
cctcaagaac

ggaagacctc

ggacctcgee

tgagtttggc

ggccccctgg

catgtgggec
cgagccttat

gagcgtictg

‘cgcctaccte .

ggagtggacg

gtgggggaaqg
cctrtccget

cagggccteg
cctggccgge
cgagctaggg
cgccgtectg

ggagetcacc

gacgggcege

ctccgatcec
ggccttecate
cagggtgctg
ggacatccac
cctgafgcgc
ccgectetec
ctttcagagc
gcgggagtac
ggtgaagagc

cgccgecgac

ggccaggatg
ggaggccgty
cctggaggtg

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

2502
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<210> 5
<211>8

2
33

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 5

Tet Arg Gly

val
Thr
ser
val
65
TYr
Ala
val |
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
Lys
225
Arg

val

Asp

Thr
Leu
50

Phe
Lys
Leu
Pro
Glu
130

Tyr

Leu

GIn

Pro

Glu

_G'Iy-

ser
35

Leu
Asp
Ala

Ile

Gly

115

Lys
6l
e
Trp
6l

19
Trp

210 -

Pro
Leu

Asp

Glu

Ser

Leu

Met
His
20

Arg
Lys
Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Glu
Leu

Thr

val

Pro
5 .

Leu
Gly
Ala
Lys
Arg
85

Glu
Glu
Gly
val
Pro

165
AsSp

180

val

Gly

Asn
Leu

Ala

Lys

ser

val

Glu

245

GIn

ES 2 546 945 T3

Pro

Ala
Glu
Leu
Ala.
70
Ala
Leu
Ala
Tyr'
Sef
150
Glu
Phe
Gly
Leu
Ar
23

Leu

Gly

Leu
Tyr
Pro
Lys

55

Pro

Pro

val
ASp
Glu
135
ASp
Trp
Arg
Ile
Glu
2158
Glu

Ser

Arg

Phe
Arg
val
40

Glu

ser

Thr

ASp

ASp
120

val

Arg

Leu

Ala

Gly

Glu

Thr

25

Gln
Asp
Leu
Pro
Leu
105
val

Arg

val

Trp.

Leu
185

Glu

200 .

ASn

Lys

Arg

Glu

‘Leu

Ie
val

Pro

74

Pro
10

Phe
Ala
Gly

Arg

Glu

90

Leu
Leu
Ile
Ala
376

val

Arg

Leu

Lys

Ar
25

ASp

Lys

Phe

val

Tyr
His
75

Asp

Gly

‘Ala

Leu

val

155 .
LysS.

Gly

Thr

Lys

Ala
235

Thr

Arg

Gly

'Aia_

Tyr
Lys
60

Glu
Phe
Phe

Thr

Thr

140

Leu
Tyr
Asp
Ala

Asn
220

His

ASp

Glu

Arg
Leu

Gly

as”

Ala

Ala

Pro

Thr

Ley
125

Ala

His

Gly
Pro
Leu
205
Leu
Leu

Leu

Arg

val

Lys
30

Phe

val
Tyr
Arg
Ar

110
Ala
Asp
Pro
Leu
sSer
190
Lys
Asp
6lu
Pro

Leu

Leu
15

G'Iy_

Ala

frhe

Glu

Gin
95

g Leu

Lys
Arg

Glu

Arg.

175
Asp

Leu
Arg
ASD
Leu
255

Arg

Leu
Pro
Lys
val

Ala

80

Leu

Lys
AsSp
Gly
160
Pro-
ASﬂ
Leu
val
Leu
240

Glu

Ala



Phe
Leuy
Gl
30
ASp
Pro
Leu
Pro
Asn
385
Glu
Leu
clu
Gly
Ala
465
His
Asp
Arg
Ile
The
545

Leu

Ser

Gln

Ala

Leu
Glu
290
Ala
Ley
Glu
Ala

ﬁro
370

Thr

Glu

Trp

val

Glu
275
ser

Phe

Leu

260
Arg

Pro

val

Ala

Pro Ty

Lys
355
Gly
Thr
Ala
6ly

AS

43

Va'l

450

Gl u
Pro
Glu
ser
val
530
Tyr
His
Ser

Arg

Arg

Glu
Phe
Leu
Thr
%15
61 u

Ile

'Thr_

Asp

Ile

995

Leu
610

Asp

r
340

"Asp

Asp
Pro

Gly

&%

Arg
Leu
Ile
Asn

Gly

'S00

Ser
Lys
Asp
Arg
Pro
580

Arg

Tyr

Leu
Lys
Gly

Leu

325

Lys
Leu
Asp

Glu

-611.1'

405

Leu
Pro
asp
Ala
Leu
485

Leu

Ala

Ile
Pro
Phe
565
Asn

Arg

Ser

ES 2 546 945 T3

6lu

Ala

Phe
310
Ala
Ala
ser
Pro
Gly
390
Arg
Glu
Leu
val

Ar

47

Asn
Pro
Ala
Leu
Leu
550
Asn
Leu

Ala

Gln

Phe

Leu
295

val

Ala

Leu

val

Gly
280
G'I u
Leu
Ala

Arg

Leu

- 360

Met
3758
val
Ala

Gly

ser

Ala

455

Leu

Ser

A'Ia-

val
Gl l.'l.
535
Pro
6In
GlIn

Phe

Ile
615

Leu
Ala

Ala

Glu

Ala
440

Tyr
Glu
Arg
Ile

Leu
520

Tyr

Asp

Thr

Asn

265

Ser
Glu
ser
Arg
345
Ala
Leu

Arg

Leu

425
val

Leu
IA'Ia
AsSp
Gly
505
Glu
Arg
Leu
Ala

Ile

- 585

Ile
600

Glu

Ala

LEI,.I

75

Glu

Leu

Ala

Arg

Gl
33

Leu

Leu
Ala

Arg

Ser
410

Arg

Leu

Arg
Glu
Gin
_490
tys
Ala

Glu

Ile

Thr

570

Pro
Glu

Arg

Leu
Pro
ot
Gly
Lys
Arg
Tyl'
it
Glu
Leu
Ala
Ala

val
475

Leu_

Thr

Leu

Leu

His

555
Ala

val

Glu

val

His

Trp.

300
Glu

Arg

Glu

Glu

Glu
285

Pro

Pro

val
Ala

q)

- 36

Leu
380
Gly
Arg

Leu

His

ser

460
Phe

Glu
Glu
Arg
The
540
Pro
Thr

Arg

Gly Trp
. 60S

Leu
620

Leu
Gly
Leu
Trp

Met

445

ser
Arg
Arg
Lys

Glu

525

Lys
Arg
Gly

Thr

Ala

270
Phe

Pro

Met

His
Ar
35

Leu

Asp

Glu

Phe
Leu
430
Glu
Leu
Leu
val
Thr
510
Ala
Leu
Thr

Arg

Pro
590

'Leu

His

Gly
Pro
Trp

Ar
33

Gly

Gly
Pro
Trp
Ala
415
Tyr
Ala
Glu
Ala
Leu
495
Gly
His
Lys

Gly

Leu
Glu
Ala
320
Ala
Leu
Leu
sSer
Thr
400
Asn
Arg.
Thr
val
Gly
480
Phe
Lys
Pro

ser

Arg

" 560

Leu
575
Leu

Leu

Leu

ser
Gly
val

Ser
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G]

62¥
Thr
Pro
Gly
Glu
Ar

70

val
Arg
Pro
Leu
His
78S
Ala

Pro

Glu

ASp
Glu
Leu

Met

Glu
Thr
Metx

S5er

. 675

Ala
690
Ala
Glu
val
val
Phe
770
Asp

Arg

Leuw

<210> 53

<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 53

atgcgtggta
cacctggcect’
grgcgagcgg
aaggcegtct
gcctacaagg

aaggagctgg

aln

Trp

Thr

Lys

C 740

Gln
755

‘Pro

Glu

Leu

Glu

Asn

Ala

AT
66
Ala

Ala

Ile
Leu
ser
Gly
Arg
Leu
Ala

val
820

Leu

Ser.

645

Arg

Arg

Phe

Glu
Phe
725
Val
Thr
Leu
val

Lys

-805

Glu

tgcatcctct
accgcacctt
fccacggctt
tcgtggtctt

€ggggagggc
'tggacctcct

Ile
630
Trp
Ala
Arg
Ile
Lys
710
Gly
Arg

Ala

Glu

ES 2 546 945 T3

Arg

Met

‘Ala

Leu

Glu

val phe

Phe

Lys

-ser

680
Arg

695 -

Arg
Glu
Ala

Glu

775

Leu

790
Glu

val

Glu
Va1

Gly

Leu
Arg
Ala
Asp
760
Met

Ala

Met

Ile ¢

ttttgagece

ccacgecectg

cgccaagagce

tgacgccaag

c;cgattccc

ggggtttacc

Gly

Thr
665

Gln

Tyr

Glu
Arg

A1a

745

Leu

Gly

Pro

Glu

aagggccgcg
aaggggctca

ctcctcaagg

gaggacttcec
cgcctcgagy

76

Gin
val
650
Ile

Glu

Phe

Glu

Tyr

730

Glu
Me.t
Ala
Lys
Gly

810
Glu

gceeccctect

Glu
635

Pro
Asn
Leu
Gln
Gl

71

val
Arg
Lys
Arg
Glu
795
val

Asp

G]y
Arg
Phe
Ala

ser

- 700

Arg

Pro

Met
Leu
Met
780
Arg

Tyr

Trp

Arg

Glu’

Gly
Ile
685
Phe
Arg
Asp
Ala
Ala
765
Leu
Ala
Pro

Leu

Asp
ala
val
670
Pro
Pro
Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu
Glu

Leu

Ser
830

Ile
val
655

Leu

Tyr

Lys

Gly
735
Asn
val
GIn
Ala
Ala

815
Ala

His
640

Asp

Tyr

Glu

val

[ 750

6lu

Ala
Met
Lys
val
$80

val

Lys

tcetcctggt ggacggecac
ccaccagceeg gggagagecy
ccctgaagga ggacgggtac
tccgecacga ggcctacgag
cctggcagct égccctcatc

teeceggeta cgaggeggac

60
120

180

240
300

- 360



gacgttcteg
atcgccgacc
ggccacctca
gtggacttcc
ggggagaaga
aacctggacc
aagctctect
aaaaggcgag
agcctecctec
ccececcgecygg
gatcttctgg
aaagccctcea
gccctgagag
ctggaccttt
gaggaggcgg
cttgagggag
gtcctggecc
tccctggagg
caccecttea
cttcccgcca
gaggcccetec
aagctgaaga
ctccacaccc

aacctccaga

gccgaggaag.

gceccacctct
acggaaaccyg
cgggcggeca
caggagctag
ttccccaagg
gtggagaccce
gtgcggoagg
ctcatgaagc

ctccttcagg

ccaccctgge
gcgacctcta
tcacceegga
gcgecctegt
ccgccctcaa
ggctgaagee
gggacctgge
agcccgaccg
acgagttcag
aaggggectt
ccctggeegc
gagacctgaa
aaggccttag
ccaacaccac
gggagcgggac
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggecca

gcacctacat

gtttcaacca

acatccccgt

ggtggcratt.

ccggcgacga
écagcthht
agaccatcaa
ccatcoctia
tgcgggcctg
tcttcggccg
cggccgageg
tggctatggt

tccacgacga

ES 2 546 945 T3

caagaaggcg

ccaactcgrc

gtggctttgg

gggggacccc
gctcctcaag
cgccatccgg
caaggtgcgc
ggagaggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt

cgccaggagg

9gaggcgegyg
cctccegece
cCCcgagyggg
cgcectttec
cctttggett
cacaggggtg
gatcgcccgc
ccgggaccag
ggagaagacc
ccccategtg
tgaccccttg
gacggccacg

ccgcacccag

ggtggtcctg

gaacctgatc
gttcggegtc
cttcggggtt
cgaggaggcc
gattgggaag
ccgecgetac
catggcctic
gaagctettc

gctagtecte

gaaaaggagg

tccgaccgeg

gagaagtacg
tccgacaacc
gagtggggaa
gagaagatcc
accgacctgc
dgggcctttc
agccccaaga

gtgctttcce

ggcegggrce

gggctteteg
ggcgacgacc
gtggcccgge
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggeeg
ctagaaaggg
ggcaagcgcet
gagaagatcc
ccggacctea
gccacgggea
cttgggcaga
gactatagcc.
cgggtcttcc
ccccaggagg.
ctctacggca
caggccttca
accctggagg
gtgccagacc
aacacgcccg
cccaggctag

gaggccccaa

77

ggtacgaggt
tcgecgtect
gcctcaggec
tccccyggagt
gcctggaaaa
tggcccacat
ccctagaqgt
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc
accgggoece
ccaaagacct
ccatgctect
gctacggegg
tcgeccaacct
tggagaggcce
tggcctatct
aggtcttccg
tcctetttga
ccaccggegce
tgcagtaccg
tccaccccag
ggctaagtag
ggatccgécg'
agatagagct
aggaggggcg
ccgtggaccc
tgtcggecta
ttgagcgeta
agggcaggag
tagaggccoccyg
tccagggcac
aggaaatggyg
aagagagggc

gcgecatcctce
ccacccégag
ggagcagtag
caagggcatc
cctcctcaag
ggacgatctg
ggacttcgec
tgagcttggc
ggcctcctag
catgtgggcc
cgagccttat
gagcgtictg

cgcctaccte -

ggagtggacg
g9tgggggagg
cctttccgte
cagggccttg
cctggecggce
cgagctagag
cgcecytectyg
ggagctcacc
gacgggccge
ctccgatécc

ggccttcatc

cagggtgctg.

ggacatccac
cctgatgcge
ccgectetee
ctttragagc
gcgggggtac
ggtgaagagc
cgccgecgac
agccaggatg
ggaggccgtg

420
480
540
600

., 660

720
780
840
900
1960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

. 1380

1440
1500
1560

1620

1680

. 1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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gcccggctgg ccaaggaggt catggagggg gtgtatccce tggecgtgee cctggaggtg

gaggtgggga taggggagga ctggctctcc gccaaggagt ga

<210> 54

<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 54

Met Arg Gly Met His
1 S

val
Leu
Lys
val
b5

Ala
Leu
Glu
Lys
AS

14

Gly
Pro
Asn
Leu
Leu

225
Lys

Asp
Thr
sSer

50
val

Tyr

Ala

-val

Ala
130
Leu
His
Glu
Leu
Lys
210
Lys

Leu

Gly
Thr
35

Leu
Phe
Lys
Leu
Pro

115
Glu

Tyr

Leu
Gln
Pro
195
Glu

Pro

ser

His
20

Ser
Leu

Asp

Ala

Ile

100
Gly

Lys

Gln

Ile

Trp
180
Gly

Trp

;A'Ia

Trp

His
Arg
LyS
Ala
Gly
85

Lys
Tyr
Glu
Leu
Thr
165
val
val

Gly

Ile

Asp

Pro

Leu

Gly

Ala

03
Ar-g.
Glu
G1.‘“
Gly
val

150

Pro

Asp

Lys

Ser

Ar
230

Leu

Leu
Ala
Glu
Leu
55

Ala

Ala

Leu

Ala

Tyr
135
ser
Glu
Phe

Gly

Leu
215

g Glu

Ala

Phe
Tyr
Pro
40

Lys
Pro
Pro
val
ASp
120
Glu

ASp

Trp

Arg

Ile
200
Glu
Lys

Lys

Glu
Arg
25

val
Glu
ser
Thr
Asp
105

ASp

val

Arg.

Leu
Ala
185
Gly
Asn

Ile

val

78

Pro
10

Thr
Arg
ASp
Phe
Pro

90

Leu

val

Arg
val
Trp
170
Leu
Glu

Leu

Leu

Arg

Lys

‘Phe

Ala
Gly
Arg
75

Glu

Leu

‘Leu

Ile
Ala
155
Glu
val
Lys
Leu
Ala

235
Thr

Gly

His
val
Tyr
60

His
AsSp
Gly
Ala
Ley
140
val
Lys
Gly
Thr
Lys
220
His

Asp

Arg
Ala
His
45

Lys
Glu
Phe
Phe
Thr
125
Thr

Leu

Tyr

Asp.

Ala
205
Asn

Met

Leu

val
Leu
30

Gly
Ala
Ala
Pro
Thr
110
Leu
Ala
His
Gly
Pro
190
Leu
Leu

ASp

Pro

Leu
15

Lys
Phe
val
Tyr
Arg
95

Arg
Ala
ASp
Pro
Leu
175
ser
Lys
Asp

Asp

Lev

Leu
Gly
Ala
Phe
23
Gin
Leu
Lys
Arg
s
Arg
Asp
Leu
Arg
Ley

240
Giu

2460
2502



val
Phe
Leu
Gly
305
AsSp
Pro
Leu
Pro
Asn
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
AsSp
Arg
Ile
Thr
545
Leu

Ser

Gin

Asp

‘Leu

'G'Iu

290

Ala

Leu

‘Glu

Ala

Pro
370

Thre

Glu

Trp

wval

val
450
Glu
Pro

Glu

Ser

val '

530
Tyr

His

ser

Arg

Phe
Glu
275
ser
Phe
Leu
Pro
Lys
355
Gly
Thr

Ala

Gly

Ala
280
Arg

Pro

val

Ala

Tyr
340

Asp

ASp

Pro

6ly

245

Lys
Leu
Lys
Gcly
Leu
325

Lys

Leu

Asp

Glu

Glu

. 405

Ar

- 42

Glu
435
arg
Glu
Phe
Leu
The
%1%
Glu
Ile
Thr
ASp
Ile
595%

Arg
Leu
Ile
Asn
Gly
500

Gly

Lys

Asp

Arg.
" 565

Pro

580
Arg

Leu
Prq
ASpD
Ala
Leu
485
Leu
Ala
I'I.e

Pr‘o

Arg
Glu
Thr

Phe

310

Ala
Ala

Ser

Pro’

Gly

1390

Arg

Glu

Leu

val

Arg

. 470

Asn
Pro
Ala
Leu

Leuy

550

Phe
Asn

Arg

Asn
Leu

Ala

ES 2 546 945 T3

Arg
Leu
Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met
37%
val
Ala
Gly
ser
Ala
455
Leu
ser

Ala

val

Gln’

335

.Pro
Gln
aln

Phe

Glu

Gly
280

Glu

Leu

Ala

Arg

Leu

360

Leu.

Ala

Ala

Glu

val

440

Tyr
G'i.u
Arg
Ile
Leu
520
"Asp
Thr
AsSn

Ile
600

Pro

2635 .

Ser
Glu
Ser
Arg
AsSp
345
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu
Ala
Asp
Gl
50f
Glu
Arg
leu
A'Ia
Ile
585
Ala

79

250
Asp

Leu

Ala
Arg
Gly
330
Leu

Leu

Ala

Arg

ser
410

Arg

Leu

Arg

Glu

Arg
Leu
Ser
Lys
315
Gly
Lys

Arg

Tyr

Glu
Leu

Ala

Ala

val

475

GIn
490

Lys

Ala

Glu
Ile
Thr
570

Pro

Glu

Leu

Thr

Leu

Leu

His

Glu
His
Trp
300
Glu
Arg

Glu

Glu

Leu

Arg

Glu
285

Pro

Pro

val

Ala

Gly

-365

Leu

380

Arg

Leuw

His

Leu

Tyr Gly
395

Gly

Leu

Trp

Met

445

ser

460

Phe
Glu
Glu

Arg

Arg

Arg

Lys

Glu

- 525

Thr

540

Pro.

555

Ala

val

Glu

Thr
Arg

Gly

Lys
Arg
Gly

Thr

505

- 255

Leu
270

Phe

Pro

Met

His
Ar

35

Leu
AsSp
Glu
Phe
Leu
430
Glu
Leu

Leu

val

Arg
Gly
Pro

Trp

Ar
335

_G1y

Gly
Pro
Trp
Ala
4]_.5
Tyr
Ala
Glu

Ala

Leu

495

Thr
510

Ala

Leu
Thr
Arg
GIn

590

Leu

Gly
His
Lys

Gly

Leu

575

Leu

Leu

Ala
Leu
Glu

Ala
320_

g Ala

Leu
Leu
ser
Thr
400
ASn
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe
Lys
Pro
ser
Alrg
S60
ser

Gly

val .
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val
Gly
625
Thr
Pro
Gly
_61u
Ar
70
val
Arg
Pro
Leu
His
785
Ala

Pro

Glu

Leu
610
Asp
Glu

Leu

Met

Asp

Glu

Thr

Met

Ser

- 675

Ala

- 690

Ala
Glu
val
val

Phe

770

ASp
Arg

Leu

<210> 55

<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

GlIn

Trp

Thr
Lys
Gin
755
Pro
Glu

Leu

Glu

Tyr
ASH

Ala

‘Ar

66
Ala

A]a

Ile
Leu
Ser
740
Gly

Arg

Leu

Ala

val

820

Ser

Leu’

ser
645
Arg
Tyr
Phe

Gly

Phe
725

val

Thr
Leu
val

L
805
Glu

<223> Secuencia clonada

<400> 55

Gln
Ile
630
Trp
ATa
-Arg

Ile

Lys
710

G1y.

Arg

Ala

Glu

Leu
- 790

GTU

val

ES 2 546 945 T3

Ile
615
Arg
Met
Ala
Leu
Glu
695
Thr

Arg

“Glu

Ala
Glu
775
Glu

val

Gly

Glu
val
Phe
LysS
ser
680
Arg
Leu
Arg
Ala
ASp
760
Met
Ala

Met

Ile

Leu
Phe
Gly

Thr

665

GIn
Tyr'
Glu
Arg
Ala
745
Leu
Gly

Pro

Glu

82¢

Arg
Gln
val
650
Ile
Glu
Phg
alu
Tyr

730
Glu

Met

Ala

Lys

Gly
810

Glu

vaTl Leu

Glu
635
Pro
Asn
Leu

Gln

Gly

715 -

val

Arg
LyS

Arg

Glu

795
val

ASp

620
Gly

GIn
Phe
Ala

Ser

Ala

Arg
6lu

Gly

i1e

685
Phe

700

Arg
Pro
Met
Leu
Met
780
Arg

Tyr

Trp

Arg

Asp

Ala

.Ala

765

Ley
Ala

Pro

Leu

His

Asp
Ala
val
670
Pro
Pro
Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu
Glu

Leu

Ser
830

Leu

Ile.

val

655

Leu
Tyr
Lys
ay
2t
Asn
val
Gin
Ala
Ala

815
Ala

sar
His
640

Asp

Tyr

val
Tyr
720
Ala
Thr
Lys
val
val
800

val

LysS

atgcgtggta tgcttcctct ttttgagoccc aagggccgecg tccteoctggt ggacggccac

cacctggoct accgoacctt cttcgoocctg aagggcctca ccacgagtcg_gggcgaaccg

gtgcaggegg tctacggctt cgccaagage ctcctcaagg ccctgaagga ggacgggtac

aaggccgtct tcgtggtctt tgacgccaag geccccetece tccgocacga ggcctacgag

80

60
120
180
240



gcctacaagg
aaggagctgg
gacgttctcg
accgecgacc
ggccacctca
gtggacttcc
ggggagaaga
aacctggacc

aagctctect

aaaaggcggyg

agcctectee
ccccegecgg
gatcttctgg
aaagccctca
gccctgaggg
ctggaccctt
gaggaggcgg
cttgaggggg
gtcctggece
tccctggagg
caccccttca
cttccegeca
gaggcecctcc
aagctgaaga
etccacacce
aacctccaga
gccgaggagy
gcccacctet
acggagaccg
cgggcageca
caggagctag
t;ccctaagg
gtggagaccc
gtgcgggagg

cggggagggc
tggacctect
tcaccctggc
gcgaccteta
tcacccegga
gcgeectegt
ccgeectcaa
ggctgaagcc
gggacctggc
agcccgaccg
acgagttcgg
aaggégcctt

€cctggecgc

gggacctgaa
aaggccttag
ccaacaccac
gggagcggyc
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggccca
gcacctacat
gcttcaacca
acatcccegt
ggtggctatt

ccggegacga

ccagetggat-

agaccatcaa
ccatccctta
tgcgggecty
tcttcggeeg
cgyccgageg

ES 2 546 945 T3

cccgaccecce
ggggtttacc
caagaaggcg
ccaactcgtc
gtggctttgg
gg9gggacccc

‘gctcctcaag

cgccatcocgg
caaggfgcgc
ggagaggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt

€gccagggag
ggaggcgegg

cctccegecc

€cccgaggag

cgeccetticco

cctttggett:

cacgggggtg
gatcgeecgce
ccgagaccag
ggagaagacc

ccccatcgtg

‘tgaccccttg

gacggccacg
ccgcaccecyg
ggtggcectg
gaacctgatc
gttcggegtc
cttcggggtc
cgaggdggcc
gaitgagaag
ccgeegetac

catggeette

gaggacttcc
cgcctcgagg

gaaaéggagg'

tccgaccgeg
gagaagtacg
fccgacaacc
gagtggggaa
gagdagatcc
accgacctgc
agggcctttc
agccccaagg
gtgcttaccc
ggccgggtcc
gggcttctcg
ggcgacgacc
thQCCtQQC
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacé
ctcgaggecg
ctggaadggg
ggcaagcgct

gagaagatcc

ccggacctca

gccacgggea

cttgggcaga

gactatagec
cgggtcttcc
ccccgogagg
ctctacggea
caggcctica
accctggagg
gtgccagacc

aacatgcccy

81

cccggcaget
tccccgacta

ggtacgaggt

tcgecgtect

gcctcaggec
tccceggggt
gcctggaaaa
tggcccacat
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga
gcadggagcc
accgggcccc
ccaaagacct
ccatgctcct
gctacggcag
tcgccaacct
tggagagacc
tggcctatcet
aggtcticcyg
tcctctttga

ccaccagcgce

tgcagtaceg

tccaccccag

ggctaagtag

ggatccgccg
agatagagct
éggaggggcg
ccgtggacce
tgtcggecca
ttgagcgcta
agggcaggag
tégaggcccg

tccagggeac

cgcccteatc

€gaggcggac

gcgeatcetc

ccaccccgag

ggagcagtag
caagggcatc
cctcctcaag
ggacgatctg
ggacttecgee

tgagcttgge

ggcctcectyg
catgtgggcc
cgagccttat

gagcgttctg

cgcctacctc

ggagtggacg

gtgggogagy
cetttecget
cagggcettg
cctggeegac
cgagctaggg
cgccgtecty
jgagctcacc
gacgggccge

ctccgatecce

ggccttcatc

cagggtgctg

ggacatccac

cctgatgegce

ccgectetece

ctttcagagc
gcgggggtac
ggtgaagagc

cgcegeegac

. 300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

. 960

1020
1080
1140

1200

1260

1320

1380
1440
1500

- 1560

1620

-1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280
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cttatgaagc tcgccatggt gaagctctte ccccgcctce gggagatggg ggcccgcatg
ctcctccagg tecacgacga getcctoctg gaggccccoc aagogceggqe cgaggaggtg
gcggetttgg Ccaaggaggc_catggagaag gcctatccce tegecgtace cctggaggtg
aaggtgggga tcggggagga ctggctctcc gcéaaggagt ga

<210> 56
<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia clonada

<400> 56
Tet Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu
val Asp Gly Hgs His Leu Ala Tyr ggg Thr phe Phe Ala ;Su Lys Gly
P 2 N

Leu ThF ;gr Ser Arg Gly Glu :50 val 61n Ala val Igr G1y Phe Ala

Lys ggr Leu Leu Lys Ala ggu Lys Glu Asp Gly Ezr Ly§ Ala val phe

val val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Leu Arg His Glu Ala Tyr Glu
65 - 7 75 80

Ala Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp pPhe Pro Arg Gln

85 %0 - 95

Leu Ala teu Ile Lys Glu Leu val Asp Leu Leu Gly Phe Thr Arg Leu
100 : 105 110

Glu val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Thr Leu -Ala Lys
115 : 120 0 125

Lys. Ala 6lu Lys Glu Gly Tyr Glu val Arg. Ile teu Thr Ala Asp Arg.

130 135 140

AsSp Leu Tyr GIn Leu val Ser Asp Arg val Ala val Leu His Pro Glu
145 _ . 150 ' 155 _ ’150

Gly His Leu Ile Thr Pro Glu Trp teu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg
"~ 165 170 - T 175

Pro Glu GIn Trp val Asp Phe Arg Ala Leu val GTy Asp Pro Ser Asp
© 180 : - 185 _ 190

ASn Leu Pro CIy val Lys Gly Ile Gly Glu Lys Thr Ala Leu Lys Leu
' 195 - -7 200 o 205

Leu Lys Glu Trp Gly Ser Leu Glu Asn Leu Leu

LyS Asn Leu AsSp Arg
210 ' 215 . 220 -

Leu Lys Pro Ala Ile Arg Glu Lys Ile Leu Ala His Met Asp Asp Leu.

82

2340
2400
2460
2502



225
LYyS

val

Phe
Leu
Gly
305
ASp
Pro
Leu
Pro
Asn
385
Glu
Leu

Glu

Gly

Ala

465

His

Asp

Arg

Ile

Thr

545

Leu

Ser

Leu
Asp
Leu
Glu
290
Ala
Leu
(;1 u
Ala
Pro
370

Thr

Glu

Trp

val
val
450
Glu

Pro

Glu

ser
val
230
Tyr
His

Ser

ser

_Phe

Glu
275
ser
Phe
Leu
Pro
Lys
355
Gly

Thr

Ala

Gly

Glu
435

Arg

Glu

Phe

Leu

Thr
515

Glu

_I1 e

Thr

Asp

Trp
Ala
260
Arg

Pro

val

Ala

Tyr
340
Asp
Asp
Pro
Gl y
Ar

420
Arg
Leu
Ile

Asn

Gly

500

ser

Lys

Asp

Arg

Pro
580

AS
24
Lys
Leu
Lys

Gly

Leu

325

Lys
Leu
Asp
Glu

Glu
405

g Leu

Pro
ASp
Ala
Leu
485
Leu

Ala

Ile

Pro

phe
565

Asn

230

Leu
Arg
Glu
Ala
Phe
310
Ala
Ala
Ser
Pro
Gly

390
Arg

Glu

Leu

val

ES 2 546 945 T3

Ala
Arg
Leu
Leu
295
val
Ala
Leu

val

Lys
Glu
Gly
280
Glu
Leu
Ala
Arg

Leu

360

Met

375
val

Ala
Gly
ser

Ala
455

g Leu

Ar
470

Asn

Pro
Ala
Leu
Leu
550

ASn

Leu

Ser
IA'I a
val
Gln

535

Pro

Gln

Gln

Leu
Ala
)ﬁ a
Glu
Ala

440
Tyr

Glu

Arg
Ile
Leu
520
Tyr
Asp

Thr

Asn

val
Pro
265
Ser
Glu
Thr
Arg
As

34

Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu
Ala

Asp

Gly

Arg
250
ASp
Leu

Ala

Arg

Gly

330

Leu

Leu

Ala

Arg
ser
410
Arg
Leu
Arg
Glu
Gin
490
Lys

505 .

Glu
Arg
Leu
Ala

Ile
585

83

Ala
Glu
_I]e

Thr

570

Pro

235
Thr

Arg
Leu
Ser
Lys
315
G'Iy

LysS

Arg

Tyr
Tyr
395
Gclu
Leu
Ala

Ala

val
475

Leuy

Thr

Leu

Leu
His
555
Ala

Va1-

Asp
Glu
His
Trp
300
Glu
Arg
Glu
Glu
Leu
380
Gly
Arg
Leu
His
Leu
460
Phe
Glu
Glu
Arg
Thr
540
Pro

Thr

Arg

Leu

Arg

Gtu
285
Pro
Pro
val
Ala
Gly
365
Leu
Gly
Lep
Trp
Met
445
ser
Arg
Arg

Lys

Glu
525

Lys.

Arg
Gly

Thr

Pro
Leu
270
Phe

Pro

Met

His

Ar
35

Lew

Asp

Glu
Phe
Leu
430
Glu
Leu
Leu
val
Thr

510
Ala

Leu:

Thr

Arg

Pro

590

Leu
255
Arg
Gly
PFrO
Trp
Arg
335
Gly
Gly
Pro
Trp
Ala
415
Tyr
Ala

Glu

Ala

Leu

495
Gly

His
Lys
Gly
Leu
575

Léu

240
Glu

Ala
Leu
Glu
Ala
320
Ala
Leu
Leu
ser
Thr
400
ASN
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe
LyS
Pro
ser
Arg
560

Ser

Gly
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GIn Arg Ile Arg Arg Ala Phe Ile Ala Glu G140 Gly Trp Leu Leu val
545 600 : 605 i '

Ala Leu Asp Tyr Ser GIn ITe Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser
610 615 . 620

-G'I Asp Glu Asn Leu Ile Arg val pPhe Gln Glu Gly Arg Asp Ile His
625 630 635 640

Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly val Pro Arg Glu Ala val Asp
645 650 655

Arg Arg Ala Ala Lys Thr Ile Asn Phe Gly val Leu Tyr
66 - 665 ' 670

Gly Met ser Ala His Arg Leu Ser GIn Glu Leu Ala Ile Pro Tyr Glu
675 . _ 680 - 685 '

Glu.A1é'G1n Ala Phe Ile Glu Arg Tyr Phe Gln Ser phe Pro Lys val
' 690 - 695 . 700 '

g Ala Trp 1le Glu LyS Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly-;{g

Pro Leu Met

Ar
705 ) ' - 710 . 715

val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr val Pro Asp Leu Glu Ala
| _ 725 730 735

Arg val Lys Ser val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met
740 _ 745 _ 750

Pro val 61n Gly Thr Ala A]a Asp Leu Met Lys Leu Ala Met val Lys
755 o 760 765 _

Leu Phe Pro Arg Leu Arg Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gln val
770 775 780

His Asp Glu Leu Leu Leu Glu A1a-Pro GIn Ala Arg Ala Glu Glu val
785 790 . 795 800

Ala Ala Leu Ala Lys Glu Ala Met Glu Lys Ala Tyr Pro Leu Ala val
- 80% _ 810 _ 815

Pro Leu Glu val Lys'Val Gly Ile G1g G1u Asp Trp Leu Ser Ala Lys
_ S 820 82 830

Glu
<210> 57
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia clonada

<400> 57

atggcgatge ttcccctctt tgagoccaag ggccgegtee tectggtgga cggccaccac 60
ctggcctacc gcacctictit cgocctgaag ggccccacca €gagocgggg Cgaaccagtg 120

caggtggtct acggcttcge caagagecte ctcaaggecc tgaaggagga cgggtacaag. 180

84



gccgtetteg
tacagggcgg
gagctggtag
gttctcgeca
gccgaccgeg
cacctcatca
gacttcecgeg
gagaagaccg
ctggaccggg
‘aggctetect
caggggcgag
agcctectee
cceecgecgg
gatcttctgg
aaagccctca
gccctaagyg
ctggaccctt
gaggaggegg
cttgaggggy
gtcctggeee
tcectggagg
caccccttca
cttcccgect
gaggceetce
aagctgaaga
ctccacacce
aacctccaga
gccgaggagg
gcccacctet
écggagaccg
cgggCQgcca
caggagctag
ttcctcaagg

gtggagaccc

tggtctttga
ggagggcecc
acctcetggy
ccetggecaa
gcctatacca
cccecggagtyg
‘ccetegtyag
ccctcaaget
‘taaagccaga
tggagctctce
agccegaceg
acgagttcgg
aaggggcctt
ccctggeege
gggacctgaa
aaggccttgg
ccaacaccac
gggagcgggc
aggagaggct
acatggaggc

tggccgagga
acctcaactc
tggggaagac
gcgaggccca
gcaccracar.
gctfcaacca
acatccccgt
ggtggctact
ccggcgacgﬁ
ccagctggat
agaccatcaa
ccatccctta |
tgcgggcctg
tcttcgoccg

ES 2 546 945 T3

cgccaaggec
gacccccgag
gtttaccege
gaaggcggaa.
actcgtctat
gctttgggag
ggacccctec
cctcaaggag
aaécgtccgg
ccgggtgege
ggagggactt
ccttetggaa
cgtgggetet
cgccaggggt
ggaggcacgg
cctcecgeee
ccecgagggg
cgccetttece
cctttggett
cacgggggtg
gatcgccege
ccgggaccag
gcaaaagacg
ccccatcgtg
tgaccccttg.
gacggccacg
ccgecaccecg
ggtggtcctg
éaacctgatc
gttcggcgtf
cttcggggtc
cgaggaggec
gattgagaag

ccgecegetac

cectcattec
gacttcccec
ctcgaggtee
aaggaggggt
gaccgcgtcg
aagtacggcé
gacaacctec
tggggaagcc
gagaagatca
accgacctcec
agggcctttc
agccccaagg
gtgettteee
ggtcgagtec
gggcttctcg
ggcgacgacc
gtggcccgge
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggceg
ctggaaatag
ggcaagcgcet
gagaagatcc
tcggacctea
gccacgggea
cttgggcaga
gactaﬁagcc
agggtcttec
ccccgggagy
ctctacggcé_
caggccttca

accctggagg

gtgccagacc

85

gccacaaggce
ggcagctcgc
ccggctacga
acgaggtgcg
ccgrecteca
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc
accgggecce
ccaaagécct
ccatgecrtect
gctacggcgg
tcgecaaccet
tggagaggec
tggcctatet
aggﬁcttccg
tgctctttga
ccaccagege

tgcagtaccg

tecaccccag

ggctaagtag
ggatccgccg
agatagagct
dggagaggcy
ccgtggacee
tgtcégccca
ttgagegeta
aggqcaggag
tagaggcccg

ctacgaggcece
Cctcatcaag
ggcggacgac
Catccfcacc
cccegaggge
gcagtgggtg
gggcatcgag
cctcaagaac

ggaagacctc

ggacctcgec .

tgagtttggc
ggcccectgg
catgtgagcc
cgﬁgccttat
gagcgttctg
cgecctacctc
ggagtggacg
9tgggggagg
cctttceget
cagggccttg
cetggcegge
c¢gagcttagg
cycegtectg
ggagctcacc

. gacgggccge.

ctccgatccc
ggtcftcatc
cagggtgttg
ggacatccac
cctgatgecge
ccgectetec
Ctttcagagc
gcggggatac
ggtgaagagc

240
300
360
420

480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620

1680

1740
1800
1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220



10

atgcgyugagy
ttcatgéagg
ctccttcagg
gcccggetag
gaggtgggga

<210> 58

<211> 833
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 58

Met
1

asp
Thr
Ser
val

65

Tyr

Ala

val
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu

Lys

Ala
Gly
Thr
Leu
50

Phe

Arg

Leu

IPI"D

Glu

130

Tyr

Leu

Gln

Pro

Glu

Met
His
ser
35

Leu
ASp
Ala
Ile
Gly
115
Lys
GIn

Ile

Trp

Gly
195

Trp

Leu
His
20

Al"g
Lys
Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Glu
Leu
Thr
val
180

va1

Gly

Pro

Leu

_G1y

Ala

Lys

Arg
85

Glu

Glu

Gly

val
Pro
165
ASp

Lys

ser

Leu
Ala
Glu
Leu
Ala

70
Ala

Leu

Ala

Tyr

.Tyr

150
Glu

Phe

Gly

Leu

ES 2 546 945 T3

Phe
Tyr
Pro
Lys
.55
Pro
Pro

val

Asp

Glu
135
Asp
Trp
Arg
Ile

Glu

Glu

Arg

val

- 40

Glu

Ser.

Thr
ASp
Asp
120
val
Arg

Leu

Ala

Gly
200

Asn

Pro
Thr
25

GlIn
Asp

Phe

Pro

Lys
10

Phe
val
Gly
Arg

Glu

.90

Leu
105
val
Arg
val

Trp

Leu
185

G]u-

Leu

86

Leu
Leu
Ile
Ala
Glu
170
val

Lys

Leu

taggggagoa ctggctctcc'gccaaggagt ga

Gly
Phe
val
Tyr
His
75
Asp

Gly

Ala

Leu
val
155
Lys
Gly

Thr

Lys

Arg
Ala
Tyr
Lys
60

Lys

Phe

Thr

Thr
140

Leu

Tyr:

Asp
Ala

Asnh

cggccgageg catggoectte aacatgoccy tccagggeac
tggctatggt gaagctttfc €ccagoctgg aggaaatgag
tccacgacga gotggtectc gaggecccaa aagagagggc

ccaaggaggt catggagggg gtgtatccce tggccgtgee

val
Leu
Gly
45

Ala
Ala

Pro

Thr

Leu.

125
Ala

His
Gly
Pro
Leu
205

Leu

cgccgecgac
ggccaggatg
ggaggccgty
cctgoaggtyg

Leu
Lys
30

Phe

val

Tyr

Arg
Arg
110

Ala

ASD

-Pro

Leu

Ser
190

Lys

Asp

Leu

15

Gly

Ala

Phe
Glu

Gin

'95

Leu
Lys
Arg
Glu

Ar
17

Asp

Leu

-Arg

val
Pro
LysS
val
Ala
80

Leu
Glu
Lys
Gly
Gly
160
Pro
Asn

Leu

val

2280
2340
2400
2460
2502



Lys
Arg
val
Phe
Leu

G
30
Asp

Pro-

Leu
Pro
Asn
- 385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
-ASp
Arg
Ile
Thr

545

Leu

210

Pro
Leu
Asp
Lew
Glu
290
Ala
Leu
Glu

Ala

Pro
370

Thr"

Glu
Trp
val
2}
Glu
Pro
Glu
ser
val

330
Tyr

His

Glu

_Ser

Leu
Glu
275
ser
Phe
Leu

Pro

3%

Gly.

Thr
Ala
Gly
Glu
435
Arg
Glu
Phe
Leu
Thr
515
Glu

Ile

Thr

Ash
Ley
Ala
260
Arg
Pro
val

Ala

Tyr
340
Asp
Asp
Pro
Gly
Ar

42

Arg
Leu
Ile

Asn

Arg
500

ser.

Lys

Asp

Arg

val

Glu
245

GIn

‘Leu

Lys
Gly
Leu
325
Lys
Leu
Asp
Glu
Glu
405
Leu
Pro
Asp
Ala
Leu
485
Leu

Ala

Ile

Pro

Phe
565

Arg
230
Leu
Gly
Glu
Ala
Phe
310
Ala
A'_la
Ser
Pro
Gly
390
Arg
Glu
Leu
val
Ar

47

Asn
Pro
Ala
Leu
Leu
550

Asn

ES 2 546 945 T3

215
Glu

ser
Arg
Phe
Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met
375
val
Ala
Gly
ser
Ala
455
Leu
ser
Ala
val
Gln
535

ser

GIn

LyS
Arg
Glu
Gly
280
Glu
Leu
Ala
Arg
Leu
360
Leu
Ala
Ala
Glu
Ala
440
Tyr
Glu
Arg
Leu
Leu

520
Tyr

Asp

Thr

Ile
val
Pro
269
ser
Glu
Ser
Arg
AS
34
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu
Ala
Asp
Gly
505
‘Glu
Arg
Leu

Ala

Lys
Arg
250
ASp
Leu
Ala
Arg
Gly
330
Leu
Leu
Ala
Arg
ser
410
Arg
Leu
Arg
Glu
Gln
490
Lys

Ala

Gtu

Ile

Thr

570

87

Ala
235
Thr
Arg
Leu
Pro
Lys
315
Gly

Lys

Arg

Tyr

TYyr

/395

Glu

Leu

Ala

Ala

val

475

Leu
Thr
Leu

Leu

‘His

555
Ala

220 -

His
ASp
Glu
His
300
Glu

Arg

Glu

Glu

Leu
380
Gly
Arg
Leu
His
Leu
460
Phe
Glu

GIn

Arg

Thr-

540

Pro

Thr

Leu

Leu

Gly

Glu
285

Pro.

Pro
val
Ala
Gl

36

Leu
Giy
Leu
Trp
Met
445
ser
Arg
Met
Lys
Glu
525
Lys

Arg

Gly

Glu
Pro

Leu

1270

Phe
Pro
Met

His

Ar
350

Leu

Asp
Gl ul
Phe
Leu
430
Glu
Leu
Leu
Qa'l
Thr

510

Ala

Leu,

Thr

Arg

Asp
Leu
255
Ar‘g
Gly
Pro

Trp

Arg
335

g Gly

Gly
Pro
Tl'p
Ala
415
Ala
Giu
Ala
Leu
495
Gly

His

Lys

Gly

Leu
575

Leuy
240
Glu
Ala
Leu
Glu
Ala
320
Ala
Leu
Leu
ser
Thr
400
AsSn
Arg
Thr
val

Gly
480
Phe
Lys
Pro
Ser
Arg

560

ser
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ser
q]n
val
Gly
625
The
_Pro
Gly
Glu
Ar

705
val
Arg
Pro
Leu
His
785
Ala

Pro

Glu

Ser

Arg

Leu
610
Asp
Glu
Leu

Met

Ala
690

g Ala

Glu
val

val

Asp
Ile
595
Asp
Glu
Thr
Met
ser
675
Gln
Trp
Thr

Lys

GIn

- 755

Phe
770
ASp
Arg

Ley

<210> 59

<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 59

Pro
Glu
Leu

G1u

Pro
580
Arg
Tyr
Asn
Ala
Ar

660
Ala
Ala
Ile

Leu

-Ser
740

Gly

Al“g
Leu
Ala

val
820

Asn

Arg

Ser

Leu

ser
645

g Arg

His

Phe

Glu

Phe
725

val

Thr

Leu

val

Lys
805

GIu

Leu
Ala
GIn
s
Trp
Ala
Arg
Ile
7o
Gly
Arg
A1a

Glu

Leu.

790
Glu

val

ES 2 546 945 T3

Gln
Phe
Ile
615
Arg
Met
Ala
Leu
Glu
695
Thr
Arg
Glu
Ala
Glu
775
Glu

val

Gly

Asnh

Ile
600

Glu

‘val

Phe
Lys
Ser

680
Arg

Leu

Arg
Ala
AS

760
Met
Ala
Met

Ile

Ile

585 -

Ala
Leu
Phe
Gly
Thf
665
Gln

Glu
Arg

Ala
745

p Leu

Gly
Pro
G1u

Gly

Pro
Glu
Arg

G6ln

val

650
Ile

Glu

Phe

Glu
Tyr
730
Glu
Me‘;

Ala

Lys.

Gly
810

Glu

val arg

Glu
val
Glu
635
Pro
ASD
Leu
Gln
Gl

71

val
Arg
Lys
Arg
Glu
795

val

Asp

Gly

Leu

620
Gly

Arg
Phe

Ala

Thr

. 590

Trp .
605
Ala
Arg

Glu

Gly

Ile

. 685

ser
700

Arg

Pro
Met

Leu

‘Met

780
Arg

Tyr

Trp

‘Arg

Asp
Ala
Ala -
765
Leu
Ala

Pro

Leu

Pro
Leu
His
ASpD
Ala
val
670
Pro
Pro
Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu
Glu

Leu

Ser
830

Leu
Leu
Leu
Ile
val
655
Leu

Tyr

Lys

Gly

Glu
735

Asn

val

G]n.

A]a

Ala
815

Ala

Gly
val
Ser
His
640

Asp

Tyr

val
TYr
720
Ala
Met
Lys
val
val
800

val

Lys

atggcgatge ttccectctt tgagcccaag ggecgegtcc tcctggtgga cggecaccac

88

60



ctggcctace
caggtggtct
gccgtetreg
tacagggcgg
gagctggtigg
gttctcgeca
gccgaccgeg
cacctcatca
gacttccgcg
gagaagaccg
ctggaccagg
aggctctcct
€aggyggcyggy
agcctcctec
ccceegecgy
gatctictgg
aaagcectca

gccctaaggg

ctggaccctt

gaggaggcgq
cttgaggggg
gtcctggcce
tccctggagg
cacceccttca
cttcccgeca
gaggeectee
aagctgaaga
ctccacaccc
aacctccaga
gccgaggagy
gcccacctet
acggaaaccqg
cgggcggcca
caggagctag

gcaccttctt

acggcttege

tggtctrtga
ggagggccec
acctcctggg
cctrcgecaa
gcetctacca
cﬁccggagtg
cccrcgtgag
ccctcaagct
taaagccaga
tggagctctc
agcccgaccg
acgagttegg
aaggggcctt
cccrggecge
gggacctgaa
aaggccttgg
craacaccac
9g9gagcgggc
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggcecca
gcaccracat
gcttcaacca
acatccecgt
ggtggctatt
ccggcgacga
ccagetggat
agaccatcaa

ccatcccrta
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cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggcec
gacccccgag

gtttacccgc

gaaggcggaa

actcgtctet
gcttigggag
gaacccctcc
cctcaaggayg
aaacgtccag
c€cgogrgege
ggaggggete
ccttetggaa
cgtgggecttt
cgccaggggt
ggaggcgcgg

ccteccgece

ccccgagggg
cgeceerttec
cetetggett
€acggggatg
gatcgcccgo
ccgggaccag
ggagaagacc
ccccategeg
tgacccctty
gacggccacy
ccgeacceceeg
ggtggtccig
gaacctgatc
gttcggegtce
ctrcgggatc
cgaggaggct

ggccccacea
ctcaaggccc
ccctcattee
gacttcccee
ctcgaggtcc
aaggaggggt
gaccgedteg
aagtacggcc
gacaacctcc
tggggaagcc
gagaagatca
accgacctcc
agggcctrrec
agccccaagg
gtgctttccc
ggtcgagtec
gggcttcteg
ggcgacgacc
gtggcecggce
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggecg
ctggaaaggag
ggcaagcget
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggca
ctcgggcaga
gactatagcc
cgggtcttcc
ccccgggagy
ctctacggca

caggccttca

89

£gagccgggg
tgaaggagga
gccacaagge
ggcagctcge
ccggctacga
acgaggtgcg
ccgtecteca
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccetggaggt
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc
accgggecce
cCaaagacct
ccatgctcect
gctacgacgo
tcgecaacct
tggagaggcc
tggcctatct
aggtcttecg
tcctctttga
ccaccagege
tgcagtaccg
tccaccecag
gactaagtag
ggatccgecg
agatagagct
a99aggggca
ccgtggacce
tgtcgaceco
ttgagcgeta

¢gaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggee
cctcatcaag
ggcggacgac
catcctcacc
ccccgaggge
gcagtgggtg
gggcatcggg
cctcaagaac

ggaagacctc‘-

ggacctcgcc
tgagtttggce
ggccecectyg

catgtgggcc

cgagccttat

gagegttetg

cgcetacctc
ggagtggacg
gtgggggagyg
cctttccget

‘cagggccttg
cctggeecgge

cgagctagag
cgccgtectg

‘ggagctcacc

gacgggcege
cteccgatecec
ggccttcatce
cagggtgctg
ggacatccac
cctaatgcge
cegeetotee

ctttcagaqc

120
180
240
300
360
420

- 480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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ttccecaagg
gtggagaccc
gtgcgggagg
ctcatgaage
ctcettcagg
gcceggetyg
gaggtgggga
<210> 60
<211> 833

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

tgcgggectg
tctteggecg
cggccgagceg
tggctatggt
tccacgacga

ccaaggaggt
taggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 60

Met Ala Met Leu

1

Asp Gly
Thr Thr
Leu

50

Phe

Ser

val
65

Tyr'Arg
Ala teu
val
A1§ Glu

130

Leu Tyr
145

His Leu

Glu GIn

Leu Pro

His
ser Arg
35

Leu

Asp Ala

Ile
Pro GTy Tyr
115
Lys
6ln
Ile Thr

frp val

Gly val

Pro

His

Leu
- 20 :

Lys ala

Lys

Ala Gly Arg

85

Lys Glu

100

Glu

Leu Val
165

Asp
180

Lys

Leu
Ala Tyr
Gly Glu
Leu
5

Ala

Leu. val

Gly Tyr Glu

Gly 1le

ES 2 546 945 T3

gattgagaag
ccgeegetac
catgéccttc
gaagctcttc
getggtectce

catggagggg
ctggctttcc

Phe Glu

Arg
val

40
Glu

Pro
Lys
35

Pro Ser

Glu Ala Asp Asp

120

val
135

Ser Asp Arg
150

Pro Glu Trp.

Leu

Phe Arg Ala

Gly

Pro Thr-

Asp.

accctggagg
gtgccagace

aacatgcccg

cccaqgetgg

gaggccccaa
gtgratcccc

gccaagggtt

Pro Lys

10

Thr phe

25
Gln val

Asp Gly Tyr

Phe Arg

Glu
90

Leu

Pro

Leu
105

val

Arg Ile

val
Trp Glu
1?0

Leu val

185

Glu Lys

90

Gly Arg val
Phe

val

His
75
Asp
Gly
Leu Ala
Leu
Ala val
155
Lys

Gly Asn

Thr

agggcaggag gcgggggtac
tagaggcccg ggtgaagagce
tccagggcac cgccgeocgac
aggaaatggg ggccaggatg
aagagagggc ggaggccgtg
tggcegtgee cctggaggfg
ag -

Leu val

15
Gly

Leu

Leu Ly Pro

.30

Ala

Gly Phe

45

Tyr Ala

Lys-Ala val Phe val

60

Lys ‘Ala

80

Leuw

Ala Tyr Glu

GIn
95

Leu

Phe Pro Arg

Phe. Thr Arg.
: 110

Phe Ala
125

Ala Asp Arg

Thr ‘LYS LYS

Gly
140
Leu His

Pro Glu Gly
' - 160

Tyr Gly 'Leu Ar

175
ser
190

Lys

Pro Asp Asn

Ala Leu Leu Leu

Lys.

Glu

g Pro .

2160

2220

2280

12340

2400
2460
2502



Lys
LysS
-2%5
Arg
val
Phe
Leu
Gl
30
Asp
Pro
Leu
Pro
ASn
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
ASD
Arg

Ile

Thr
545

'Glu

210

Pro
Leu
Asp
Leu
Glu
290
Ala
Leu
Glu

Ala

Pro

370

Glu

Trp
val
2
Glu
Pro
Glu
ser
val

530
Tyr

195
Trp

Glu
Ser
Leu
Glu
275
Ser
Phe
Leu
Pro
Lys
355

Gly

Thr

Ala.

Gly

Glu

Gly

Asn
Leu
Ala
260
Arg
Pro

val

Ala

Tyr
- 340

Asp
Asp
Pro

Gly

Arg

435 -

Arg
Glu
Phe

Leu

Leu
Ile

ASn

Gly

- 500

Thr
515

Glu

Ile

Ser-

Lys

Asp

sgr

val

Glu
245
GIn
Leu
Lys

Gly

Leu
325

‘LYS

Leu
Asp
Glu

Glu
405

Arg Leu
420

Pro
Asp
AJa
Leu
485
Leu

Ala

Ile

Pro

Leu

‘Arg

230

Leu
Gly
Glu
Ala
Phe
310
Ala
Ala
Ser

Pro

Gl

-39

Arg
GTu

Leu

val

Arg
470

Asn

IPro

Ala

Leu

Ley
550

ES 2 546 945 T3

Glu
218
Glu

sSer

Arg

Phe

Leu

200

Asn

Lys

Arg

Glu

Gly
280

Glu

295

Ya]

IAI&

Leu
val
Met
375
val

Ala

Gly

-Ser

Ala

455

Leu
sSer
Ala
val
GlIn

535

Pro

Leu

Ala

Arg

Leu

360

Leu
Ala
Ala
Glu
Ala
440
Tyr

G1q

Arg

‘Ile

Leu
520

Tyr

Asp.

Leu

Ile

Va]

Pro
265

Ser

Giu

Ser
Arg
AsSp
345
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu

Ala

AsSp

Gly.

505
Glu

Arg

Leu

91

Leu
LysS
Arg
250
Asp
Leu
Ala
Arg
Gly
330
Leu
Leu
Ala

Arg

ser
410

Arg

Leu

Arg

Glu

Lys
Ala
235
Thr
Arg
Leu
Pro
Lys

315
Gly

Lys:

Arg

Tyr

ASn
220
His
Asp
Glu
His

Trp

208
Leu

Leu

Leu

Gcly

Glu
285

Pro

300

Glu
arg
Glu
Glu

Leu

- 380

Tyr
395
Glu

Leu
Ala
Ala

val

. 475

Gin
490
Lys
Ala

Glu

Ile

Leu

Thr

Leu

Leu

His
555

Gly

Arg
Leu
His

Leu

Pro
val
Ala

Gl
36

‘Leu

Gly

Leu

Tep

ASp

'Glu

Pro
Leu
270
Phe
Pro

Met

His
Leu
ASp

Glu

Leu

- 430

Met

Glu

445

ser

460

Phe

Glu

Glu

Arg

Thr

540

Pro

‘Arg

Arg

Lys

Glu

525

Lys

Arg

Leu
Leu
val
Thr
510
A1a'
Leu

Thr

Arg
AsSp
Leu
255
Arg
Gly
Pro

Trp

Arg
335

Arg Gly
© 350
'G1y

Pro

Trp

val
Leu
240
Glu
Ala
Leu
alu
A]é
320
Ala

Leu

Leu

Ser

Thr

400

Ala
415
Tyr
Ala
Glu
Ala
Leu
495
Gly
His
LyS

Gly

Asn

Arg

Thr
val
Gly
480
Phe
Lys
Pro

sSer

Ar
56
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Leu
‘ser
GIn
val
Gly
625
Thr
Pro
Gly
Glu
Ar
70
val
Arg
Pro
Leu
" His
785
Ala

Pro

Gly

His

Ser
Arg
Leu
610
Asp
Glu
Leu
Met
Ala
690
Ala
Glu
val
val
Phe
770
ASp

Arg

Leu

<210> 61

<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Thr
Asp
Ile
595
Asp
Glu
Thr
Met
Ser
675
Gln
Trp
Thr
Lys
GIn
755
Pro
Glu
Leu

Glu

Arg
Pro
580
Arg
Tyr
Asn
Ala
Ar

660
Ala
Ala

Ile

Leu

Ser’

740
Gly

Arg

Leu

Ala

val
820

Phe
565
Asn
Arg
ser

Leuw

Ser
645

q Arg

Arg

Phe

Glu

Phe

725

val
Thr
Leu
Va]
Lys

805
Glu

<223> Secuencia clonada

<400> 61

Asn
Leu
Ala
Gln

Ile

ES 2 546 945 T3

Gin
Gln
Phe
Ile

615
Arg

630

Trp

Ala

Arg

Ile

LyS

Met
Ala
Leu
clu

695
Thr

710

Gly

Arg

Ala

Glu

Leu
790

Glu

val

Arg
Glu
Ala
Glu
775
Glu
val

Gly

Thr

ASn

Ile

600

Glu
val

Phe

Lys

Ser
680

Arg

Leu

Arg
Ala
ASp
760

Met

Ala

Met

Ile

Ala

Ile
585

Ala

Leu
Phe
Gly
Thr
665
G1n
Tyr
Glu
Arg
Ala

745

Leu

Gl y'

Pro

Glu

'G1y

92

Thr
570

Pro

Glu

Arg

Gln

Ala

val

Glu

val

Glu

. 635

val
650
Ile
Glu
Phe
Glu
Tyr
730
Glu
Met
Ala

Lys

61 y

810-

Glu

Pro
Asn
Leu
GlIn
!

val

Arg

Lys

Arg
Glu
795
val

Asp

j‘ﬁr
Arg
Gly
Leu

620
Gly

phe
Ala
ser

700

Arg

Fro

Met
Leu
Met
780

Arg

TYr

Trp

Thr
Trp
605
Ala
Arg
Glu
Gly
Ile
685
Phe
Arg
Asp
Ala
Ala
765
Leu
Ala
Pro

Leu

Arg

Pro
590

Leu

His

Asp

Ala

val
670
Pro
Pro
Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu
Glu

Leuw

ser
830

Leu
575
Leu
Leu
Leu
Ile
val
655
Leu
;ryr
Lys
Gly
Glu
735
ASn
val
GIn
Ala

Ala

Ser
Gly
val
Ser
His
640
Asp
Tyr
Glu
val
730
Ala
Met
Lys
val

val
800

val

815

Ala

LYys



atggtgatgc
ctggcctacc
caggcggtct
geegtetteg
tacaaggcgg
gagctgtag
gtcctggeca
gcegaccycy
cacctcatca
gécttccgcg
gagaagaccg
ctggaccggg
aggctctect
Caggggcggg
agcctectee
ccccegeegg

gatctictgg

aaagccctca

gccctaaggg
ctggaccctt
gaggaggcyag
cttgaggggq
gtcctggeec
tccctggagg
caccccttca
cttcccgeca
gﬁggccctcc
aagctgaaga
ctccacaccc
aacctccaga
gccgaggagg
gcccaccret
acggaaaccg

cgggcggeca

ttcccctctt
gcaccttett
acggcttcge
tggtctttga
ggagggcccc
acctcctggg
gcctggccaa
acctctaccea
ccccggagtg
ccctcgtggg
Ccctcaagct
taaagccaga
tggagctcte
aacccgaccy
acgagttcgg
aaggggcctt
ccectggeogce
gggacttygaa
aaggccttgg
Ccaacaccac
gggagcggyc
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaacte
tcggcaagac
gcgaggccca
gcacctacat
gcttcaacca
acatccccgt
ggtggctatt
ccggcgacga
ccagctggét

agaccatcaa

ES 2 546 945 T3

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggee
gacccccgag
gtttacccgc
gaaggtggaa
actegtctee
gctttgggag
ggacccctec
cctcaaggag
aaacgtccgy
ccgagtgcgc
ggagaggctt
ccrtctggaa
;gfgggcttt
cgccagggat
ggaggcgcog
cctecegeec
ccccgagggg
cgecctttee
cctttggctt
cacaggggtyg
gatcgcccge

ccgggaccag

ggagaagacc

ccccategtyg
tgaccccttg
gacggccacyg
cegeacceeg
ggtggtcctg
gaatctgatc

gttcggcgtc

cttcggggtt

ggccgegtcec
ggcctcacca
ctcaaggecc
tcctecttec
gacttcccéc
ctcgaggtce
aaggaggggt
gaccgcgtcg
aagtacggcc
gacaacctcc
tggggaggcc
gagaagatca
accgacctcc
agggeccttic
agccccaagg
thctttccc
ggtcgggtce
gggctctcy
ggcgacgacc
gtggcccgge
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggeeyg
ctggaaaggg
gg&aagcgct
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggcea
ctcgggcaga
gactatagce
cgggtcttcc
ccccgggagy

ctctacggea

93

tcctggtgga
cgagccggag
tgaaggagga
gccacgaggc
ggcagcttgc
ccyggctacga
acgaggtgcg
ccgtccteca
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
cectgyaggt
tegagaggct
écctggagga
gcaaggagcc
accyggaccec
ccaaagacct
ccatgctcect
gctacggeag
tcgccaacct
tggataggcc
tggcctacct

aggtcttccg

tectetttga

ccaccagegce
tgcagtaccg
tccaccccag
ggctaagtag
ggatccgccy
agatagagct
aggaggegeg
ccgtogacee

tgtcggccca

cggccaccac

tgaaccggtg

cggutacaag
ctacgaggcc
cctcatcaaqg
ggtggacgac
catccteacc
ccccgagggc
gcagtgggrg
gggcatcgag
cctcaagaac
ggaagacctc
ggacctcgcece
tgagtttggc
ggccccctgg
catgtgggct
cgagccttat
gagcgttctg
cgcctaccte

ggagtggacg

qatggggagagg

cctticcget

cagggccttg

cctggccgge

cgagctaggag.

cgccgtcctg

ggagctcacc

‘gacgggeegc

ctccgatecc

ggccttcatce

'cagggtgctg

ggacatccac

cctaatgecgce

ccgeotetec

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

. 1860

1920
1980

2040
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‘caggagctag
ttccccaagg
gtggagaccce
gtgcaggagg
ctcatgaagc
ctcctteagy
gcceggetgg
gaggtgggga

<210> 62
<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

ccatccctta
tgcgggectg
tcttcgoccg
cggccgageyg
tggctaiggt
tccacgacga
ccaaggaggc

taggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 62

Met val Met Leu
1 ) .

Asp Gly

Thr Thr

Leu
50

Phe

ser
val
65 _
TYr LYS

Ala Leu

val Pro

His
ser
35

Leu
ASp
Ala
Ile

Gly

Pro
5
His Leu
20

Arg Gly

Lys Ala

Ala Lys

Gly Arg

85
Lys Glu
100

Tyr Glu

115

Glu
130

Tyr

val

Leu
145

His Leu

Glu Gln

Lys
GIn
Ile

Trp

Glu Gly
Leu val

ES 2 546 945 T3

cgaggaggcc
gattgagaag
‘ccgtegetac
catggccttc
gaagctcttc
getggrectc

catggagggad
ctggctetec

caggccttca
acectggagg
gtgccagacc
aacatgcccg
cccaggctgg
gaggccccaa
gtgtatccce

gccaaggagt

ttgagcgcta

agggcaggag
tagaggcccg

.tccagggeac

aagaaacgdg

'aagagagggc

tggccgtgcc
ga

ctttcagagc
gcgggggtac
ggtgaagagc
cgccgeegac
ggccaggatg
ggaggtcgtg
cctggaggtg

Leu

AIa

Glu

Leu

Ala

70
Ala

Leu

val

TYr

Ser

150

Thr Pro

165

val asp

Glu

Phe

Phe

Tyr
Pro
Lys
3]

Ser
Pro
val
ASp
Glu
135
Asp

Trp

Arg

Glu
Arg
val
40

Glu
ser

Thr

ASp

Pro

Thr

25
“GIn

Asp

Phe

Pro

Leu

. 105

Asp
120
val
Arg

Leu

Ala

val
Arg
val
Trp

Leu

94

Lys
10 .

Phe
A}a
Gly
Arg
%
Leu
Leu
Ile

Ala

Glu

Gly Arg Va1

Phe A1a Leu

val Tyr

6

Glu

45
Tyr

His Ala

75

Asp Phe Pro

Gly phe Thr

Leu
125

Ala

Ala Ser

Thr
140

Leu

val His

155
Lys

Leu

Tyr Gly

170

val

Gly Asp Pro

Ala

Leu

Lys
30

Gly Phe

val
Tyr
Arg

Arg

110

Ala
Asp
Pro
Leu

Ser

Leu
15

Gly

Ala

Phe
Glu
Gln
95

Leu
Lys
Arg
Glu
Ar

17

Asp

val
Leu
Lys
Va]

Ala

80

Leu

Glu

Lys

Asp

Gly
160

Pro

Asn

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2502



Leu
LyS
Lys
225
Arg
val
Phe
Leu
Gly
305
ASp
Pro
Leu
Pro
Asn
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
ASp
Arg

Ile

Pro
Glu
210

Pro

Leu

Asp

Leu

Glu
290
A]Ia

Leu

Glu
Ala
Pro
370
Thr
Glu
Trp
val
vé'l
450
Glu

Pro

Glu

Ser

val
530

Gly
195
Trp
Glu
Ser
Leu
Glu
275
ser
Phe
Leu
Pro
Lys
3%
Gly

Thr

Ala

cly

Asp
435

Arg
Glu

Phe

Leu

Thr
515

Glu

180
val

Gly

Asn’

Leu
Ala
260
Arg
Pro
val
Ala
Tyr
340

Asp

Asp

Pro

Gly
Ar

42

Arg
Leu
Ile
Asn
Gly
500

Ser

LyS

LysS
Gly

val

Gly

Leu

Ar

"~ 23

Glu

245
Gln

Leu
Lys
Gly

Leu

325

Lys

Leuw

ASD
Glu
Glu
405
Leu

Pro

Asp

Ala

Leu
485

Leu

Ala

.I'I e

Leu
Gly
Glu
Ala

Phe
310

Ala.

Ala
Ser
Pro
%
Arg
Glu
Leu
val
Arg

470

Asn

Pro

Ala

Leu

ES 2 546 945 T3

Ile
Glu
215
Gl u
ser
Arg
Phe
Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met
37S
val
Ala
Gly

Ser

Gly
200
Asn
Lys
Arg

GHu

Gly
280

Glu

Leu

Ala

AI"QI

Leu
360
Leu
Ala
Ala

Glu

Ala

© 440

Ala
455
Leu

Ser

Ala

val -

Gln
535

Tyr

Glu
Arg

Ile

Leu

185
Glu

Leu

e
val
Pro
265
ser
Glu
Ser
Arg
AS

34

Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu

Ala

AsSp.

Gl
50

G'Iu.

520

Tyr

Arg

95

LYyS
Leu
Lys
Arg
250
Asp

Leu

A‘Iq

_Arg

Gly
330

Leu.

Leu
A]Ia
Arg
Ser
410

Arg

Leu

Arg

Glu
Gln
490
Lys

Ala

Glu

Thr
Lys
Ala
235
Thr
Arg
Leu
Pro
LyS
315
Gly
Lys
Arg
Tyr
Tyr
395
Glu
Leu
Ala
Ala
val

475

Leu
Thr

Leu

Leu

Ala

AsSn.
1220

His
Asp
sy
His

Trp

Leu
205
Leu
Leu
Leu
Arg
Glu
285

Pro

300.

Glu
Arg
Glu
Glu
Leu
380
Gly

Arg

Leu'

His

Leu
460

Phe

Glu

Glu
Arg

Thr
540

Pro

val

Ala
Gl

36

Leu
Gly
Leu
Trp
Met
445
Ser
Arg
Arg
Lys
Glu
525
Lys

190
Lys

'ASp

Glu

Pro

Leu

270

Phe

Pro

Met

His

Ar
35

‘Leu

Asp

Glu

Phe

Leu

430
Glu

Leu
Leu
val
Thr
510
Ala

Leu

Leu
Arg
ASp
Ley
255
Arg
Gly
Pro
Trp
Ar

33!

Gly
Gly
Pro
Trp
Ala
415
Tyr
Ala
Glu
Ala
Leu
495
Gly
His

Lys

Leu
val
Leu

240
Glu

Leu
Glu
Ala
320
Thr
Leu
Leu
ser
Thr
400
AsSn
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe
Lys

Pro

ser
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Thr Tyr I1e Asp Pro Leu Pro.Asp Leu
545 _ 550

teu His Thr Arg EEE Asn GIn Thr Ala

ser Ser Asp Pro Ash Leu GIn Asn Ile
. 580 585

GIn Arg Ile Arg Arg Ala Phe Ile Ala
"7 595 600

val Leu Asp Tyr Ser GIn Ile Glu Leu
610 _ . 615

Gly Asp Glu Asn Leu Ile Arg val Phe
625 T 830

Thr ¢lu Thr Ala gﬁg Trp Met Phe Gly

Arg Arg Ala A1aILys'Thr

660 "~ 665

Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser GlIn
675 680

Glu Ala GIn Ala Phe Ile Glu Arg Tyr
690 T 695

arg Ala Trp Ile Glu Lys Thr Leu Glu
705 - _ 710 -
val Glu Thr Leu ;gg Gly Arg Arg Arg

Arg val Lys ser val Arg Glu Ala Ala
_ - 740 745

Pro val Gln Gly Thr Ala Ala Asp Leu
755 760 .

Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Thr Gly
770 775 :

Pro Leu Met

His Asp Glu Leu val Leu Glu Ala Pro.

785 790

Ala Arg Leu Ala Iﬁgg Glu Ala Met Glu

Pro Leu Glu val Glu val Gly Ile Gly
820 _ 825

Glu
<210> 63
<211> 2550
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia clonada

<400> 63

96

Ile

Thr
570

Pro

_G]u

Arg
Gln
val
650
Ile
Glu
Phe
Galu
Tyr
730
Glu
Met
Ala

Lys

GTY

His

‘355

Ala
val
Glu
Qa1

Glu

‘635

Pro
Asn
Leu
Gln

Gly

715

val

Arg

Lys

Arg

.G1u

795
val

810 .

Glu

Asp

Pro

Thr

Arg

Gly
Leu
620
Gly
Arg
Phe
Ala
Ser
700
Arg
Pro

Met

Leu

Arg
Gly
Thr
Trp
605
Ala
Arg
Glu
Gly
Ile
685
Phe

Arg

ASp

Ala

Ala

765

Met
780

Arg

Tyr

Trp

Leu

Ala

Pro

Leu

Thr

Arg

Pro
590
Leu
His
AsSp
Ala
val

670

Pro

Pro

Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu

Glu

Leu

Gly
Leu
575
Leu
Leu
Leu
Ile
val
655
Leu
Tyr
Lys

Gly

Glu

735

Asn

val

GIn

Ala

Ala

Ar
56

Ser

Gly

‘val

ser
His
640
Asp
Tyr .
Glu
val
Tyr
720

Ala

Met

Lys

val

val
800

val

. 815 .

ser
830

Ala

LYyS



atggtgatgc
ctggecctacc
caggcggtct
gcegtetieg
tacaaggcgg
gagctggtgy
gtcctggeca
gccgaccgey
cacctcatca

gacttccgcg

gagaagaccg

ctggaccgag

aggctctect
€aggggcyggqg

agcctcctce

ccecegecgg
gatcttctgg
aaagcectca
gccctaaggg
ctggaccctt
daggaggcgg
cttgangggg
thctggccc
tcectggagg
caccccttca
cttccegeca
gaggccctec
aagctgaaga
ctccacacce
aacctccaga
gccgaggagg
gcccacctet

ttecoctett
gcaccttctt
acggcttege
tggtctttga
ggagggeccce
acctcctggg
gcctggecaa
gcctctacea
ccceggagtg
ccctegtggg
tectcaaget
taaagccaga
tggagctcte
agceccgaceg
acgagttcgg
aaggggcctt
ccetggeege
gggacttgaa
aaggccttgg
ccaacaccac
9ggagcggqgc
agéagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaacte
tcggcaagac
gcgaggecca
gcacctacat
gctrcaacca
acatcccegt
ggtggctatt

ccggegacga
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tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc
cgccaagycc
gacccccgag
gtttacccgc
gaaggtggaa
actcgtctet
gctttgggag
ggacccctee
cctcaaggag
aaacgtccgg
écgggtgcgc
ggagaggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt
cgccaggagt
gg9aggcgcqgg
ccteececgeec
ccccgaggqgg
cgcectttce
cctttggett
cacaggggtg
gatcgccfgc
ccgggaccag
ggagaagacc
ccccatcgtg
tgaccccttg
gacggccacg
ccgeaccecyg
ggtggtectg

gaacctgacc

ggccgegtec
ggcctcacca
ctcaaggccc
tcctocttcc
gacttctccc
ctcgaggtcc
aaggaggggt
gaccgcgtcg

aagtacggcc

gacaacctec
tggggaagec
gagaagatca
accgacétcc
agggcctttc
agccccaagg
gtgctttccc
ggtcgggtcc
ggﬁcttctcg
gacgacgacc
gtggcccggc
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacy
ctcgaggccg
ctggaaagqg
ggcaageget
gagaagatcc
ccggacctea
gccacgggca
ctcgggcaga
gactatagcc

cqgggtcttce

97

tcctggtygga
cgagccggag
tgaaggagga
gccacgaggc
ggcagctege
ccggctacga
acgaggtgcg
ccgtectcca
tcaggcegga
ccggggtcaa

tggaaaacct

aggcccacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagee
accgggecce
Ccaaagacct
ccatgetect
gctacggcgg
tcgcecaacct
tggataggcc
tggcctatct
aggtcttccg
tcctcttitga
ccaccagegc
tgcagtaccg
tccaccccég
ggctaagtag
ggatccgecg
agatagagct
aggaggggcyg

¢ggccaccac
cgaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc
tctcatcaag
ggtggacgac
catcctcace
cccecgagggce
gcagtgggtg
gggcatcggg
cctcaagaac
bgaagacctc
ggacctcgcec
tgagtttggce
ggccccctgg
catgtgggec
cgagccttat
gagcgttctg

cgeetaccte

‘ggagtggacg

gtggggoagg
cctttccget
cagggccttyg
cctggecgge

cgagctaggqg

cgccatcctg

ggagctcacc
gacggygccgc
ctccgatccc
ggcettcate
caggatgctyg
ggacatccac

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

900

- 960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



10

acggaaaccg
cgggcggeca
caggagctag
tteccccaagg

gtggaaaccc

gtcagggagg

cttatgaagc

ctcctccagg
gcggetttgg

aaggtgggga
gcttggegtc

<210> 64
<211> 849
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

ccagctggat
agaccatcaa
ccatcectta
tgcgggectg
tcttcggaag
ccgeggageg
tcgecatggt
tccacgacga
ccaaggaqqc
tcggggagga
acccgecagrt

<223> Secuencia clonada

<400> 64

Met val
1

Met Leu

Pro

ES 2 546 945 T3

gttcggegtce
cttcggggtt
cgaggaggcc
gatagaaadg
aaggcgctac
catggccttc
gaagctctic
gctcctecty
catggagaag
ctggctctee
cggtggttaa

Leu Phe Glu

cceccgggang

ctctacggeca

caggccttca
éCCCtggagg
gtgcccgacc
aacatgcccg
CCCCgcétcc

gaggccceee

gcctatecee

gcccaéggag

Pro Lys
10

Gly

ccgtggacec
tgtcggecca
tagagcgcta
aggggaggaa
tcaacgcceg
tccagggceac
gggagatggg
aagcgcgggc
tcgeegtacc

tgagtcgacc

Arg val

cctgatgege
ccgectetee

cttccaaage

gcggggctac
‘ggtgaagagt
cgccgecgac
ggcccgeatg
cgaggaggtg
cctggagotg
tgcaggcagc

Leu val

15

Leu

Asp
Thr
ser
val
65

Tyr
Ala
val
val

Leu
145

Gly
Thr
teu
50

Phe

Lys

teu

Pro

Glu

130

Tyr

His

Ser
35

Leu

ASp

Ala

ITe
Gly
115
Lys

Gln

His
20
Arg
Lys
Ala
Gly
LyS
100
TYr

Glu

Leu

Leu
Gly

Ala

Lys

Ar

SSg
Glu
Glu
Gly

val

Ala

6lu

Leu

Ala

70
Ala
Leu

vai

Tyr

135

ser
150

Pro
5
ser
Pro
val
Asp
Glu

Asp

Arg
val
40

Glu
ser
Thr
Asp
ASp
120
val

Arg

Thr
25

GIn
ASp
Phe

Pro

Leu

105

val

Arg

val

98

Phe
Ala
Gly

Arg

Gtu

90

Leu
Leu

Ile

Ala

Phe

val

Tyr

His

75

Asp
Gly
Ala
Leu

val
155

Ala
Tyr

Lys
60

Glu

Phe

Phe

Ser

Thr

140

Leu

Leu
Gcly
QS

Ala
Ala
Pro
Thr
Leu

125
Ala

His

Lys
30

val

Tyr

Arg

Gly

. Ala

Phe
Glu

GIn

.95

Arg.

110
Ala

Asp

Pro

lL.eu
Lys
Arg

Glu

Leu
Lys
val
Ala
80

Leu

Glu

LysS

1980

. 2040

2100
2160
2220
2280
2340
2400

- 2460

2520
2550



His
Glu
Leu
Lys
%
Arg
val
Phe
Leu
Gl

30

Asp
Pro

Leu

Pro.

Asn
385

Glu

Leu

G'll.;
Gly
Ala
465
His
-A'sp

Arg

Leu
Gln
Pro
Glu

210

Pro

Leu

ASp

Leu

Glu
290

Ala

Leu
Glu
Ala
Pro
370
Thr
G'_l u
Trp
val
val

450
Glu

Pro

Glu

Ser

Ile
Trp
Gly
195
Trp
Glu
ser
Leu
Glu
275
ser
Phe
Leu
Pro
Lys
355
Gly
Thr
Ala

Gly

Thr
val
180
val
Gly
ASN
Leu
Ala
260

Arg

Pro

val

Ala

Tyr
340

Asp

Asp
Pro
Gly

Ar

- 42

Asp

435

Arg
Glu
Phe

Leu

Thr

Arg
Leu
Ile
Asn

Gly

500

ser

Pro
165
Asp
Lys
ser

val

Glu
245

Gln

Leu
Lys
Gly
Leu
325%
Lys
Leu
Asp
Glu
Glu
405
Leu
Pro
Asp
Ala
Leu
485

Leu

Ala

Glu.

Phe

Gly

Leu

Ar

23

Leu
Gly
Glu
Ala
Phe
310
Ala

Ala

ser

Pro

Gly

390

Arg
Glu
Leu
val
Ar

47

Asn

Pro

Ala
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Trp
Arg
Ile
Glu
215
Glu
ser
Arg
Phe
Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met
375
val
Ala
Gly
ser
Ala
455
Leu
sSer
Ala

Ile

Leu
Ala
Gly
200
ASh
Lys
Arg
Glu

G'Iy
280

Glu

Leu
Ala
Arg
Leu
360
iLeu
Ala
Ala

Glu

.A'Ia

440
Tyr

‘Glu

Arg

Ite

Leu

Trp
Leuy
185
Glu
Leu
Ile
val
Pro
265
ser
Glu
Ser
Arg
Asp
345
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu
Ala
ASp
Gl

50
Glu

99

Glu
170

val

Lys'

‘Leu

Lys
Arg
250
Asp

Leu

Ala

Ala
Arg
ser
410
Arg
Leu
Arg
Gclu
Gln
490

Lys

Ala

Lys
Gly
Thr

Lys

Tyr
Asp
Ala

Asn

220

Ala
235
Thr
Arg
Leu
Pro
LYS
315
Gly

Lys

Arg

Tyr

Tyr

395

Glu

Lew

Ala

Ala

val

475

Leu

Thr

Leu

His
Asp
Glu
His
I
Glu
Arg
Glu
Glu
Leu
380
Gly
Arg

Leu

His

‘Leu

460

Phe

Glu
Glu

Arg

Gly
Pro
Leu
205
Leu
Leu

Leu

Arg

Leu

ser
190

Lys

ASp

Glu

‘Pro

Leu

- 270

Glu

285

Pro
Pro
val
Ala
Gly
365
Leu
Gly
Leu
Trp
Met
445
ser
Arg
Arg
LYs

Glu

fhe
Pro
Met
His
et
Leu
Asp
Glu
Phe.
Leuy
430

Glu

Leu

Leu.

val -

Thb
510

Ala

Ar
.33

178

AsSpD
Leu
Arg
Asp

Leu

255

Arg

Gly

Pro

Trp

Gly
Gly
Pro

Trp

Ala

415
Tyr

Ala

Glu
Ala
Leuw

495
Gly

‘His

Pro
Asn
Leu
val
Leu
240
Glu
Ala
Leu
Glu

Ala
320

) Ala

Leu
Leu
Ser
Thr
400
Asn
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe

Lys

Pro



Ile
Thr
545
Leu
ser
Gln
Va_'ll
Gly

625
Thr

Pro

Gly

Glu

Ar

70

val
Arg
Pro
Leu
His
785
Ala
Pro

Gly

Gly

val
530
His
ser
Arg
Leu
610
ASp
Glu
Leu
Met
Ala
690
Ala
Glu
val
val
Phe

770
Asp

A_'Ia'

Leu

val

<210> 65

<211> 2505
<212> ADN
<213> Atrtificial

5815
Glu

Ile
Thr
AsSp

Ile
595

Asp

Glu
Thr

Met

Ser

675
Gln

Trp

Thr

LYS
GIn
755
Pro
Glu
Leu
Glu

ser
835

Lys
Asp
Arg
Pro

580
Arg

Asn
Ala
Ar

66

Ala
Ala
Ile

Leu

Ile
Pro
Phe
565

Ash

Arg

‘ser

Leu
Ser
645
Arg
His
Phe

Glu

Phe

Leu

Leu
550

ASnN

Leu

Ala

Gln

Thr
630
Trp
Ala
Arg
Ile
LyS

710
Gly

725

sSer
740
Gly
Arg
Leu
Ala

val

val
Thr
Leu
Leu
Lys

805
Lys

820 -

Arg

Pro

Arg.

‘Ala

Arg
Leu
790
Glu
val

Ala
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Gln
535

Pro

Gln

(_;'I n
Phe
Ile
615
Arg

Met

Ala

Leu
Glu
695
Thr
Arg
G1 u
Ala
Glu
775
Glu
Ala

Gly

Gly

520

TYF

Asp
Thr
Asn
Ile
600
G'I u

val

Phe

Lys’

ser
680

Arg

Leu

Arg

Ala
ASD
760
Met
Ala
Met
Ile

Ser
840

Arg
Leu
Ala
Ile
585
Ala
Leuy
Phe
Gly
Thr
665
Gln
Tyr
6lu
Arg
Ala
745
Leu
Gly
Pro
Gllu
Gly

825
Ala

100

Glu

Ile

Thr

570

Pro

Glu

Arg
Gln
val
650
Ile
Glu
Phe
Glu
Tyr
730
Glu
Met
Ala
Gln
Lys
810

Gluy

Trp

Leu
His
555
Ala
val
Glu
val
Glu
635
Pro
ASnN
Leu
Gln
Gly
715
val
Arg
Lys
Arg
Ala
795
Ala

Asp

Arg

Thr
540
Fro
Thr
Arg
Gly
Leu
620
Gly
Arg

Phe

Ala

525
Lys

Arg
Gly
Thr
i
Ala
Arg
G'l ]
Gly

Ile

- 685

Ser
700
Arg
Pro
Met
Leu
Met
780
Arg
Tyr

Trp

His

Phe
Lys
Asp
Ala
Ala
765
Leu
Ala
Pro

Leu

Pro
845

Leu
Thr
Arg

Pro

LYysS
Gly
Leu

575

Leu

390 -

Leu_
His
Asp
Ala
val
670
Pro
Pro
Arg

Leu

Phe

Leu
Leu
Ile
val
655
Leu
Tyr
Lys
Gly
-Asn

735

Asn

750 -

Met

Leu

Glu

Leu

ser
830
Gln

val

Gln

Glu

Ala
815

Ala

phe

Ser
Ar

56

Ser
Gly
val
ser
His
640
ASp

Tyr

Glu

val

' 750

Ala

Met

Lys

val

val

800

val
GlIn

Gly



<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 65

atgcgtggta

cacctggect:

gtgcaggcog
aaggccgect
gcctacaaqgg
aaggagctgg
gacgtecteg
accgecgacc
ggccacctca
gtggacftcc
ggggagaaga
aacctggacc
ctcaggttgt
gcecagggge
ggcggectece
tggcecccge
gccgatette
tataaagcec
ctggccctaa
ctcctggacc
acggaggagag
aggcttgagg
gctgtectgy
ctttccetag
ggccaccect
gggcttcccg
;tggaggctc

accaagctga

tgcttectet
aCCgcaCCtt
tcracggett
tcgtggtctt
CQQQQaQQQC
tggicct;ct

ccaccctgge

gcgacctcta

tcacccegga
gcgcectegt
ccgccctcaa
gggtaaagece
ccttggagct
gggagctcga
tccacgagtt
<ggaaggagc
tggcectgge
tcagggactt
gggaaggcct
cttccaacac
€gggggagceg
gggaggagag
cccacatgga
agcttgcgga
tcaacctcaa
ccatcggcaa
tccgegaggce

agagcaccta
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trttgageec
cttegeectg
cgccaagagc
tgacgccaag
ccecgaceece
ggggtttacc
caagaaggeg
ccaacteglc
gtggctttgg
gagggacccc
gctcctcaag
agaaaacgtc
ctcccgggty
€cgggagagg
cggecttetg
cttecgtgggc

cgccgecaag

gaaggaggcg

tggccteccy

cgcecceccgag

ggccgecctt
gctcctttgg
ggccacagygg
ggagatccyc
ctcccgggac
gacggagaag
ccaccceate

cattgaccce

aagggccgcg
aagggcccca
cttctcaagg
gccccctcct
gaggacttcc
cgcctcgagg
gaaaaggagg
tccgaccgeg
gagaagtacg
tccgacaace

gagtggggaa

cggygagaaga

cgraccgacc
ctrtagggcect
gaaagccéca
tttgtgettt
ggtggtcgyag
€gggggctc
ceccgygcgacg
0gggtggccc
tccgagaggc
ctttaccggg
gtacggctag
cgcctcgagg

cagctggaaa

accggcaagc

gtggagaaga
ttgccggace

101

tcctectggt
ccacgégccg
ccctgaagga
tccgecacga
cccggcaget
tccctggeta
ggfacgaggt
tcgecgtect
gcctcaggct
tccecggogt
gcctggaaéa
tcaaggccca
tcccéctgga
ttcfggagag
aggccctgga
cccgcaagga
tccaccggge
tcgccaaaga
accccatgct
ggcgctacgg
tcttcgccaa
aggtggatag
acgtggectg
aggaggtctt

gggtcctctt

gctccaccag

tcctgcagta

tcatccaccc

ggacggccac
gggcgaaccy
ggacgggtac
ggcctacgag
cgecoctecate
cgaggcggac
gcgcatectce
ccaccccgag
ggagcagtgg
caagggcatc
cctectcaag
cctggaagac
ggtggacctc
gcttgagtre
ggaggccccce
gcccatgtag

ccccgagcect

cctgagegtt

CCthGCtaC
cggggagtyg
cctgtaggag
gcccctttcc
cctgcaggcﬁ
ccgettggeg
tgacgagcta
cgcegecatc
ccgggagcetc

caggacgggc

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

900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
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cgcctccaca
cccaacctcc
gtcgccgagg
ctggeecacc
cacacggaaa
cgccgggegg
teccaggage
agcttcccca
tacgrggaaa
agtgtcaggg
gaccttatga
atgctcctec
gtggcggctt
gtgaaggtag
<210> 66
<211> 834

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

cccgettcaa
agaacatccc
aggggtgget
tctecggega
ccgccagetg
ccaagaccat
tggccatcec
aggtgcggge
ccetcttegg
aggccgcgga
agctcgecat
aggtccacga
tggccaaggé
ggatcgggga

<223> Secuencia clonada

<400> 66
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ccagacggcc
cgrecgeace
attggtggtc
cgagaacctg
gatgttcggc
caacttcggg
ttacgaggag
ctggatagaa

aagaaggcgce

gcgcatggec.

ggtgaagctc
cgagctcctc
ggccatggag
ggactggctc

acggccacagg
ccgcteggge
ctggactata
acccggygtct
gtcccecggy
gttctctacg
gcccaggeet
aagaccctgg
tacgtgcccy
ttcaacatgce
ttcceecgee
ctggaggcec
aaggcctatc

tccgecaagg

geaggctaag
agaggatccg

gccagataga

tcctggaggy

aggccgtoga
gcatgtcggc

tcatagagcg

aggaggggag
acctcaacgce
cegtccaggg
tccgggagat
cccaagegeg
cecetegecgt

agtga

tagctccgat
ccgggectic
gctcagggtg
gcgggacatc
cccectgatg

ccaccgeete

ctacttccaa .

gaageggggc
ccgggtgaag

caccgeegee

-gggg9cccge

ggCccgaggag
accecctggag

Met
1
val
. Pro
Lys
val
65
Ala
Leu

Glu

Arg

Asp

Thr

ser

50

val
TYF
Ala

val

Gly
Gly
Thr
35
Leu
)
Phe
Lys

Leu

Pro
115

Met
His
20

ser
Leu
AsSp
Ala
Ile

100
Gly

Leu

His

Arg
Lys
Ala

Gly
85

Lys

Tyr

Pro
Leu
Gly
Ala
5
Arg

Glu

G1d

Leu

Ala

Glu

Leu

55

Ala
Ala
Leu

Ala

Phe
Tyr
Pro
40

Lys
Pro

Pro

val

Glu
Arg
25

val
Glu
ser
Thr
ASp
105
Asp

102

Pro
10

Thr

Gln

Asp

Phe

Pro
90

Leu

val

Lys
Phe
Ala

Gly

Arg

75
Glu

Leu

Leu

Gly

Phe

val
Tyr
60

His
Asp

Gly

Ala

Arg

Ala

Tyr
45

Lys

Glu

Phe

Phe

Thr
125

val
Leu
30

Gly
Ala
Ala
Pro
Thr
110

Leu

Leu
15

Lys

Phe

Ala

Tyr

Arg
95

Arg

‘Ala

Leu

Gly
Ala
Phe

Glu
80

G6ln

Leu

Lys

11740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

- 2340

2400
2460

2505



Lys

4

AsSp
145

Gly

Pro

Asnh
Leu
val
225
Leu

Glu

Ala

 Leu

Glu
305
Ala
Ala

Leu

" Léu

ser
385
Thr
Asn

Arg

Thr

Ala
130
Leu
His
Glu
Leu
Lys
210
LysS

Arg

val

Phe

Leu

290

Gly
Asp
Pro
Leu
Pro
370
ASD
Glu
Leu

Glu

Gly

- 450

Leu
465

Gly

Ala

His

Glu
Tyr

Leu

IG'In

Pro
195
Glu
Pro
Leu

Asp

Leu
275

'G'[u

_A'I a
Leu
Glu
553

Pro

Thr

G'Iu.

Trp

val
435
val
Glu

Pro

Lys
GIn
e
Trp
180
Trp
Glu
Ser
Leu
260
Glu
ser
Phe
Leu
Pro
340
Lys
G1y
Ala

Ala

Gly

420

ASp
Arg
Glu

Phe

Glu
Leu
Thr
165
val

val

Gly

Asn

Leu
245

Ala

Arg

Fro

val
Ala
325
Tyr
ASp
Asp
Pro
Gly
405
Arg
Arg
Leu
Ile

Asn

ES 2 546 945 T3

Gly
val
150
Pro
Asp
Lys
Ser
val
230

Glu

Gin

Leu

Lys

Gly

Tyr
135

Ser

Glu

Phe

Gly
Ley
215
Arg
Leu
Gly
Glu
Ala
295
Phe

310 -

Leu
LYsS
Leu
Asp
390

Glu

Leu

Pro-

AsSp

Arg
470

Leuw

Ala
Ala
ser

Pro
375

Gly.

Arg

Glu
Leu
val
455

Arg

Asn

Glu
Asp
Trp
Arg

Ile

val

Arg

Leu

Arg

val

Trp

170

Ala
185

Gly

200

Glu

Glu

ser

Arg'

Phe
280

Leu

val

A'Ia_

Leu

Asnh

Lys

Arg.
250

Glu
265

Gly

Glu

Leu

Ala

Arg

" 345

val
360

Met

val
Ala
Gly
Ser
440
Ala

Leu

ser

Leu

Leu

Ala.

Ala

Glu
425

Ala

cys

Glu

AFg

103

Leu
Glu
Leu
Ile
val
Leu
Gly
Glu
ser
Ar

330
Asp
Ala
Leu
Arg

Leu

Ile

Ala
155

Glu

val
Lys
Leu

Lys
235

"Arg

Asp
Leu
Ala

Ar

315
g Gly

Leu

Leu.

A]a'

Ar
39

Ser

410

Glu

val

Leu

Glu

Asp

Arg
L
Gln
Glu

475

Gin

Leu
140
val
LysS
Gly
Thr
Lys
220
Ala
Thr
Arg
Leu
Pro
300
Lys
Gly
Lys

Arg

Tyr

380
.Tyr.

Glu

Leuy
Ala
Ala
460

val

Leu

Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
205
Asn
His
Asp
Glu
His
285
Trp
Glu
Arg
Glu
Glu
365
Leu
Gly

Arg

Leu

His

Ala
His
Gly
Pro
190
Ley
Leu
Leu

Leu

Arg
270

Glu
Pro
Pro
val
3%

Gly

Leu

Gly.

Leu

Tr
430

Met

445 .

Leu
Phe

Glu

s5er

Arg

Arg

Asp

Pro

Leu
175

Ser.

Lys

ASp

Glu

Pro

Arg
Glu
160
Arg
Asp
Leu
Arg
Asp

240

Leu

255

Leu
fhe
ﬁro
Met

His
335

Arjg

Leu

Asp

Glu

Phe
415

p Leu

IG'I u

Leu

Leu

val

Arg
Gly
Pro
326
Arg
6ly
&ly
Pro
Trp.
400
Ala
Tyr
Ala
Glu
Ala

480

Leu



Phe
Lys
Pro
ser
545
Arg
ser
Gly
val
ser
625
His
ASp
Tyr
Glu
val

705
Tyr

Ala

Met
Lys
val
785
val

val

Lys

Asp

Arg

Glu

Ser

515

¥le
530
Thr
Leu
ser
GIn
val

610
Gly

Thr

Pro
Gly
Glu
690
Arg
val
Arg
Pro
teu
770
His
Ala

Pro

Glu

val
Tyr
His
Ser
Arg

595

Leu

AsSp

Glu
Leu
Met
675
Ala
Ala
Glu
val
val
755
Phe
ASD

Ala

Leu

Leu
500

Thr

Glu

Ile
Thr
AS

580
Ile
Asp
Glu

Thr

Met

660

Ser

cln

Trp

Thr

Lys
740

G1n

Pro

Glu

Leu

Glu
820

485
Gly

Ser

Lys

Asp

Ar
56

p Pro

Arg

Tyr

Asn

Ala
645

Arg.

Ala
Ala
Ile

Leu

Leu
Ala

Ile

Pro

ES 2 546 945 T3

Pro
Ala
Leu
5358

Leu

550 .

Phe

Asn

Arg

Ser

Ley

630

Ser
Arg
His
Phe
61u

710
Phe

725

Ser
oty
Arg
Leu
Ala

805
val

Va'_l
Thr
Leu
Leu
790

Lys

Lys

ASn
Leu
Ala
Gln
615
Thr
Trp
Ala
Arg
Ile
6935
Lys
Gly
Arg
Ala
Ar

77

Leu

Glu

val

Ala
Ile
520
Gin

Pro

.GIn

Gln
Phe
600
Ile

Arg

Met

Ala

Lau
680

Glu

Arg

Glu

Ala

760
Glu
Glu
Ala

Gly

Ile
505
Leu
Tyr
AsSp
Thr
.As.'n
585
va'l_
Glu
val
Phe
Lys
665
ser
Arg

Leu

Arg

490
Gly

Glu

Arg

Ley
Ala
570
Ile
Ala
Leu
Phe
Gly
650

Thr

GlIn

Tyr

Glu

Arg

730

Ala
745
Asp
Met
Ala
Met

I"Ie
825

104

‘Ala

Leu

Gly
Pro
Glu

810
Gly

Lys
Ala
Glu
i
Thr
Pro
Glu
Arg
Leu

635
val

Tle

Glu
Phe
Glu
715

Tyr

Glu

Met

Ala
Gln
795
Lys

Glu

Thr
Leu
Leu
540
His
Ala
val
Glu
val
620
Glu
Pro
Asn
Leu
Gln
700

Gly

val

‘Arg

Lys
Arg
780
Ala

Ala

ASp

Glu
Arg
525
Thr
Pro
Thr
Arg
Gly
605
Leu
Gly
Arg
Phe
Ala
685
ser
Arg
Pro
Met
Leu
765
Met
Arg

Tyr

Trp

Lys
510
Gl
Lys
Arg
Gly
Thr
590
Trp
Ala
Arg
Glu
Gly
670
Ile

Phe

Lys

Asp.

Ala
750
Ala

Leu

Ala

Pro

Leu
830

495
Thr

Ala
Leu
Thr
Ar

57

Pro
Leu
His
ASp
Ala
655
val
Pro
Pro

Arg

Leu

735

Phe

Met

Leu

Glu

Leu
815

Ser

Gly
His
Lys
Gly
360
Leu
Leu
Leu
Leu
Ile
640
val
Leu
TYr
Lys
Gly
720
Asn
Asn
val
Gln
Glu

800
Ala

‘Ala -



10

<210> 67
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 67

atggcgatge
ctggcctace
caggtggtct
gccgtcticyg
tacagggcgg
gagctagtag
gtictcgeca
gccgaccgeg
cacctcatea
gacttﬁcgcg
gagaagaccg
ctggaccggg
éggctctcct
<aggggcggyg
agcctectec
cececgeegg
gatcttctgg
aaégccctca
gccctaaggg
ctggacccte
gaggaggcgg
cttgagggog
gtcctggecc
tccctggagg
caccccttea
cttcccgect

gaggceetee

.ttCCCCtCtt
gcatéttcft
acggettege
tggtctttga
ggagggccce
acctcctgag
ccctggecaa
gcctctacea
ccccggagtg
cccicgtggg
.ccctcaagcet
taaagccaga
tggagctctc
agcccgaccg
acgagttcgg
aaggggcctt

cecetggeege

gggacctgaa.

aaggccttgg

ccaacaccac

gggagcagge

aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
‘acctcaactc
tggggaagac
gcgaggccca

ES 2 546

tgagcccaag
cgccctgaag
taagagcctc
cgccaaggcce
gacccccgag
gtttacccge
gaaggcggaa
actcgtcrct
gctttgggag
ggacccctee
cctcéaggag
aaacgtccgg
ccgggtgcge
ggaggggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt
cgccaggggt
ggaggcgcgg
cctcecegecc
Ccccgaéggg
cgccctttc¢
cctttggett
cacgggggtg
gatcgcccgﬁ
ccgggaccag
gcaaaagacg

ccccatcegtg

1

945 T3

ggccgcgtcc
ggccccacca
ctcaaggecc
ccctcattec
gacttcccec
ctcgaggtcc
aaggaggggt
gaccgcgtcyg
aagtacggcc
gacaacc#cc
tggggaagcc
gagaagatca
accgacctec
agggcctttc
agccccaagg
gtgctttc;c
ggtcgagtcc
aggcttcteg.
ggcgacgace
gtggcctggc
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggcﬁg
ctggaaatgg
ggcaagcget

gagaagatcc

05

tcctggtgga
cgagceggag
tgaaggagga
gccacaagge
ggcagctcgce
ccggttacga
acgaggtgcg
ccgtcctcca
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccaccf
ccctggagot
tggagaggct
ccctggagga

gcaaggagcc

accgggeece

ccaaagacct
ccatgctect
gctacggcgg
tcgccaacet
tggagagacc
tggcctatct
aggtcttccy
tgctctttga
craccagcgce

tgcagtaccg

cggccaccac
cgaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc
cctcatcaag
ggcggacgac
catcctcacc

ccccgagygge

gcagtgggtg
gggcatcggg

cctcaagaac
ggaagaccte
ggatctcgcc
tgagtttggc
ggceceetgg

catgtgggce

cgagccttat
gagcgtrctg

cgcctaccte

ggagtggacg

gtgggggagg
ccrttecgetr

cagggccttg
cctggccgg;
cgagcttagg
cgccgtectg

ggagctcacc

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

- 1080.

1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
- 1560

1620
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aagctgaaga
ctccacaccec
aacctccaga
gccgaggagg
gcccacctct
acggagaccg
cgggcggeca
caggagctag
ttccecaagg
gtggagaccc
gtgcgggagg
ctcétgaagc
ctecttcagg
gcccgactag
gaggtgggga
<210> 68
<211> 833

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gcacctacat
gcttcaacca
acatcccecgt
ggtggctact
ccggcgacga
ccagctggat
agaccatcaa
ccatccctta
tgcgggectyg
tctteggecg

‘cggccgageg

tggctatggt.
tccacgacga
ccaaggagat
taggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 68

ES 2 546 945 T3

tgacccettg
gacggccacg
ccgeaccceg

ggtggtcctyg
aaacctgatc

gtteggegre

cttcggagtc
cgaggaggcc
gattgagaag
ccgccgttac
catggccttc
gaagctcttc

gctggtectt

catggagqggg
ctggctctee

tcggacctca
gccacgggea
ctfgggcaga
gqctatagcc
agggrettec
cccegagagg
ctctacggca
caggcctteca
accctggagg
gtgccagacc
aacatgcccg
cccaggcetgg
gaggccccaa

‘gtgtatccce

gccaﬁggagt

Met
1
Asp
Thr
ser
val
65

Tyr

Ala

Ala
Gly
Thr
Leu
50
Phe
Arg

Leu

Met
His
ser
35

lL.eu
AsSp

Ala

Ile

Leu
His
20

Arg
Lys
Ala
G]y

LysS

100

Pro
5

Leu
Gly
Ala
Lys
Arg

B5
Glu

Glu

‘Led

Leu Phe

Ala Tyr

Pro

Lys
55
Ala
70

Ala

Pro

Pro

Leu val

Glu

Arg

val

- 40

Glu

ser

Thr_

Asp

Pro

Thr
25

GlIn

Asp

Phe
Pra

Leu

105 .

106

Lys
10

Phe
val
Gly
Arg
Glu
90

Leu

Phe

tccaccccag
ggctaagtag
ggatccgeeg
agatagagct
aggaggggcg
ccgtggaccee
tgtcggecca
ttgagcgeta
agggcaggag
'tagaggcccg
tccagggcéc
aggaaacggqg
aagagagggc
tggcegtate
_ga

Gly Arg

A1a.

val Tyr

45
Tyr Lys
60
His Lys
75

Asp Phe

Gly Phe

gacgggccgc
ctccgatecc

ggccttcate

cagggtactg
ggacatccac
cctgatgegce
cCgrctcLcce
cttteagage
gcgggggtac
ggtgaagagc

cgccgecgac

ggccaggatg
ggaggecgty
cctggaggty

val teu
Leu
Gly
A1é
Ala
Pro

Thr

Leu
15
Lys Gly
30

Phe Ala

val Phe

Tyr Glu

val
Pro
Lys
val

Ala

- 80

Glin
95

18 "

Arg

Leu

1680
1740
1800

- 1860

1920
1980

2040

2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2502



val
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
Lys
225
Arg
val
Phe

Leu

Gly
305
Asp
Pro
Leu
Pro
ASnh
385
Glu
Leu

Glu

Gly

Pro

Glu
130

Tyr

Leu

Gln

Pro

Glu

210 .

Pro
Leu
Asp
Leu
G'i 1]
290
Ala
Leu
Glu
Ala

Pro

1370

Thr

Glu

Trp

val

val

450

Ala

Glu

Gly
115
Lys
Gin
Ile
Trp
Gly
195
Trp

Glu

ser

Leu.

6lu

275

Ser

Phe

Leu

Pro

588

Gly
Thr
Ala
Gly
Glu
435

Arg

Glu

Tyr
Glu
Leu
Thr
val

180
val

Gly

Asn

Leu

Ala
260
Arg
Pro
val
Ala
Tyr
340
ASp
ASp
Pro
Gly
Ar

42

Arg

Leu

Ile

Glu
Gly
val
Pro
165
Asp
Lys
ser
val
Glu
245
GIn
Leu
Lys
Gly
Leu
325
Lys
Leu
ASp
Glu
Glu
405
Leu
Pro

ASp

Ala

Ala
Tyr
ser
150
Glu
fhe
Gly
Leu
Ar

230
Leu
Gly

Glu

Ala

Phe.

310
Ala

Ala
ser
Pro
Gly

390
Arg

Glu

Leu
val

Arg

ES 2 546 945 T3

Asp
Glu
135
AsSp
Trp
Arg

Ile

alu
215

g Glu

ser
Arg
Phe
Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met
375
val
Ala
Gly
ser

Ala
455

Leu, Glu

Asp
120
val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
Asn
Lys
Arg
Glu
Gly
280
Glu

Leu

Ala

Arg

Leu
360

Leu

Ala

Ala

Glu

Ala
440

Tyr .

vai
Arg
va)
Trp

Leu
185

6lu

Leu

Ile

IVa'I

Pro
265
ser
Glu
ser
Arg
AS

345
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu

Ala

107

Leu

Ile

Ala

Glu
170

‘val

Lys
Leu
Lys
Ar

25

ASp
Leu

Ala

AI"Q

- 315

Gly
330

p Leu

Leu
Ala
Arg
Ser
410
Arg
Leu
Arg

Glu

Ala

Leu
val
155
Lys
Gly
Thr
Lys

Ala
235

- thr

Arg

Leu

Pro

Lys
Gly
Lys

Arg

Tyr

Tyr
395
Glu

Leu

Ala

Ala

val

Thr

Thr

140

Leu
Tyr
AsSp
Ala
ASn
220
His
Asp
Glu
His
Trp
300
Glu
Arg
Glu
Glu
Leu
380
Gly
Arg
Leu
His
Leu
460
Phe

Leu
125
Ala
His
Gly
Pro
Leu
205
Leu
Leu
Leu
Gly
Glu
285
Pro
Pro
val
Ala
Gly
365
Leu
Gly
Leu
Trp
Met
445

Ser

Arg

Ala
ASp
Pro
Leu
Ser
190
Lys
Asp
Glu
Pro
Leu
270
Phe
Pro
Met
H‘i s
Ar

350
Leu
Asp
_G'I u

Phe

Leu

"430

Glu

Leu

Leu

Lys

Arg

Glu

Ar

17§

Asp
Leu
Arg
Asp

Leu

255

Arg

Gly.

Pro
Trp

Arg
335

g Gly

Gly

Pro
Trp
Ala
415
Tyr
A'Ila
Glu

Ala

LyS’
Gly
Gly
160
Pro
Asn
Leu
val
Leu
240
Glu
Ala
Leu
Glu
Ala
320
Ala
Leu
Leu
Ser
Thr
400
ASn
Arg
Thr

val

Gly



465
His
Asp
Arg
Ile
Thr

545

Leu

Ser

Gin
val
Gl
62
Thr
Prq

Gly

Glu

Pro

Glu

Ser

val

Phe

Leu

Thr
515

Glu

530

Tyr
His
Ser
Arg
Leu

610
Asp

Glu

Leu

Met

Ala

690

Arg
705

val

‘Arg

Pro
Leu
His
785

Ala

Ser

Ala
Glu
val
val
Phe

770
Asp

Arg

Leu

Ile

Thr

Asp

Ile

595 -

Asp

Glu

Thr

Met

s5er

675

GIn

Trp

Lys

Gln

755

Pro

Glu

Leu

Glu

ASn

Ar
50

Ser

Lys

ASp
Arg
Pro
580
Arg
Tyr
AsSn
A_] a
Ar

66

Ala
Ala
Ile

Leu

Ser
740

Gly.

Arg

Leu

Ala

val
820

Leu
485
Leu
Ala
Ile
Pro
Phe
565
Asn
Arg
ser
Leu
ser
645
Arg
His
Phe

Glu

Phe
725

val

'Th.r'
Leu
val
Lys

805
Glu

470
Asn
Pro
Ala
Leu
Leu
550
Asn

Leu

Ala

GIn

Ile

ES 2 546 945 T3

Ser
Ala
val
G'Iﬁ
Ser
GIn
Gln
Phe
Ile

615
Arg

630

Trp
Ala
Arg
Ile
LyS
710
Gly
Arg
Ala
Glu
Leu
790
Glu

val

Met
Ala
Leu
€35

Thr

Arg

Glu

‘Ala
Glu
778
Glu
val

Gly

Arg

Leu

Leu

Asp

Gly
505

Glu

520 -

Tyr
Asp
Thr
Asn
Ile
600
Glu
val

Phe

Lys

-Ser

Arg
Leu
Ala
Ile
585
Ala
Leu
Phe
Gly

Th r'

665 .

GIn

680

Arg
Leu
Arg
Ala
AS

760
Thr
Ala
Met

Ile

Glu

GlIn
490

LysS

Ala

Glu

Ile

Thr

570

Pro

Glu

arg

G'in
val
650
Ile

Glu

. Phe

Glu

Arg Ty

Ala
745

p Leu

G'I.y
Pro
Glu

Gly

108

r
730
Glu

Met
Ala
LyS

Gly
810

GIu_

475

Leu
Thr
Leu
teu
His
555

Ala

val

Glu

val
61u
635
Pro
Asn
Leu
GIn
G1

71
val

Arg 5

Lys

Arg

Glu

795
val

Asp

Glu

G'In.

Arg

Met

Lys

Glu

. 525

Thr
540
Pro
Thr
Arg

Gly

Leu

Lys
Arg

Gly

“rhr

Trp
605
Ala

620

Gly
Arg
Phe
Ala
ser
700
Arg
Pro
Met
Leu
Met
780
Arg
Tyr

Trp

Ai'g
Glu
Gly

Ile

685

Phe

Arg

Asp

Ala

Ala

765

Leu

Ala
Pro

Leu

val

Thr
510
Ala

Leu

Thr
Arg
Pro
590
feu
His
Asp
Ala
val
670

Pro

Pro

Arg

Leu

Phe-

750
Met

Leu
Glu
Leu

ser
830

Leu
495

Gly

His

_Lys

Gly
Leu
575
Leu
Leu
Leu
Ile
val

655

Leu

Lys
Gly
as
Asn
val
Gln
Ala
Ala

815
Ala

480
Phe

Lys
Pro
ser
Arg
560
Ser
Gly
val
ser
His
640
Asp
Tyr
Glu
val
TYr
720
Ala
Met
Lys
val
val
800

val

Lys



<210> 69
<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 69

atggcgatgc
ctggcctace
cﬁggtggtct
gccgretteg
tacagggcgg
gagctagtgg
gtictegeec
gccgttcgcg
cacctcatca
gactreccyceg
aagaagaccyg
ctggaccggg
aggctctect
€aggggcagy
agcctocctec
cCcecgecgg
gatcttctgg
aéagccctca'
gccctaagag
ctggaccctt
gaggaggcgg
cttgaggggg
gtectggecc,
tccectggagce

cacceccttca

ttcccctctt
gcaccttett
acggctrcge
tggtctttga

ggagggcccc

acctcctggg

ccetggecaa

gcetctgece

ccccogagtyg.

ccctcgtggg
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctete
agcccgaccg
acgagttecgg
aaggggcctt
ccctggecgce
gggacttgaa
aaggccttgg
ccaacaccac
gggagcgggce
aggagaggct
acatggaggc
ttgcggagga

acctcaactc

ES 2 546 945 T3

tgagcccaag
cgccctygaag
caagagcctc
cgcéaaggcc
gacccccgag
gtttacccge
gaaggéggaa
tCtegrctet

gctttgggag

ggaccectcc

cctcaaggag
aaacgtccgg
ccgggtgcgc
ggaggggctt
ccttctggaa

cgtgggettt

c€gccaggggt
§9aggcgcgq

cectececgecc

ccccgagagg
cgceetitec
cctgtggctt
cacaggggta
gatccgecge

ccgggaccag

Glu

ggccgegtoc

ggccccaceg

ctcaaggecc

cccteattec
gacttcccec
ctcgaggtec
aaggagggot
gaccgcgteg
aagtacggec

gacaacctce

tggggaagcc

gagaagatca
accgacctcec
agggcctttc
agccccaagg
gtgctttcce
ggrcgggtec
gggctrictcg
ggcgacgacc
gtggcceggce
gagaggctct
taccgggagg
cggctggacyg
ctcgaggaqg
ctggaaaggg

109

tcctggtgga
cgagcegggy
tgaaggagga
gccacaaggce
ggcagctcgce
ccggetacga
tcgaggtgecg
cegtectoct
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccctggagge
tggagagygct
ccctggagga
gcaaggagec
accgggcecc
ccaaagacct
ccatgctect
gctacggegg
tegecaacct
tggataggcc
tggectgect

aggtcttccg

tcctetttga

cggccaccac
cgaaccagtg
cgggtacgag

ctacgaggce

ccteatcaag

ggcggacgac

catcctecee”

ccccgaggac

gcagtgggtg

gggcatcggg
cctcaagaac

ggaagacctc

ggacctcgcc

tgagtttgge

ggccccctgg

catgtgggcc'

cgagccttat
gagcgttctg

cgcctaccte

ggagtggacg

gtgggggagg
ccttteeget

gcaggccctt

cttggcgygce

cgagctaggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
960

-

1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
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cttccecgeca
gaggcectce
aagctgaaga
ctccacaccc
aacctccaga
gccgaggagg
gcecacetet
acggaaaccg
cgggcggcca
caggagctgg
trtccccaagg
gtggaaaccc
gtcagggagg
cttatgaagc
ctcctcf:agg '
gcggctttgg
aaggtgggga
<210>70
<211> 833

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tcggcaagac

gcgaggcecca
gcacctacat
gcttcaacca
acétccccgt
ggtggctatt
ccggcgacga:
ccagctggaf
agaccatcaa
ccatcecctta
tgcgggectyg
tcttcggaag
c€cgcggageg
tégccgtggt
tccacgacga
ccaaggaggc

tcggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 70

Met
1

Asp

Thr Ala

35
Ser Leu
50
val Phe
65

TYr Arg

Ala Met
G1y His
ser
Leu.
Asﬁ

Ala

Leu Pro
-3

His Leu
20

Arg;61y

Lys Ala
Ala Lys

G1y Arg
85

geu
Ala Tyr
Glu
Leu
Ala

70

Ala

ES 2 546 945 T3

ggagaagacc
ccccatcgig
tgacceettg
gacggccacg
ccgcaccecg
ggtggtcctg
gaacetgacc
gttcggegte
cttcggggtt
cgaggaggcc.
gatagaaaag
aaggcgctac
catggccrtc
gaagctctrtc
gcfcctcctg
catggagaag
ctggctetee

Phe Glu

Arg
val

40
Glu

Pro

Lys
53
Pro Ser

Pro Thr

Pro

ggcaagcgct
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggea
ctcgggcﬁga
gactatagece

cgggqtettec

‘ceccgogagy

ctctacggea
caggccttca
accctggagg
gtgcccgace
aacatgcccg
cccegeetee
gaggccccee.
gcctatcccc

gccaaggagt

Pro
Thr
25

Gln

Asp

Phe

110

Lys Gly Arg val
10 :
Phe Phe Ala Leu
val val Tyr Gly
45
Gly Tyr Lys Ala
60
Arg His Lys Ala
75 :

Glu Asp Phe Pro
90

ccaccagege
tgcagraccy
ﬁccaccccag
ggctaagtag
ggafccgpcg
agatagagct
agg9aggagcg
ccgtggacce

tgtcggccca

tagagcgeta.

aggggaggaa
teaacgeecy
tccagggeac
gggagatgag
aagegeggge
tcgecgtace

ga

Leu
Lys
30

Phe
val
Tyr

arg

cgccatcctg

ggagctrcacc.

gacgggcege
ctccgatccecc

ggccttcatc
cagggtgqctyg

ggacatccac

cctgatgege

ccgectetce

cttccaaagc

gcggggctac'

ggtgaagagt
cgccgccgac
ggcccgcatg
cgaggagatg
cctggagatg

Leu val
15

Gly Pro

Ala Lys
Phe val

Glu Ala
80

Gln
95

Leu

1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2502



Ala
val
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
Ly$S
225
Arg
val
Phe
Leu
Gly
308
Asp
Pro
Leu
Pro
Asn
388
G1u

Leu

G]u.

Gly

Leu
Pro
Glu
130
cys
Leu
Gin
Pro
Glu
210
Pro
Leu

ASp

Leu

Glu

290
Ala

Leu

Glu

Ala

Ile

Lys
100

Gly Tyr

115
Lys

Pro

Ile
Trp

Gly
195

Trp.

é1u

Ser-

Leu
Glu
27S
ser
Phe
Leu

Pro

LYyS

- 355

Pro
370

Thr

Glu

Trp

val

val

Gly

Thr
Ala
Gly
Asp

435

Arg

Glu
Leu
Thr
val
180
val

Gly

Asn
Leu
Ala
260
Arg
Pro

val

Ala

Tyr
- 340

Asp
Asp
Pro

Gly

Glu
Glu
Gly

val

Pro-

165
Asp

tys
Ser
val
i
Gln
Leu
Lys
Gly

Leu

325

Lys
Leq
Asp
Glu

Glu

405

Arg
420

Arg

Leu

Leu

Pro

Asp

ES 2 546 945 T3

Leu val
Ala Asp

phe Glu
135

ser Asp
150

Glu Trp
Phe Arg
Gly Ile
Leu Glu
215
Arg Glu
23
Leu Ser
Gly Arg
Glu Phe
Ala Leu

295
Phe val

310
Ala Ala
Ala Leu

ser val

Pro Met

375
Gly val

390
Arg Ala

Glu Gly
Leu ser

val Ala

Asp
ASp
120
val
Arg
Leu
Ala

Gly

Leu
105

val

Arg.

val
Trp
Leuy

185
Lys

200 -

Asn
Lys
Arg
Glu
2
Glu
Leu
Ala
Arg
Leu
360

Leu

Ala

Ala

Glu

Ala
440

Cys

Leu
Ile
ya]
Pro

265

Ser

Glu

Ser
Arg

Asp
345

Ala.

Leu
Arg
teu
Glu
425

val

Leu

111

Leu

Leu

Ile

Ala

Glu

170
val

LyS

Leu.

Lys

Arg

Asp

Leu

Ala

Arg

Gly

330

leu
Leu
Ala
Arg
Ser

410

Arg

Leu

GIn

Gly
Ala
Leu
val
155
Lys
Gly
Thr

Lys

Ala
235

Thr
250

Arg
Leu
Pro
55
Gly
Lys

Arg

Tyr'.

Tyr

395

Glu

teu

Ala

Ala

Phe
Pro
Pro
140
Leu
Tyr
Asp

Ala

Thr
Leu
125
Ala
Leu

Gly

Pro

Leu

- 205

Asn
220

‘His

Asp

Glu

His
Trp
300
Glu
Arg
Glu
Glu
Ley
380
Gly
Arg
Leu
His

Leu

Leu
Leu
Leu

Gly

Glu

28BS

Pro

Pro
val
Ala

Gly

365

Leu
Gly
Leu

Trp

Arg
110
Ala
val
Pro
Leu
ser
190
LysS
Asp
Glu
Pro
Leu
270

Phe

Pro

Met.

His
Arg
350

Leu

Asp

Glu.

Phe

Leu

. 430

Met

445

Ser

Glu

Leu

Leu
Lys
Arg

Glu

Ar
17

Asp
Leu
Arg
Asp
Leu
255
Arg
Gly
Pro
Trp
Arg
335
Gly

Gly

Pro

Trp

Ala
415
Tyr

Ala

Glu

Glu

Lys

Gly
Gly
160
Pro
AsSn
Leu
val
Leu
240
Glu

Ala

Leu

Ala
320
Ala
Leu
Leu
Ser
Thr
400
Asn
Arg
Thf

Leu



Ala

465

His
Asp
Arg
Ile
Thr
545
Leu

ser

Gglin.

val
.G1y
625
Thr
Pro

Gly

Glu

-Ar
705

val

Arg
_ P.r‘o
Leu
His
785

Ala

450
Glu
Pro

Glu

ser

vat

530
Tyr

His
ser
Arg
Leu
610
Asp
Glu
Leu
Met

Ala
690

g Ala

Glu
val
val
770

Asp

Ala

Glu

Phe

Leu

Thr
515
Glu
Ile
Thr
AsSp
Ile
595
AsSp
Glu
The
Met
Ser
675
Gln
Trp
Thr
Lys
Gln

755

Pro

Glu

Leu

Ile
Asn
Gly
500
ser
Lys
Asp
Arg
Pro
580
Arg

Tyr

AsSn

Ala

Ar
660
Ala

Ala

Ile

Leuw

Ser
740

‘Gly

Arg

Leu

Ala

Arg

Ar

. 47

Leuy
485
Leu
Ala
Ile
Pro
Phe

565

Asn

Arg

Ser

Leu

ser
645

9 Arg

His

Phe

Glu
Phe
725
val
Thr
Leu
Leu

LysS
S

Asn
Pro
Ala
Leu
Leu
550
Asn
Leu
Ala

GIn

Thr
630

Trp

Ala

Arg

Ile

LYS
710

Gly

Arg

Ala

Arg

Leu
790

Glu

ES 2 546 945 T3

455 .

Leu
Ser
Ala
Ile

Gln

535

Pro
Gln
Gln
Phe
Ile
615
Arg
Met
Ala
Leu
Glu
695
Thr
Arg
Glu
Ala
Glu
775

Glu

Ala

Glu
Arg

Ile

Leu
- 520

TYr

Asp

AsSn
Ile
600
Glu
val

Phe

Lys

Glu
Asp
G1

S0

Glu
Arg
Leu
Ala

Ile

585

Ala
Leu
Phe
Gly

Thr

. 665

Ser

- 680

Arg
Leu
arg
Ala
T
Met
Ala

Met

GIn

Tyr

Glu
Arg
Ala
745
Leu
Gly

Pro

Glu

112

Glu
Gln
490
Lys
Ala
Ghu
Ile
Thr

570

Pro

val

475

Leu
Thr
Leu
Leu
His
555

Ala

val

Glu Glu

-

Arg
Gin
val

650
ITe

Glu

Phe

Glu

Tyr

730

Glu
Met

ATa

GlIn

Lys
810

Va1:

Glu
€35
Pro
ASn
Leu
GIn
G

71

val
Arg
LysS
Arg
Ala

795
Ala

460
Phe

Glu
Glu
Arg
Thr

540

Pro

Thr.

Arg

G1y.

Leu
620
Gly
Arg

Phe

Ala:

ser
700
Arg
Pro
Met

Leu

Met

780

Arg

Tyr

Arg
Arg
Lys
Glu
525
LysS
Arg
Gly
Thr
T

60

Ala
Arg
Glu
Gly
Ile
685
Phe

Lys

Asp

Ala

Ala
765
Leu

Ala

Pro

Leu
val
Thr
510
Ala
Leu
Thr
Arg
Pro
590
Leu
His
Asp
Ala
val
670
Pro
Pro
Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu

Glu

Leu

Ala
Leu
495
Gly

Lys

Gly

Gl
485
Phe
LYys
Pro-

ser

Ar

- 56

Leu
575
Leu
Leu
Leu
Ile
val
655
Leu
Tyr
Lys
Gly
Asn
735
Asn

val

GIn

Glu

Ala

. 815

ser
G1y'
val .
ser

His
640

ASp

Tyr
Glu
val
7%0
Ala
Met
Lys
val
val

800

val
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Pro Leu Glu val Lys val Gly ITe Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys
: 820 825 ' . ~ 830

Glu

<210> 71
<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 71

atggcgatge
ctggcctace
caggcggtét
gecegretteg
tacaaggcyag
gagctggtog
grcctegeca
gccgaccygag
cacctcatca
gacttccgeg
gagaagaccg
ctggatcggg
aggctctect
€aggggtagg
agccttctéc
ccccecgecyyg
gétcttctgg
aaagéc;tca
gccctaaggg
ctggaccctt
9aggaggcgg
cttgaggggg
gtcctggecc
tccctggagq

Ttcccctett
gcaccttctt
acggtttcge
tggtctttga
ggagggcccc
acctcctgég'
ccctggcecaa
acctctacca
ccccggagte
ccctcgtggg
ctcthagct
taaégccgga
tggagctctc
agcccgaécg
atgagticgg
aaggggcctt
ccctggecge
gggacttgaa
aaggccttgg
ccaacacc_ac
99g9agcgagc
aggagaggct
acatggaggc
tgoccgagga

tgagcccaaa
cgcectgaag
caagagcctc
cgccaaggec
gacccecgag
Qtttacccgc
gaaggcggaa
gctegtctec
getttgggag
ggacccctec
Cctc&aggag_
aaacgtccag
ccagggtgcgt
ggaagggctt
ccttctggaa -
cgtgggcttt
cgccagqggt
ggaggcgcgg
Cct-CCCgCCC
cccegagggg
cgeectttee
cctttggett
cacaggggta
gatcgeccge

ggccgggtee
ggcctcatca
ctcaaggcec
cccrectice
gacttccécc
ctcgaggtcc
aaagaagggt
gaccgcgfcg
aagtacggcc
gacaacctcc
tggggaagec
gagaagatca
accgacctcc
agggccttee
agccccaagy
gtgcrttcecc
ggtcoggtec
gggcttctco
ggcgacgacc
gtggeccgae
gagaggctct
taccgggagg
cgcectggacg
ctcgaggccg

113

tcctggtgga
cgagccgagy
tgaaggagga
gccacgaggc
ggcagctcgc
aaggctacga
acgaggtgcg
ccgtectcca
tcaggccgga
ccggggtcéa
tggaaaatct
aggcccacct
ccctggaggt
tggagéggct

ccetggagga.

gcaaggagcc
accgggeecc
ccaaagacct
ccatgctcct
QCtaCQQCQQ
tcgocaacct
tggataggcc
tggcctatct
aggtétttcg

cggccaccac .

cgaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcece

cctcatcaag

ggcggacgéc'

catccteacce
ccccgagggce
gcagtgggtg
gggcatcggg
cctcaagaac
ggaagaccic

ggacctcgec

ggagttcggc

ggecccctgg
catgtgggcc
cgagccttat
gagcgttctg
cgcctacctt
ggagtggacyg
9tgggggagg
cctttecget
caggyccttg
ccrggeegyc

120
180
240
300
360

- 420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

©1200
- 1260

1320
1380
1440
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caccccttca
ctteccgeca
gaggccetce
‘aagctgaaga
cteccacacec
aacctccaga
gccgaggagq
gcccaccect
acggagaccg
cgggcggcca
‘caggagcttt
ttccccaagg
gtggaaaccc
gtcagggagq
ctcatgaagc
ctcctccagg
gcggetttgg
gaggtgogga
<210> 72
<211> 833

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggccca
gcacctacat
gcttcaacca
aéatccccgt
ggtggﬁtatt
ccggcgacga
ccagctggat
agacggtgaa
ccatccecta
tgcgggcctg
tcttcggaag
ccgeggageyg

tegecatggt

tccacgacga

ccaaggaggc

-‘tcggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 72

Met Ala Met

1l

ASp Gly His

ES 2 546 945 T3

ccgggaccag
ggagaggacc
ccccatcgfg
tgacccettg
gacggccacg
ccgecaccecg
ggtggcectg
gaacctgatc
gttegatgte
cttcggegtc
cgaggagocy
gatagaaaag
aaggcgctac

catggcectte

gaagetcettc.

gctcctectg
catggagaag
ctggctctee

Leu gro Leu Phe Glu

His Leu Ala Tyr Arg
20 _

ctggaaaggg
ggcaagcgct
gagaagarcc
ccggacctca
gccacgggca
cttgggcaga
gactatagcce
cgggtcttee
cccecggagg
ctctacggca
gtggccttita
accctggagg
gtgcccgacc

aacatgcccg

cecegeetee

gaggccecec
gcctateecc

gccaaggagt

Pro

Thr
25

tcctetttga
ccaccagege
tgcagtaccyg
tccaccccag
ggctaagtag
ggatccgécg

agatagagct

aggaggggcg
ccgtggatcc
tgtccgecca
tagagcgcta
aggggaggaa
tcaacgccog
tccagggcac
9g9agatggg
aagcgcgggce
tcgeccgtace

ga

cgagttaggg
cgcecgteetg

ggagctcace

gacgggccgco
ctccgatccecc

ggccttcatc

cagggtgctg

ggacatccac
cctgatgqgc
taggctctece
cttccaaagce
gcggagetac
ggtgaagagc
cgcegecgac

ggcccgcaty

cgaggaggtg

.cctggaggty

Lgs.G?y Arg val Leu Leu val
1 : ' 15

Phe Phe Ala Leu ggs Gly Leu

‘Ile Thr ser Arg Gly Glu Pro val
' 35 40

Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu
50 , 55

65

val Phe Asp Ala Lys ;aa Pro Ser:

GIn Ala val Tyr g}y Phe Ala Lys

Asp Gly Tyr Egs Ala val phe val

Phe Arg His Glu Ala Tyr Glu Ala
: 75 80

114

1500
1560
1620

1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2502



Tyr
Ala
val
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys

Lys
225

Ar‘g_

val
Phe
Leu
Gly
305
AsSp
Pro
Leu
Pro
Asn
385
GIu
Leu

Ghu

Lys

Leu

Gln

Glu
130

TYr

Leu
GIn
Pro
Glu

210

Pro

Leu

ASp
Leu
Glu
290

Ala

Leu

Glu

Ala

Pro

Ala
Ile
Gly
115
Lys

GIn

Ile

“Trp

Gly
195
Trp
Glu
Ser
Leu
Glu
275
Ser
Phe
Leu

Pro

Lys

355

Gly

370 .

‘Thr_'

Glu
Trp

val

Thr
Ala
Gly

Asp

Gly
Lys
100
Tyr
Glu

leu

Thr

‘val

180

val
Gly
Asn
Leu

Ala

260

Arg
Pro
val
Ala

Tyr
340

Asp.

Asp
Pro
Gly
Ar

42
Arg

Arg
85

Glu
Glu
Gly
val
Pro
165
Asp
Lys
ser
val
Glu
245
Gln

Leu

Lys

Gly

Leu
325

Lys

Leu

ASp

Glu

Glu

405

Leu

Pro

Ala
Leu
Ala
Tyr
ser
150

Glu

Phe

Gly

Leu
Arg
230
Leu
Gly
Glu
Ala
Phe
310
Ala
Ala
ser
Pro
Gly
390
Arg

Glu

Leu

ES 2 546 945 T3

Pro

val.

Asp
Glu
135
Asp

T™rp

Arg

Ile

Glu
215

Glu-

ser

Arg

Phe
Leu
295
val
Ala
Leu
val

Met

375

val
Ala
Gly

ser

Thr
Asp

.Asp

Pro

Glu

" 90

Leu
105

val

120

val

Arg

Leu.

Ala

Gly
200

Asn

Lys

Arg

Glu
Gly
280
Glu
Leu

A'la_

Arg

Leu

360

Leu

Ala

Ala

Glu

Ala

IAI"Q

val
Trp
Leu
185
Glu
Leu

Ite

val

Pro.

265

Ser
G'I.u
Ser
Arg
Asp
345
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu

425
val

115

Leu
Leu
Ile
Ala
Glu
170
val

Lys

Leu

Lys

Arg
250
Asp
Leu
Ala
Arg
Gly
330
Leu
Leu
Ala
Arg
Ser
410

Arg

Leu

Asp
Gly
Ala
Leu
val
155
Lys
Gly
Thr
l.y's
Ala
235
Thr
Arg
Leu

Pro

Lys

~315

Gly

Lys

Arg

"Tyr

Tyr
395
Glu
Leu

Ala

Phe
phe
Thr
Thr

140

Leu

AsSp
Ala
Asn
220
His
ASp
Glu
His
Trp
300

Glu

Arg

Glu

Glu

Leu
380

Gly

Arg

Leu

His

Pro

Thr

Leu

125

Ala
His
Gly
Pro
Leu
205
Leu
Leu
Leu
Gly
Glu
285
Pro
Pro
val
Ala
Gly
365
Leu
Gly
Leu

Trp

Met

Arg
Ar
110
Ala

Asp

Pro

Leu

ser
190
Lys
Asp
Glu
Pro
Leu
270

Phe

Pro

Met

His

Ar
350

Leu

Asp

Glu
Phe
Leuy

430
Glu

Galn
a5

g Leu
Lys

Arg

Glu

Ar
175

ASp
Leu
Arg

ASp

Leu
Glu
Lys
Asp
£
Pro
Asn
Leu
val

Leu

. 240

Leu
255

Arg

G'ly'

Pro

Trp

Ar
335

g Gly

Gly
Pro
Trp
Ala
415

Tyr

Ala

Glu
Ala
Leu
Glu-

Ala
320

g Ala

Leu
Leu
ser
Thr
400

Asn
Arg

Thf



Gly

val

- 450

Ala
465
His
ASp
Arg
Ile
Thr
545
Leu

ser

Gln

Ala
Gly
625
Thr
Pro
Gly
Glu
Ar

705
val
Arg

Pro

Leu

Glu

Pro

Glu

Ser

val
530

Tyr
His
ser
Arg
Leu
610
Asp
Glu
Leu

Met

Ala

.690
g Ala

Glu
val
val

Phe

770

His
785

Asp

435

Arg

Glu

Phe

Leu

Thr
515
q1u

Ile

Thr

ASp

Ile
595
Asp

G1U
Thr

Met

ser
675

val

Trp

Thr
Lys
GIn
755

Pro

Glu

Leu

Ile

Asn

Gly
0

50

ser
Lys
ASp

Arg

Pro

580
Arg

Tyr

Asn

Ala

A1a
Ala
Ile
Leu
ser
740
Gly

Arg

Leu

Asp
Ala
Leu
485
Leu

Ala

Ile

Pro

phe.

565

Asn
Arg
Ser
Leu

ser
645

"Arg Arg
660

His

Phe

Glu

Phe

725

val
Thr

Leu

Leu

val
Arg
470
Asn
Pro
Ala
Leu
Leu
550
Asn
Leu
Ala
Gln
Ile
630
Trp
Ala
Arg
Ile
Lys
710
Gly
Arg
Ala
Arg

Leu
790

ES 2 546 945 T3

Ala
455
Leu
ser
Ala
val
GIn
535
Pro
Gln
Gln
fhe

Ile

615

Arg

Met

Ala

_LELI

Glu
695
Thr
Arg
Glu
Ala
Glu
778
Glu

440
Tyr
Glu
Arg
Ile
Leu
520
Tyr
Asp
Thr
Asn
Ile
600
Glu
val
Phe
LYsS
ser
680
Arg
Leu
Arg
Ala
Asp
760

Met

Ala

Leu
Ala
Asp

Gly

505

Glu

Arg

Leu

Ala
Ile
585
Ala
Leu
Phe
Gly
Thr
665
G1n
Tyr
Glu

Arg

Ala
745

- Leu

Gly

Pro

116

Arg

Glu

Gln’

490

Lys

Ala

‘Glu

Ile

Thr

570.

Pro

Glu

Arg

Gln

Ala

val
475

Leu

Thr
Leu
Leu

His

- 555

Ala
val
Glu
val

Glu

- 635

val

650

val

Glu

Phe.

Glu

Tyr
730
Glu
Met
Ala

Gln

Pro
Asn

Leu

G1n.

Gly
715
va
Arg
Lys

Arg

Ala
795

Leu
460
Phe
Glu

Glu

Arg

Thr
540
Pro
Thr
Arg
Gly
Leu
620
Gly

Pro

Phe

Ser

Ser

700

Arg

Pro

Met.

Leu

Met
780

Arg

445

Ser
Arg
Arg
Arg
Glu
525
Lys
Arg
Gly
Thr
Trp
605
Ala

Arg

Glu

Gly

Ile
685
Phe
Lys
ASp
Ala
Ala
765%

Leu

Ala

Leu
Leu
val
Thr
510
A1a

Leu

Thr
Arg
Pro
590
Leu
His
AsSp

Ala

val

670

Pro

Pro

Arg

Leu

Phe

750

Met
Leu

Glu

Glu
Ala

Leu

495

Gly

His

Lys.

Gly

Leu

575

Leu
Leu
Leu
Ile
val
655
Leu
Tyr
Lys
Gly
Asn
735
AsSn
val

Gln

Glu

val

Gly

480

Phe
Lys
Pro .
ser
Ar

56

ser
Gly
val

ser
His
640
ASp -
Tyr
G1u_
val
Tyr
720
Ala
Met
Lys

val

val

- 800
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Ala Ala Leu Ala Lys Glu Ala Met Glu E{S Ala Tyr Pro Leu Ala val

805

815

Pro Leu GTu val Glu val Gly Ile Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys
820 825 830

Glu

<210> 73
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 73

atggcgatgc
ctggectacc
caggtggtct
gcecgtctteg
tacagggcgg
gagctggtog
gttctcgeca
gccgaccgeg
cacctcatca
gacttccgeg
gagaagaccg
ctggaccggg
aggctctect
caggggcyog
ggccrectee
cccecgeegg
gatcttctgg
aaagcccfca
gccctgaggg
ctggaccctt
gaggaggcyg
cttgagyggg

ttcccctett
geaccttctt
acggettege
tggtctttga
ggagggcccc
acctcctggg
ccctggccaa
gcctctacca
ccccggagtg
ccecregtggg
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctctc
agccegaceg
acgagttcgg
aaggggcctt
ccetggeege
gggacttgaa
aaggccttog
ccaacaccac
g99agecggge
aggagaggct

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggec
gacccccgag
gtttacccgco
gaaggcggaa
actcgtctct
gctttgggag
ggaccectee
cctcaaggag
aaacgtccgg
ccgggtgeac
ggagaggcett
ccttctggaa
cgtgggettt
cgccaggggt
9gaggcgCgg
tcteccgecee
ccccgaggyy
cgcectttee

ccttrggett

ggccgegtee
ggccccaccea
ctcaaggccc
ccctecattcce
gac;tccccd
ctcgaggtcc
aaggagaggt
gaccgcgtcg'
aagtacggcc
gacaacctce
tggggaagcc
gagaagatca
accgacctee
agggcctttc
agccccaagg
gigctttccc
QQtCQQQtCC'
gggcttctcg
ggcgacgacc
gtggcccgge
gagaggctct
taccgggagg

117

tcctggtgga
€gagccggag
tgaaggagga
gccacaaggc
ggcagctcgce
ccggctacga
acgaggtgcg
cegrecteca
tcaggccgga
ccggggtcaa’
tggaaaacct
aggcccacét
ccctggaggt
tggagaggct
cccrggagga
gcaaggagee
accgggecec
ccaaagacct
ccatgctcct

gctacggcgg

tcgecaacct

tggagaggcc

cggccaccac
cgaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc

cctcatcaag

ggcggacgac

catcctcace
ccccgagyyc
gcagtgggtg
gggcatcyaag
cctcaagaac
ggaagacctc
ggacctcqgcc
tgagtttggc
ggcccectag
catgtygggcc
cgagccttat
gagcgtictyg
cgcctaccte
ggaétggacg
gtgggggagg
cctrtcocgtt

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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gtcctggeec

tccctggagg
caccccttea
cttcecgeca
gaggccetee
aagctgaaga
ctceacacec
aacctccaga
gccgaggagg
gcccacctct
acggaaaccg
cgggcggceca
caggagctag
ttccccaagg
gtggagaccc
g1gcgggagyg
ctcatgaagc
ctccttcagg
gcccggetgg
gaggtgggga

<210>74
<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggccca
gcacctacat
gtttcaacca
acatccccgt
ggtggcratt
ccggcgacga
ccagctggét
agaccétcaa

ccatccetta

tgcgggectg

tctteggeeg

cggccgageg
tggctatggt
tccacgacga

ccaaggaggc

taggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 74

ES 2 546 945 T3

cacaggggty

gatcgcccgc

ccgggaccag
ggagaagacc
ccccaccatg
tgaccccettg

gacggccacg

€Cacacceey

ggtggtcctg
gaacctgatc
gttcggegtce
cttcgaggtt
©gaggaggcce
gattgagaag
ccgtcgetac
catggcctte
gaagctcttc
gctggtcctc
catggagggg
ctggctctec

Tet Ala Met Leu Pro teu Phe Gltu
5

Aép Gly His gss Leu Ala Tyr Arg

Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro val
35 - : 40

Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu
50 . .95

cgcetggacg
ctcgaggccy
ctggaaaggg
ggcaagcgct
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggeca
ctcéggcaga
gactatagcc
cgggrctrcc
CCCCQQQaQQ-
ctctacggea
caggccttca.
accctggagg
gtgccagacc
aacatgcceg
cccaggctgg
gaggccccaa
gtgtatcccc

gccaaggagt

tggcctatct

aggtctteeg

tectetttga

ccaccggege

tgcagraccg

tccaccccag

ggctaagtag

ggatccgecg

agatagagct

aggaggggcg
ccgtggacce -
tgtcggccca

ttgagcgcta

agggcaggag

tagaggccég

tccagggcac

aagaaacggyg

aagagagggc .
tggcogtgec

ga

cagggccttg
cctggecygc
c¢gagctaggag
cgcegtectg

ggagctcacc -

gacgggccge

ctccgacccc

gogccttcate

cagggtgctg
ggacatccac
cctaatgege

ccgecretec

cattcagagc

gcgggggtac
ggtgaagagc
cgcecgecgac
ggccaggatg
ggaggccgtg
cctggaggtg

Pro Lys Gly Arg val Leu Leu val
10 o 1

Thr Phe Phe Ala Leu Lys Gly Pro
25 : 30

Gln val val Tyr Egy_Phe Ala Lys

Asp Gly Tyr-éﬁs Ala val phe val

118

1380
1440
1500
1560
1620

- 1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2502



val
65

Tyr
Ala
val

Ala

Leu

145

H_i s
Glu
Leu
Lys

Lys

225

Arg
val
Phe
Leu
Gly
305
Asp
Pro
Leu
Pro
Asn
385

Glu

Leu

Phe
Arg
Leu
Pro

Glu

AsSp

Ala

I1e'

Gly

115

Lys

130

Tyr

Leu

Gin

Pro

Glu
-210

Pro
Leu
asp
Leu
Glu
290

Ala

Leu

IG'Iu

Ala
_,355

Pro
370
Thr
Glu

Trp

GIn
Ile
Trp
Gly
195
Trp
Glu
ser
Leu
Glu
275
ser
Phe
Leu
Pro

Lys

Gly

'Thr

Ala

Gly

Ala
aly
Lys
100
Tyr

Glu

Leu.

Thr

val
180

val

G'I'y

Asn

Leu
Ala
260
Arg
Pro

val

_A'Ia

Lys
i
Glu
Glu
cly
val

Pro

Ala
70

Ala

Leu
Ala
Tyr

ser

ES 2 546 945 T3

Pro

Pro

val

Asp

Glu

Ser
Thr
Asp
ASp
120
val

135 -

ASp

150

Glu

165

ASp
Lys
ser
val
Glu
245
Gln

Leu

Lys

_G'Iy

Leu

325

Tyr

Lys

340 -

Asp.

Asp

Pro

Gly

Arg

Leu
Asp

Glu

I;'he
Gly
Leu
230
Leu
Gly
Glu

Ala

Phe

Trp
Arg
Ile
3t
Glu
ser
Arg
Phe
Leu

295

val

310

Ala
Ala
ser

Pro

Ala

Leu

‘val

Met

- 375

Gly

- 390

Glu
405

Leu

Arg

Glu

val
Ala

Gly

Arg
Leu
Ala

Gly

200

Asn

Lys

Arg

Glu
Gly
280
Glu

Leu

Ala.

Arg

Leu

360

Leu
A'I a
Ala

¢1u

Phe
Pro
Leu
105
val
Arg
val
Trp
Leu
185
G'I_u
Leu

Ile

val

Pro
265
Gly
Glu
ser

Arg

ASp

Arg
Glu
90

Leu
Leu
Ile
Ala
Glu
170

val

Lys

Leu

Lys

Arg
250

Asp

Leu.

Ala

Arg

Gly

330

Leu

345 .

Ala

Leu

Arg

Leu

Glu

119

Leu
Ala
Arg
Ser

410
Arg

His
75

Asp
Gly
Ala
Leu
val
1_55
Lys
Gly
Th.r'
Lys
Ala
235
The
Arg
Leu

Pro

LyS

Lys

Phe

Phe
Thr
Thr
140
Leu
Tyr
Asp
Ala
ASn
220
His
Asp
Glu
His

Trp

300

Glu

315 -

Gly

tys

Arg
Tyr

Tyr

395

Glu

Leu

Arg

G'Iu_

Glu
Leu
380
Gly
Arg

Leu

Ala
Pro
Thr
Leu
125
Ala
His
Gly
Pro
Leu
205
Leu
Leu
Leu
Arg
Glu
285

Pro

Pro

.val

Ala

Tyr

Arg

‘Arg

110
Ala

Asp
Pro
Leu

Ser
190

Lys

ASp
Glu
Pro
Leu
270
Ph_e
Pro
Met
His

Al

- 35

Gly
365

Leu

_G'Iy

Leu

Trp

Leuw

ASp

Glu

Phe

“Leu

Arg
335

Glu
GlIn
g5

Leu

Lys

Arg

Glu

Ar
17
Asp
Leu
Arg
Asp

Leu
255

Arg

Gly
Pro

Trp

Gly
Gly
Pro

Trp

Ala

415
Tyr

Ala
80
Leu
G6lu
Lys
Gly
Gly
160
Pro
Asn
Leu
val
Leu
240
Glu
Ala
Leu-

G'l_u

Ala
320

- Ala

‘Leu

Leu
Ser
Thr
400

Asn

Arg



Glu

G]yl

val

vai

- 450

Ala
465
His
ASp
Arg
Thr
Thr
545
Leu
Ser
GIn
val

Gl

625 .

Thr
Pro
Gly
Glu
708
val

Arg

Pro

Leu.

Glu
Pro
Glu
ser
val
530
Tyr
His
sSer
Arg
Léu
610
Asp
Glu
Leu
Met

Ala

690

Ala
Glu
val
val

Phe
770

- 420

.Glu
435
Arg
Glu
Phe

Leu

Thr

515§
Glu

Ile

Thr

ASp

Ile
595

"Asp

Gl u
Thr
Met
ser
675

Gln

Trp

Thr

LYyS

G1n
755

Pro.

Arg

Leu

1le

Asn

Gly

500
Gly

Lys

Asp
Arg
Pro
580
Arg
Tyr
Asn
Ala
Ar
66
Ala
Ala
ITe
Leu
ser

740
Gly

Arg

Pro
Asp
Ala
Leu
485
Leu
Ala

Ile

Pro

Leu

val

Ar

47

Asn
P'r6
Ala
Leu

Leu

550

Phe
565
ASI"I
Arg
Ser‘

Leu

Asn
Leu
Ala
Glin

Ile

- 630

ser
645

j Arg

His
Phe
Glu
Phe
725
val

Thr

Leuw

Trp

-_A'Ia.

Arg

Ile

Lys
710

Gl y

Arg
Ala

Glu

ES 2 546 945 T3

ser

A'Ia.

455
Leu

ser
Ala
val
Gln
535
Pro
GIn
Glin
Phe
Ile
615
Arg
Met
Ala

Leu

val
440
Tyr
Glu

Arg

‘Ile

Leu
520
Tyr'
ASp
Thr
Asn
Ile
600
Glu
val
Phe

Lys

Ser

. 680

Glu
695
Thr
Arg
Glu

Ala

Glu

Arg

Leu

Arg

Ala

ASp

4258
val

Leu
Ala
Asp

Gly
505

Glu
Ar‘g
Leu
Ala
5
Ala
Leu
Phe
Gly
B
GIn
Tyr
61.u
-Arg
Ala

745

Leu

760

Thr

Gly

120

Leu
Arg
Glu
G'I n
490
Lys
Ala

Glu

Ile

Thr

570

Pro.

Glu

Arg

Gln

val

650

Ile
Glu
Ile

Glu

Tyr
730

G'lu.

Met

Ala

Ala
Ala
val
475
Leu
Thr
Leu

Leu

His
555

Ala

val
Glu
val
gl

Pro

Asn

Leu

Gln

Gl
71

val

Arg

Lys

Arg

His.

Léu

460

Phe

Glu

Glu

Arg
Thr
540
Pro
Thr
Arg
Gly
Leu
620

Gly

Arg

Phe

Ala
ser
700
Arg
Pro
Met
Leu
Met
780

Met
445

Ser

Arg

Aa_‘g

Lys

Glu

525

LysS

Arg

Gly

Thr

" 390

Trp
605
Ala
Arg
Glu
Gly
I"I e
685
Phe
Arg'
Asp
Ala
Ala

765

Leu

430

Glu
Leu
Leu
val
Thr
510

Ala

Leu

Thr

Arg
Pro
Leu
His
Asp
Ala
val
Pl"‘O
oro
Arg
Leu
F;he
750
Met

teu

Ala

Glu

Ala

Leu

Thr
val
Gly

480
Phe

495 -

Gly
His
Lys

Gly

Lys
Pro
Ser

Arg

- 560

Leu

575

Leu
Le_u
Leu
Ile

val
655

Leu’
670

Tyr

Lys
Gly
Glu
73S
Asn
val

Gin

Ser
Gly
val
Ser-
His
640 -
Asp
TYr |
6lu

val

Tyr

720
Ala

Met
Lys

val _
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785

Ala Arg Leu Ala kzg Glu Ala Met Glu

PEo-Leu Glu val Glu val Gly Ile G1§
820 , 82

Glu

<210>75
<211> 2505
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 75

atgcgtggta
cacctggect
gtgcaggcag
aaggccgecet

gcctacaagg

aaggagctgg

gacgtccteg
accgccgacc
ggccacctca
gtggacttcc
ggggagaaga
aacctggacc
ctcaggctct
QC¢C39999C
ggcggeetec
tyggceccege
gcecgatctte
tataaagccc
ctggccctaa

ctcctggacc
acggaggaygg

tgcttcctct
accgcacctt
tctacggett
tcgtggtctt
€ggggagggc
tggacctect
ccaccctgge
gcgacctcta
tcaceccgga

gcgeectegt

cegecctcaa

gggtaaagcc
ccttggagct

gggagcccga

‘tccacgagtt

cagaaggggc
tggccctgge
tcagggactt

gggaaggccet
cttccaacac

cgggggageg

ES 2 546 945 T3

ttttgagcee
ctttgccctg'
cgccaagage
tgacgccaag
cccgacccce
goggtttacc
caagaaggcg
ccaactcgtc
gtogctttgg

ggggQaccce
gctcctcaag

agaaaacgtc
ctcccgagtg
ccgggagagg
cggeccticeg
crttcgtgggc
cgeegecagg
gaaggaggcg
tggceteocy
caceccecgag

ggccgeectt

aagggeegeg
aagggcccca
ctcctcaagg
gcccectect
gaggacttcﬁ
cgcctcgagg

gaaaaggaqgqg

tccgaccgcg'

gagaagtacg
tcegacaacc
gagtggggaa
cgggagaaga'
cgcaccgacc
cttagggect
gaaagcccca
tttgtgcttt
ggtggtcggg
cgggggcttc
cccggcgacy
gaggtggccc
tccgagaggc

121

tcctoctggt
ccacgagecy
ccctgaagga
tcegecacga
cccggeagcet
tcecctggeta
ggtacgaggt
tcgeccgtect
gcctecaggec
tccccggggt
gcttggaaaa
tcaaggccca
tcecocctgga
ttctggagag
aggccctgga
cccgcaagga
tccaccggge
tegcecaaaga
accccatget
ggcgctacgg
tcttcgecaa

His Asp Glu Leu val teu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ata Glu Ala val
790 ' 795 800

Gly val Tyr Pro teu Ala val
810 815 '

Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys
- 830

ggacggccac

gggcgaaccg

ggacgggtac
ggcctacgag
cgccctcatc
cgaggcggac
gcgeatcctc
ccaccccgag
ggagcagtgg
caagggcatc

cctectcaag -

cctggaagac
ggtggacctc
gcttgagttt

ggaggcccece

gcccatgtgg
ccccgagect
cctgagcgtt
cctcgoctac
cggggagtgg
cctgtggagyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

- 720

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260
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aggctigagg
gctgtectgg
cttrccctagg
gyccacccct
gggctteceg
ctggaggccc
accaagctga
cgcctecaca
cccaacctec
atcgccgagq
ctggcecacce
cacacggaaa
c€gccgggegg
tcccaggage
agcttccccea
tacgtggaaa
agtgtcaggaq
gaccttatga
atgétcctcc
gtggcggett
gqtgaaggtag
<210> 76
<211> 834

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

gggaggagag
cccacatgga
agcttgcgga
tcaacctcaa
ccatcggeaa
tccgegaggce
agagcaccta
ccecgettcaa
agaacdtcﬁc
aggggtggct
tctocggega
ccgccagetg
ccaagaccat
tggcecatecc
aggtgcgggc
ccc;cttcgg
aggeccgcgga
agctegeceat
aggtccacga
tggccaagga
ggatcgagga

<223> Secuencia clonada

<400> 76

Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu
1 s 10 - 15
val Asp Gly ggs His Leu Ala Tyr ;gg Thr pPhe Phe Ala ggu Lys Gly

Pro Thr ggr ser Arg Gly Glu 250 val GIn Ala val Igr_G]y rhe Ala

ES 2 546 945 T3

gctcctttgg
ggccacaggg
ggagatccge
ctcccgggac
gacggagaag
Ccacccca_tc
CattgaCCCC
ccagacggcﬁ
cgtccgcacc
attggfggtc
cgagaacctg
gatgttcgge
caacttcggg
ttacgaggag
ctggatagaa

‘aagaaggcge

gcgcatggec
ggtgaagctc
cgagcfcctc
ggccatggag
ggactggctc

ctttaccggg
gtacggctgg
cgcctcgagg
cagctggaaa
éccggcaagc
gtggagaaga
ttgccggace
acggccaégg
ccgeteggge
ctggactata
acccgggtct
gtcccﬁcggg
gttctctacg
gcccaggcct
aagaccctgg
tacgtgcccy
ttcaacatgc
ttcocccgec
ctggaggece
aaggcctatc

tccgccaagg

122

aggtggatag
acgtggectyg
aggaggtctt
gggrcctert
gctccaccag
tcctgc&gta
tcatccaccc
gcaggctaag
agaggatccg
gccagataga
tccaggaggg-
aggccgtgga
gcatgtcggc
tcatagagcg
aggaggagag
#cctcaacgc
ccgtccaggg
tccgggagat.
cccaagegeg
ccctegeegt

agtga

gccectttcc
cctgcaggcec
ccgcttggﬁg
tgacgagcta
cgccgccatc
ccgggagetc
caggacggac
tagctccgat
ccgggecttc
gctcagggtg
gcgggacatc
ccccctgatyg
ccaccgectc
Ctacttccaa
gaagcggggc
ccgggtgaag

caccgcegece

ggaggcccge

ggccgaggag

accccrggag

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2505



Lys
val
65

Ala
Leu
Glu

Lys

ASp

145

Gly
Pro
gsn
Leu
val
225

Leu

Glu

Ala

Leu
Glu
305
Ala
Ala
.Leu
Leu
ser

385
Thr

ser
50

val
TYr
Ala
val
Ala
130
Leu
His
Glu
Lteu
Lys
210
Lys
Arg
val
Phe
Leuy
290
Gly
Asp
Pro

Leu

Pro

370 .

AsSn

Glu

Leu’_
Phe
Lys
Leu
Pro

115
Glu

Tyr
Leu
Gln
Pro
195
Glu
Pro
Leu
Asp
Leyu

275
Glu

.A'l a.

Leu

G'Iu.

Ala
355
Pro

Thr

Glu

Leu
AsSp
Ala
Ile
100
Gly
LyS

GIn

Ile

Lys

.A'Ia

Gly
85

Lys

Glu

Leu

Thr

- 165

Trp

val.

180 .

Gly
Trp
Glu
Ser

Leu
260

_G'Iu_

ser
P‘he
Leu
340

LysS

Gly

Thr

Ala

val
Gly
Asn
Leu
245
Ala
Arg
Pro
val
Ala
325
Tyr
Asp
AsSp

Pro

Gly

Ala
LYS
70

Arg

Glu

Glu

Gly

val

ES 2 546 945 T3

Leu
55

Ala.

Ala
Leu
Ala

135

ser

150 .

Pro

Asp
Lys
Ser
val

230

Glu

Gln

Leu

Lys

Gly

Glu
Phe
61 y
Leu
215
Arg
Leu
Gly

Glu

Ala

295 -

Phe

310

Leu

LysS
Leu
ASp
$3b

Glu

Ala
Ala
Ser
Pro
375

Gly

Arg

Lys
Pro
Pro
val
Asp
120
Glu

AsSp

Trp
Arg

Ile

-200

Glu
Glu
ser
Arg
Phe
280
Leu

val

Ala

Leu

val

360
Met

val

Ala

Glu
Ser
Thr

AS
10
Asp

val

Arg
Leu
Ala
185
Gly

JAsSn

Lys

Arg
Glu
265
Gly

Glu

Leu

Ala
Ar
34
Leu
Leu

Ala

Ala

123

ASp
Phe
Pro
90

Ley
val
Arg
val
Trp
170
Leu
Gclu
Leu
Ile
val
250
Pro
Gly
Glu
Ser
Arg

330
ASp

ala

Leu

Arg

Leu

Gly
Arg
75

Glu
Leu
Leu
Ile
Ala
155
Glu
val

LyS

Leu

Lys
235
'Arg

Asp

Leu
Ala
Ar

31

Gly
Leu
Leu
Ala
e

ser

gl‘
His
Asp
Gly
Ala

Leu

Lys
Glu
Phe
Phe
Thr

125
Thr

140

val

Lys

Gly

Thr
LyYS
222’0
Ala
Thr
Arg

Leu

Pro

300
Lys

Gly
Lys
Arg
380

TYyr

Glu

Leu

Asp

Ala

205

Asn
His
ASp

Glu

His

285

Trp.

Glu

Arg
Glu
Glu
365
Leu
Gly

Arg

Ala
A1é
Pro
Thr

110

Leu

Ala

His
Gly
Pro
190

Leu

Leu

‘Leu

Leu
Ar

27

Glu
Pro
Pro
val
Ala
350
Gly
Leu

Gly

Leu

Ala
Tyr
Arg
a5

Arg
Ala

Asp

Pro

Phe
Glu
80

Gln

Leu

LysS

‘Arg |

Glu

- 160

Leu
175
ser
LysS
ASp

Glu

Pro
255

"Leu

Phe.

Pro
Met
His
335
Arg
Leu
AsSp
Glu

Phe

Arg
Asp
Leu
Arg
ASp
240
Leu
Arg
Gly
Pro
Trp
320
Arg
Gly
Gly
Pro

Trp
400

.A'I a



Asn

Arg

Thr

Leﬁ

465
Gly

Phe
Lys
Pro
ser
545
Arg
Ser
Gly
val
Ser
625
His
Asp
TYr
Glu
val
7058
Tyr

Ala

Met

Leu
Glu
%
Ala
His
Asp
arg
1le
Thr
Leu
ser

Gln

val

-610

Gly
Thr
Pro

Gly

Trp
val
435
val
Glu
Pro
Glu
ser
515
VaI

530

Tyr

His

Ser
Arg
595
Leu

Asp

Glu

Leu

Met

- 675

Glu
690
Arg
val

Arg

Pro.

Ala
Ala
6y
val

val
755

Gly

ES 2 546 945 T3

405 -

Arg

420

Asp
Arg
Giu
Phe
Leu

500
Thr

Glu

Ile

Thr

Arg

Leu

Ile

Asn

Ley
Pro

Asp

Ar
47

Leuw

485

Gly
Ser
Ly;
Asp

Ar

56

S8
ITe
ASp
Glu
Thr

Met
660

ser

GIn

Trp

Thr

LyS

-740

GIn

Pro
Arg
TYyr
AsSn
Ala
645
Arg
Ala
Ala
Ile
Leu
725

ser

Gly

Leu
Ala
Ile
Pro
550
fhe
Asn
Arg
ser
Leu
630
ser
Arg
His
Phe

Glu

710

Phe

val

Thr

Glu
Leu

val
455

Arg

Asn

Pro

Ala

Leu.

535

Leu
Asn
Leu
Ala
Gln

615
Thr

Trp

A]a

Arg.

Ile

695

Lys
Gly
Arg

Ala

Gly

Ser

440

Ala
Leu
Ser
Ala
Ile
520
Gln
Pro
GlIn
GIn
Phe

600
Ile

Arg’

Met

Ala

Leu
680
6lu
Thr
Arg
Glu

Ala

. 760

Glu

425

Ala

Cys

 G1u

Arg
Ile
505
Leu
Tyr

Asp

Thr

Asn

585
Ile

Glu
val

Phe

Lys

665

ser

Arg

Leu

Arg

Ala

745

Asp

124

410
Glu
val
Leu
Glu
Aﬁp
490
Gly
Glu
Arg

Leu

Ala

570

Ile

Ala

Leu

Phe

Gly
650
Thr
GIn
Tyr
Glu
Ar

730
Ala

Leu

Arg
Leu
GIn
Glu
475
GIn
Lys

Ala

Glu

Ile
555
Thr
Pro
Glu
Arg
GIn
635
val

Ile

Glu

‘Phe

Glu
715

g Tyr

Glu

Met

Leu Leu

Ala His
445

A1é Leu
460

val phe
Leu Glu
Thr 61u
Leu Arg

525

Leu Thr
540

His Pro
Ala Thr

val Arg

Glu Gly

Trp
430
Met
Ser
Arg
Arg
Lys
210

Glu

Lys

Arg

Gly

Thr
590

Trp

605 -

val Leu
620

Glu Gly
Pfo Arg
Asn Phe
;eu-ATa

685
GIn Ser

700 -
Gly Arg
val Pro

Arg Met

Lys Leu
765

Ala

Arg

Glu
Gly
670
Ile
Phe
Lys

AsSp

415
Leu
Glu
Leu
Leu
val
495
Thr
Ala
Leu
Thr
Ar

575
Pro

Leu

Asp

A1a'

Tyr
Ala
Glu
%
Leu
Gly
His
Lys

Gly
560

g Leu

LeD
Leu
Leu
Ile

640
vai

655 .

val
Pro

Pro

Arg

Leu

Leu
fyr‘
Lys
Gly

720

Asn

- 735 ..

Ala
750

Ala

Phe

Met

Asn

val
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Leu
770

His

Lys
val
785

val Ala

val

Lys Glu

<210> 77
<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Phe Pro Arg
Asp Glu Leu

Ala Leu Ala

805

Pro teu Glu val
) ‘820

<223> Secuencia clonada

<400> 77

atggcgatgc
ctggcctace
caggtggtct
gccgtettcg
tacagggcgé
gagctggtag
gttctegeca
gccgaccgeg
cacctcatca
gactteegeg
gagaagaccg
ctggaccgyg
aggctctect
caggggcagg
agcectectec
cccecgeegg
gatcticigg
aaagcectca

gccctaagag

trccecctctt
gcacctrrctet
acggcttcgc
tggtctttga
ggagggeecc
acctcctggg
ccctggecaa
gcctctacca
ccccggagtyg
ccetegtyyq
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctctce
agcccgac:g
acgagttegg
aaggggcctt
€cctggecgce
gggacctgaa
aaggccttgy

ES 2 546 945 T3

Leu
Leu
790
Lys

Lys

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc
égccaaggcc
gacccccgag
gtttaccege
gaaggcggaa
actcgtctet
gctttgggag
ggaceectec

cctcaaggag

aaacgtccgg
ccgggtgcgc
ggaggggctt
ccttectggaa
cgtgggertt
cgccaggggt
ggaggcgcgg
ccteecgece

810

ggccgtgrec
ggcctcacca
ctcaaggccc
cccecattec
gactteccecec
ctcgaggtcc
aaggaggqgqgt
gaccgcgteg
aagtacggcc
gacaacctcee
tggggaagcc

gagaagatca

accgacctce

agggcctttce
agccccaagg
gigctttccc
ggtcgagtcc
gggcttctcg

ggcgacgacc

125

Arg Glu Met Gly Ala Arg Met

arg 6T we <1y w13 Acg

Leu Glu Ala Pro Gln Ala Arg
795

Glu Ala Met Glu Lys Ala Tyr

val Gly Ile Gly Glu Asp Trp
. 825 . .

tcctggtgga

€gagccgggyg
tgaaggagga
gccacaaggc
ggcagctcgce
ccggctacga

acgaggtgcg

.ccgteeteca

tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc

accgggecce

-CCaaagacct

ccatgctcct

Leu Leu GIn

Ala G6lu Glu
800

Pro Leu Ala
815

Leu ser Ala
830

cggccaccac
cgaacecggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc
cctcatcaag
ggcggacgac
catc;tcacc
ccccgaggge
gcagtgggtg
gggcatcggy
cctcaagaac
ggaagatctc
ggacctegec
tgagtttagc
ggcccectgg
catgtgggec
cgagccttat
gagcgttcty

cgcctaccic .

60
120

" 180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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ctggaccctt
9aggagycgg
cttgaggggg
gtcctggccc
tccctggaqy
caccccttea
ctfccégcct
gaggeeetec
aagctgaaga
ct;cacaqcc
aacctccaga
gccgaggagg
gcccaccuct
acggagaccg
cgggcggeca
.caggagctag
ttccccaagg
gtggagaccc
gtgcaggagg
ctcatgaagc
ctccttcagg
gcceggetag
gaggtgggga
<210> 78
<211> 833

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ccaacaccac
gggagcgggce
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc
tggggaagac
gcgaggecca
gcacctacat
gcttcaacca
acitqcccgt
ggtggcfact
ccggcgacgé
ccagctggat
agaccatcaa
ccatccctra
tgcgggectg
tcttcggeeg
cggccgageg
tggctatggt
tccacgacga
ccaaggaggt
taggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 78

Met Ala Met teu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu val
1 5 . 10 15

Asp Gly His gas Leu Ala Tyr Arg ;?r.Phe Phe Ala Leu 5%5'61y Pro

ES 2 546 945 T3

ccccgaggag
cgcccittcc
cctftggctt
€acggegoty
gatcgeccge
ccgggaccag
gcaaaagacy
cctcattgtg
tgaccccttyg
gacggccacg
ccgeaccccg
ggtggtcctg
aaacctgatc
gttcggcgfc
cttcgoggte
cgaggaggcc
gattgagaag
ccgeegetac
catggccttec
gaagctcttc
gctggfcctc
catggagggg
ctggctctec

gtggcecggc
gagaggctct
tatcgggagg
cgcetggacg
ctcgéggccg
ctggaaatgg
dggcaagcgcet
gagaagatﬁc
tcggacctea
gccacgggea
cttgggcaga
gactatagcc
agggtcttcc
ccccgggagg
ctctacggeca
caggcctica
accctagagg
gtgccagacc
aacatgcccg
cccaggetgg
gaggccccaa
gtgtatcccc
gccaaggagt

126

gctacggcgg
tcgccaacct
tggagaggcc
tggcctatcf
aggtcttccg
tgctctttga
cﬁaccagqgc
tgcagtaccg
tccaccccag
ggétaagtag
ggatccgccy
agatagagct
aggaggggeg
ccgtggaccc
tgtcggccca
ttgagcgeta
agggcaggag
tagaggcccg
tctagggcac
aggaaatggg
aagagagggc
tggcegtgece
9a '

ggagtggacg

9tggg9ggagg

ccttrcegcet
cagggccttg
cctggecgge
cgagcttagg

cgcecgtectg |

ggagctcacc

gacgggcege
ctccgatcee
ggccttcatc
cagggtgctg
ggacatccac
cctgatgcgﬁ
ccgectctec
ctttcagagc
gcgggggtac
ggtgaagagc
cg;tgccgac

ggccaggatg

ggaggccgtg
cctggagoty

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

2460
2502



Thr
ser
val
65

Tyr
Ala
val

IA1a

Leu
145

His’

Glu
teu
Lys
Lys
225
Arg
val
Phe
Leu
Gly
305
Asp
Pro
Leu

Pro

ASn

Thr
L.eu
50

Phe
Arg

Leu

Fro

ser
35

Leu

Asp

Ala

Ile

Gly

Arg
Lys
Ala
Gly
LYS

100
Tyr

115

Glu

130

Tyr
Leu
GIn
Pro
Glu
210
Pro
Leu
Asp
lL.eu
Glu
290
Ala
Leu
G1u
Ala

Pro
370

Lys
Gln
i]e
Trp
Gly
195
Trp
Glu
ser
Leu
Glu
275
Sér
Phe
Leu
Pro
hE

Gly

Thr Thr

Glu
Leu
Thr
val
180
val
G1y
Asn
Leu
Ala
260
Arg
Pro

val

Ala

TYyr

340
Asp

ASp

Pro

ES 2 546 945 T3

Gly Glu Pro

Ala
LyS
Arg
85

Glu
Glu
Gly
val
Pro
165
Asp

Lys

ser

val

Glu
245

Gln

Leu

Lys_

Gly

Leu

325

Lys
Leu
Asp

Glu

Leu
Ala
70

Ala
Leu
Ala
TYr
Ser
150
Glu
Phe
Gly
Leu
Ar

23

Leu
Gly

Glu

Ala

Phé

310
Ala

Ala
ser
Pro

Giy

Lys
5%

Pro
Pro
val
ASp
Glu
138
Asp
Trp
Arg
Ile
Glu
215
Glu
Ser
Arg
Phe
Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met

375
val

val

40

Glu

Pro

Thr

Asp

.ASp
120

val

Arg

Leu

‘Ala

Gly

200

AsSn
Lys
Arg
Glu
Gly
280
Glu
Leu
Ala
Arg
Leu
360

Leu

Ala

Gln
AsSp
Phe
Pro
Leu
105
val
Arg
val
Trp
Leu
185
Glu
Leu
Ile
val
Pro
265
ser
Glu
ser
Arg
Asp
345
Ala

Leu

Arg

127

val
Gly
Arg
Glu
90

Leu
Leu
Ile
Ala
Glu
170
vali
Lys
L.eu
Lys
Ar

25

Asp

Leu

Ala
Arg
Gly
330
Leu
Leu

Ala

Arg

val
Tyr

His

75

Asp
Gly
Ala
Leu
val
155
LYyS
Gly
Thr
Lys

Ala
235

Th r_'

Arg

Leu

Pro.

Lys

Tyr Gly Phe

Lys
60

LysS
Phe
Phe
Thr
Thr
140
Leu
Tyr
ASp
Ala
Asn
220
His
AsSp
Glu
His
Trp

300
Glu

315 .

Gly
Lys
Arg
Tylr‘

Tyr

Arg
Glu
Glu
Leu

380
Gly

45
Ala

Ala

Pro

Thr

val

Tyr

Arg

Ala
Phe
Glu

Gln

95

Ar

11

Leu

125
Ala

His

Gly

Pro
Leu
205
Leu
Leu
Leu
Gly
Glu
285
Pro
Pro
val
Ala
Gly
36S

Leuw

Gly

Ala

ASp

Pro

teu

ser

190
Lys

Asp
Glu
Pro
Leu
270
Phe
Pro
Met
His
Ar

35

Leu

Asp

Glu

Leu
Lys

Arg

Glu

Ar

17

ASp
Leu
Arg
Asp
Leu
255

Arg

Gly

Pro.

Trp
Arg
335
Gly
Gly

Pro

Trp

Lys
val
Ala
80

Leu
Glu
LYS

Gly

Gly
160

"Pro

ASn
Leu
val
Leu
240
Glu
Ala
Leu
Glu
Ala
320
Ala

L.eu

Leu

Ser

Thr



385
Glu

Leu

Glu
Gly
Ala
465
His
Asp
Arg
Ile

Thr

545

Leu
Ser
‘Gin
val

Gly

Glu
Trp
val
val
450
Glu
Pro
Glu
ser
val
530
Tyr
His
ser
Arg
Leu

610
Asp

625

Thr
Pro
Gly
Glu
Ar

70

val

Arg

Gl u
Leu
Met

Ala

Ala
Gly
Glu

435
Arg

‘Glu

Phe
Leu
Thr
515
Glu
Ile
Thr
Asp
1le
59%
Asp
Glu
Thr

Met

ser

675
Gln.

690

Ala
Glu

val

Trp:

Thr

Lys

G‘Iy
Ar

420
Arg
Leu
Ile
Asn
Arg
500
ser
Lys
ASp
Arg
Pro
580
ATg
TYr
AsSn
Ala
Ar

66

Ala
Ala
Ile
Leu

Ser
740

Glu
405

g Leu

Pro
ASp
Ala
.Leu
485
Leu
Ala
I.] e
Pro

Phe
563

Asn

Arg
Ser
Leu
Ser
645
Arg
His
Phe
Glu
Phe

725
val

1390

Arg

Glu

Leu

val

ES 2 546 945 T3

Ala
Gly
ser

Ala

- 455

Ar

47

ASn
Pro
Ala
Leu
Leu
550
Asn
Leu
Ala

GIn

Ile

630

Trp
Ala
Arg
Ile
730

Gly

Arg

Leu

Ser’

Ala
val
GIn
535
sSer
GIn
Gln
Phe
Ile
615
Arg
Met
Ala
Leu
Glu
695

Thr

Arg

Glu

Ala
Glu
Ala
440
Tyr
Glu
Arg
Leu
Leu
520
Tyr
Asp
Thr
ASN
Ile
600
Glu
val
Phe

Lys

ser
680

Arg

Leu

Arg

Ala

Leu
Glu
425
val
Leu
Ala

Asp

Gly

Ser
410

Arg

Leu

‘Arg

Glu

aln
490

Lys

505

Glu

Arg

Leu
Ala

Ile

Ala
Glu
Ile
Thr

570

Pro

585-.

Ala
Leu
Phe
Gly
Thr
665

Gln

Tyr

Glu

Arg

Ala
745

128

Glu
Arg
Gln
val
650
Ile
Glu
_Phe
Glu
TYIr

730
Glu

395
Glu

Leu
Al a.
Ala
)
Leu
Thr
Leu
Leu

His
555

Ala

val

Glu

val

Arg
Leu
His
Leu
460
Phe
G'I_ u
GIn
Arg
Thr
540
Pro
Thr
Arg

Gly

Leu

- 620

Glu
635
Pro
Asn
Leu
Gln
Gly
715

val

Arg

Gly
Arg
Phe
Ala
ser
700

Arg

Pro

Met

Leu
Trp
et
445
Ser
arg
Met
Lys
Glu

525
Lys

Arg

Gly
Th r
Trp
605
Ala
Arg
Glu
Gly
Ile
685
Phe
Arg

ASp

Ala

Phe

Leu
430

Glu

Leu

Leu
val
Thr

510
Ala

Leu

Thr

Arg

Pro
590
Leu

His

Asp

Ala

val
670
Pro
Pro

Arg

Leu

Ala

415
Tyr

Ala

Glu

Ala

Leu
495

Gly

His
LYS
Gly

Leu
575

Leu

Leu
Leu
Ile
val
655
Leu
Tyr
Lys

Gly

400

Ash
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe
Lys
Pro
Ser
Arg
560
ser
Gly
val
ser
His
640
Asp
Tyr
Glu

val

Tyr

. 720

Glu

- 735

Phe
750

Asn

Ala

Met
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Pro val

Gln Gly Thr

755

Phe
770

Asp

Leu

His
785

Ala Arg
Pro Leu

Glu

<210> 79
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Glu Leu val

Leu Ala Lys

Pro Arg Leu

ES 2 546 945 T3

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met

760

Glu Glu Met
. 775

790

805

Glu val Glu

820 .

<223> Secuencia clonada

<400> 79

atggcgatyc
ctggcctace
caggtggtct
gcegtecttey
tacagggcygg
gagctggtag
grrctcyeca

gccgaccgeg

cacctcatca

gacttccgeg
gagaagaéﬁg
ctggaccggg
aggetctect
caggggcggg
agccteetec
cccecgeegg
‘gatcttctag

aaagccctca

ttccecctett
gcaccttctt
acggcttcge
tggtctttga
ggagggcccc
acctcctyggg
ccctggecaa

gcctetacca

ccccggagtg

ccctegtggg

ccctcaaget

taaagccaga
tggagctcte
agcccgaccg
acgagttcgg
aaggggcctt
ccectggecge

gggacctgaa

Glu val Met

val Gly Ile

tgagcccaaa
'cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggcﬁ
gaccccccag
gttfacccgc
gaaggcggaa
actégtctcc
gcrrtgggag.
ggacccetec
cctcaaggag
aaacgtccgg
ccgggtgege
ggagggactt
‘ccttctggaa
cgtgggcttt
cgccaggggt
99aggcgcgg

Gly Ala Arg Met Leu Leu
- 780 '

Glu Gly val Tyr Pro Leu
810

Gly Glu Asp Trp Leu Ser

825

ggccgggtcec
ggcctcacca
ctcaaggccec
ccctcattec
gacttccccc
ctcgaggtcc
aaggaggggt
gaccgcgtcog
aagtacggcc.
gacaacctce
tggggaagce
gagaagatca
accgacctcc
agggcctttc
agcceccaagg
gtgctttccc
ggtcgagtcc
gggcttctcg 

129

765

Leu Glu Ala Pro Lys g;g Arg.Ala Glu

tcctggtgga
cgagccggag
tgaaggagga
gccacaagge
agcagetcge
ccggctacga
acgaggtgeg
ccgtecteea
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc
accaggeecc

ccaaagacct

val Lys

Gin val

val
800

val

Ala
Ala
815

Ala Lys

830

cggccaccac
cgaaccggtg
cggqtacaag
ctacgaggcc
cctcatcaag
ggcggacgac
catcctcace

cececgagayce

gcagtgggtg .

gggcatcggg

cctcaagaac

ggaagacctc

ggacctcgec

tgagtttggc
ggccccctgg
catgtgagcc
cgagccttat
gagcgttctg

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

900

960
1020
1080
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gccctaaggg
ctggaccctt
gaggaggcgg
cttgaggogg
grecrggecce
tccctggaﬁg

cgccccttca

‘cttccecgecca
gaggccecctce
aagctgaaga
ctccacactc_
aacctccaga
gccgaggagg
'gcccacctct
acccagaccg
cgggcggeca
caggagcttt
ttccccaagg
gtggagaccc
gtcaggogag
ctcatgaagc
ctcctccagg_
gcggettigg
gaggtggyga

<210> 80
<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

aaggccttgg
ccaacaccac
gggagcgggc.
aggagaggct

acatggagac

tggccgagga
acctcéactc
tcggcaagac
gcgagaccca
gcacctacat
gctrcaacca
acatccccgt
ggtggctatt
ccggcgacga
caagétggat
agacggtgaa
ccétccccta
tgcgggcctg
tcttcggccg
ccgcygagey
tcgtcatggt
tcéacgacga
ccaaggaggce

tcggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 80

Met Ala Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg val Leu Leu val
1 : 5 . 10 . . 15

ES 2 546 945 T3

cctcececgecce
ccccgagggg
cgccctttee
cetrtggett
cacgggggtg
gatcgeeege
ccgagaccag
ggagadgacc
ccccategtyg
tgaccccttg
gacggccacg
ccgcaccceg
ggtggtectg
gaacctgétc
gttcggtgtc
ctteggcgtce
£gaggaggcg
gattgagaag
ccgcegetac
catggcctté
gaagctctte
getectectg
catggagaag
ctggctctcc

ggcgacgacc
gtggcccgyc
gagaggctct
taccgggagg
cgectggacg
éthaggccg
ctggéaaggg‘
ggtaagcgct
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggea
cttgggcaga
gactatagcc
dgggtcticce
cceceggagy
ctctacgoca
gtggccttca
accctggagg
gtgcccgacc
aacatgcccé
ccccgcctéc
gaggcececc
gcctatccec

qccaaggagt

130

ccatgctcct

gctacggegy
tcgccaatct
tggagaggcc
tggectatet
aggtcttcey
tectetttga
ccaccagegc
tgcagtaccg
tccaccecag
ggctaagtag
ggatccgcey
agatggagct
aggaggggaa
ccgtggacec
tgtccgecca
tagagcgcta
agggcaggag
tcaacgeceg
tccagggeac
gggagatggg
aagcgeggge
tcgecgtace

ga

cgc;tacctc
ggagtggacg
gtgaggaagg
cctttccgct
cagggcctfg

cctggeegge
cgagctaggg

cgecgrecty
ggagctcacc
gacgggcege
ctcegatece
ggcctteate
cagggtgctg
ggacatccac
cctgaﬁgcgc
taggctctec
cttccaaagc
gcgggggtac
gatgaagagc
cgccgeegac
ggcc;gcatg
cgaggaggtg
cftggaggtg

1140
1200
1260
1320
1380

1440

1500
1560I
1620
1680
1740
1800
IBGb
1920
1980

12040

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2502



Asp
Thr
- Ser
val

65
Tyr

Ala

val
Ala
Leu
145
His
. 6lu
Leu
Lys
Lys
2%5
Arg

val

Phe

Leu

Gly

305

ASp

Pro

Leu

Pro

Gly
Thr
Leu
50

Phe
Arg
Leu
Pro
Glu
130
Tyr
Leu
GIn
Pro

Glu
210

Pro

Leu
ASP
Leu
Glu
290
Ala
Leu
Glu

Ala

PI'O

His

His

20

Ser
35
Leu

Asp

Ala

_11_e

Gl
11

Lys

Gln

Ile
Trp
Gly
195
Trp
Glu
sSer
Leu
Glu
275
ser
Phe

Leu

Pro

383

Arg
Lys
Ala
Gly

LysS
100

Tyr

Glu

Leu

Thr"

val
180

val

cly

‘Asnh

Leu
Ala
260
Arg
Pro
val
Ala
TYr
340
Asp

Leu
Gly
Ala

Lys

Arg

85

Glu

Glu
Gly
val
Pro
155

Asp

Lys

Ser

val

Glu

. 245

GIn

Leu

Lys

Gly

.Leu

325
Lys

Leu

Gly Asp Asp

Ala
Glu
Leu

Ala
70

Ala

Leu

Ala
Tyr
Ser
150
Glu
Phe
Gly
Leu
Ar

23

Leu
Gly
G'I.u

Ala

'Phe

310
Ala

Ala

ser

Pro

ES 2 546 945 T3

Tyr
Pro
Lys
5¢
Pro
Pro
IVa'I
ASpP
Glu
135
Asp

Trp

Arg

Ile

Glu
215

Glu

Ser

Arg,

Phe

Leu
295

val

A'I a

Leu
val

Met

Arg.

val
40

Glu

Ser

Thr

Asp

ASp
120
val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
AsSn
Lys
Arg
Glu

Gly
280

Glu

Leu

Ala

Arg

Leu

360

Leu

Thr
25

G1n
Asp
Phe
Pro
Leu
108
val
Arg
val
Trp

Leu
185

Glu

Leu

Ile

val

Pro
265
ser
Glu
ser

Arg

Asp
345

Ala

Leu

131

Phe

val

Gly

Al"g
Gln
a0

Leu
Leu

Ile

Ala

Glu
170

‘Va'l

Lys

Leu

Lys

Phe
val
Tyr
His
75

Asp
Gly
Ala
Leu
val
155
Lys
Gly
Thr

Lys

Ala

- 235

Arg
250

‘AsSp

Leu
Ala
Arg
Gly
330
Leu

ieu

Ala

Thr
Arg
Leu

Pro

LysS

315
Gly

Lys
Arg

Tyr

Ala

Tyr

Lys
(4]

Lys
Phe
Phe

Thr

Thr-

140
Leu

Tyr

ASp

Ala

ASnh
220
His

ASp

G

His
Trp
300
Glu

Arg.

Glu

Glu

Leu

Leu
Gly
45

Ala
Ala
Pro
T_hr
Leu
125
Ala
His

G'Iy

Pro

Leu
205
Leu

Leu

Leu

Gly

Glu
285
Pro

Pro

val

Ala Ar
-~ 350

Gly
365

Leu

Lys
30

Phe

val

-Tyr

Arg

Anr

11

Ala
ASp
Pro
Leu
ser
190
Lys
Asp
Glu
Pro

Leu

Gly
Ala
Phe
Glu
55"

Leu

Lys

Arg

Glu

Asp
Leu

Arg

Asp’

Leu
255
Arg

270 -

Phe.

Pro
Met

His

Leu

Asp

Gly
P_I"O
Trp

Gln
335

g Gly

Gly

Pro

Leu
Lys
val
A'Ia
80
Leu
Glu
Lys
Gl y-

Gly
ie0

Arg Pro
' 17_'5

AsSn

Leu

| val

Leu
240
Glu
Ala
Leu
Gl ul
Ala
320
A_'I a
Leu
Leu

Ser



Asn
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
Arg
Asp
Arg
Ile
Thr
545
Leu
ser
G1n
val
Gly
625
Thr
Pro
Gly
Glu
Arg

705
val

370

Thr

Glu

Trp

val

val
450

Glu

Pro

Glu
Ser
val
230
His
ser
Arg
Leu
610
Asp
Gln
Leu
Met
Al a
690
Ala

6lu

Thr
A'I_a
Gly
Glu
435
Arg
Glu
Phe
Leu
Thr
215
Glu
Ile
Thr

ASp

Ile

595

Asp
Glu
Thr
Met
ser
675
val

Trp

Thr

Pro

-G'ly

Arg
420

Arg

Leu
Ile
Asn
Gly

500

Ser

Lys

Asp
Arg
Pro
580
Arg
TYr
Asn
Ala
Ar

660
Ala
Ala

Ile

Leu

Glu
Glu
405
Leu
Pro
Asp
Ala
Ley
485
teu
Ala
Ile
Pro
Phe
565
AsSh
Arg
ser

Leu

ser
645

g Arg

His

Phe

Glu

Phe
7258

ES 2 546 945 T3

Gly
390
Arg
Glu

Leu

val

‘Arg’

470

Asn

#ro

Ala

Leu
Leu
550
Asn
Leu
Ala
Gin
Ile
630
Trp
Ala
Arg
Ile
Lys
710

Gly

375

val

Ala
Gly
Ser
Ala
455
Leu

sar

Ala

val

Glin
539
Pro
GIn
GIn
Phe
Met
615
Arg
Met
Ala
Leu
Glu
695

Thr

Arg

Ala
Ala
Glu

Ala
440

Tyr
Glu
Arg
Ile
Leu
520
Tyr
Asp
Thr
Asn
Ile
600
Glu
val
Phe
LYS
ser
680
Arg

Leu

Arg

Arg
Leu
Glu
425
val
Leu
Ala
ASD
Gly
505
Glu
Arg
Leu
Ala
1le
585
Ala
Leu
Phe
Gly
Thr
665
Gln

Tyr

Glu

Arg

132

Arg
ser
410
Arg
Ley
Arg
Glu
Gln
490
Lys
Ala
Glu
Ile
Thr
570
Pro
Glu
Arg
Gln
val
650
val

Glu

Phe

Glu

7%

Leu

A_'I'a
Ala
val

475

Leu

Thr

Leu
Leu
His
555
Ala
val
Glu
val
Glu
635
Pro
Asn
Leu
Gin
Gly

715
val

380

Gly
Arg
Leu
His
Leu

460

Phe

-Glu

Glu
Arg
Thr
540
Pro
Thr
Arg
Gly
Leu
620

Gly

Pro

Phe

ser
ser
700
Arg

Pro

Gly
Leu
Trp
Met

445

Ser

Arg

Arg
Lys
Glu
525

Lys

Arg

Gly

Thr
Tr
60
Ala
Lys

Glu

Gly

Ile

685
Phe

Arg

Asp

Glu
Phe
Leu
430
Glu
Leu
Leu
val
Thr
510
Ala
Leu
Thr'
Arg
Pro
590
Leu
His
Asp
Ala
val
670
Pro
Pro

Arg

Leu

Trp
Ala
415
Thr
Glu

Ala

Thr
400
Asn

Arg

Thr

val

Gly

- 480

Leu
495
Gly
His
Lys
Gly
Leu
575
Leu
Leu
Leu
Ile
val
655

leu

Tyr

Lys.

Gly

Asn
735

Phe
s
Pro
Ser
Ar

56

ser
Gly
val
Ser
His
640
ASp
Ty
(31 U
val
Tyr

720

Ala
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Arg Met Lys Ser val Arg Gly Ala

740

GIn Gly Thr Ala Ala Asp
755 - 760

Phe Pro Arg Leu Arg Glu Met
770 o 775

His Asp Glu Leu Leu Leu Glu Ala
785 790

Ala Ala Leu Ala Lys Glu Ala Met
: -80S

Pro val

Leu

'ﬁro Leu GTu val Glu val
B20

Gly Ile

Glu

<210> 81
<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia clonada

<400> 81

atggcgatgc
ctggcctace
caggtggtct
gccgtctteag
tacagggcag
gagctggtgg
gttctcgeeca
gccgaccgeg
cacctcatﬁa
gactrcegcqg
gagaagaccg
ctggaccggg
aggetctect
caggggcaqg
agcctectcc

ccececgeegg

ttccectett
gcacctcctt
acggcttﬁgc
tggtctttga
ggagggcccc
acctcctggg
ccctggecaa

gcctctacea

ccccggagtg

ccctegtaggg
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctctce
agcccgaceg
atgagttcgg
aaggggcctt

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggcec
gaccceccgag
grrracccgc
gaaggcggaa
actcgtctcf
gcttigggag
ggacccﬁtcc
cctcaaggag
aaacgtccgg
ccgaggtgege
ggaaéggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt

Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met
750

745

Leu Met Lys

Gly Ala Arg Met

765

Leu
780

Leu Ala Met val

Ley GIn val

Pro GIn Ala Arg Ala Glu Glu val
- 798

Glu
B10D

Gly Glu Asp
BZE

ggccgtgtec
ggccccacca
ctcaaggccc
cceccattec
gacttecccee
ctcgaggtec
aaggaggggt
ga;cgcgtcg
aagtacggcc
gacaacctcc
tggggaagcc
gagaagatca
accgacctec
agggccttrc
agccccaagg

gtgcttteec

133

tcctggtygga

<gagccgggg
tgaaggagga:

gccacaagygce
ggcagctcgc
ccggctacga
acgaggtgceyg
ccgteeteea
tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaéaacct
aggcccacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga

gtaaggcgcc

800

Lys Ala Tyr Pro Leu Ala val

815

Trp Leu-Ser Ala.Lys
. 830 '

cggccaccac
cgaaccagtg
cgggtacaag
ctacgaggcc
cctcgtcaag
ggcggacgac
catcctcacc

ccecgaggge

gcagtgggtg
gggcatcgag
cctcaagaac
ggaagacctc

ggacctcgee

tgagtttggc

ggcccoctgy
catgtgggck

Lys

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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gatcttctgg
aaagcccteca
gccctaaggg
ctggaccctt
gaggaggcag
cttgagggqg
gtcctggecc
tcecctggage
cacaccttca
éttcccgcca
gaggccctec
aagctgaaga
ctccacacce
aacctccaga
gccgaggagg
gctcacctct
acggagaccg
€gggcggcca
caggagctag
ttccccaaqgg
gtggagaccc
gtcagggagg
cttatgaagc
ctcctccagg
gcggetitgg
aaggtgggga
<210> 82
<211> 833

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ccctggeege
gggacttgaa
aaggccttgy
ccaacaccac
gg9gagcaggc
aggagaggct
acatggaggc
ttgcggagga
acctcaactc
tcggﬁaagac
gcgaggecea
gcacctacat
gcttcaatéa
acatcccegt
ggtggctact
ccggcgacga
ccagctggat
agaccatcaa
ccatccctta
tgcgggectg
tcttcggaag
ccgcggageg
tcgccatggt
tccacgacga
ccaaggaggc

tcggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 82

ES 2 546

cgccaggggt
ggaggogegy
ccteecgecc
ceccgagggg
cgccerteee
certtggett
cacaggggta
gatcCgccgt
ccgggacCag
ggagaagacc
ccccatecgtg
tgaccccttg
gacggccacg
ccgcacceeg
ggtgétCCtg
aaacctgatc

gttcggecgtc

cttcggggtc

cgaggaggcc
gattgagaég
aaggcgctac
catggcette
gaagctctrc
gctcctcctg_
catggagaag
ctggctetec

945 T3

ggtcgoagtct
gggctectcg

ggcgacgacc
gtggcccggc
gagaggcrct
taccgggagg
cggctggacg
ctcgaggagg
ctggaaaggg
ggcaageget
gagaagatcc
ccggacctca
gccacgggcea
cttgggcaga
gactatagcc
agggtcttcc
ccccgggagg
ctctacggca
caggcctt;a
gccctggagy
gtgcccgace
aécatgcccg
cceegectee
gaggcccecc
g;ctéttccc

gccaaggagt

134

accgggeccc
ccaaagacct
ccatgctect
gctacggcgg
tcgecaacct
tggataggcc
tggcctgect
aggtcttccg
tccrctttga
ccaccagege
tgcagtaccg
tctacctcag
ggctaagtag
ggatccgccg
agatagagct
aggaggggyco
ccgtggacee
tgtcggccca
ttgagcgcta
agggcaggag
ttaécgcccg
tccagggeac
gggagatggg
aagcgcggge
tcgecocgtacc

ga

cgagccttat
gagcgtctyg
cgcctacetce
ggagtggacg
g9tgggggagg
cctttccget
gcaggccctt

cttggcggge
cgagctaggg
qgccattctg
ggagctqacc
gacgggecge
ctccgatcce
ggccttcatc
cagggtgctg
ggacatccac
cctgatgege
cegectetee
ctttcagagc
gcgggggtac

ggtgaagagt

cgccgcecgac
ggcccgeatg
cgaggaggtyg

cctggaggtg

1020

1080

1140
1200

1260

1320
1380
1440
1500

11560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160

2220
2280
2340
2400
2460
2502



Met
Asp

The

ser

val
65

Tyr
Ala
val

Ala

Leu
145

His

Glu
Ley

Lys

Ala

Gly

Thr

Leu
50

Phe
Arg
Ley
Pro

Glu
130

Tyr

Leu

Gln

Pro

Glu
210

y¥s -Pro

LYS
225
Arg
val
Phe
Leu
-Gly
305
ASp

Pro

Leu

Leu
Asp
Leu

Glu

- 290

Ala

Leu

Glu

Ala

Met
His
ser
35

Leu

ASp

Aié

val

Gly

115

Lys
Gln
Ile
Trp
o

Trp
Gju
Ser
Leu
Glu

275

Ser

Phe

Leu
Pro

Lys

Leu
His
20

Arg
LYsS
Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Glu
Leu
Thr
val
180
val
Gly
Asn
Leu
Ala
260
Arg
Pro
val

A1a

Tyr

340
Asp

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys
85’
Glu
Glu
Gly
val
Pro
165

Asp

Lys

Ser

Val

Glu

245

GlIn

Lew

Lys:

Gly
L.eu
325
Lys

Leu

ES 2 546 945 T3

-Leu

Ala
Glu
Leu
50
Ala
Leu
Ala
Tyr

Ser

150

Glu

Phe_

Gly
Leu
Ar

230
Leu
Gly
Glu

Ala

Phe
310

Ala

Ala

Ser

Phe

Tyr

Pro

Lys
55

Pro
Pro
val
Asp
Glu
135

Asp

Trp

Arg

Ite

Glu

215

Glu

Ser

Arg.

Phe
Leu
295
val

Ala

Leu

val

Glu

Arg

val
40

Glu

Pro

Thr:

AsSD

Asp

Pro

Thr
25

Gln
Asp.

Phe

Pro

Leu
105

val

120 -

val
Arg
Ley

Ala

‘Arg

val
Trp

Leu

. 185

Gly
200
AsSn
Lys
Arg
Glu
Gly
280
Glu

.Leu

Ala
Arg

Leu

Glu

Leu

Ile

val

Pro.
.265

Ser

G6lu

ser

Arg

Asp
345 -

Ala

135

Lys
10

ser

val
Gly
Arg
Glu

90

Leuy

Leu

Ile

Ala

Glu
170
val
Lys
Leu

LYS

Ar
25

Asp.

Leu
Ala
Arg
539

Leu

Leu

Gly

Phe

val
Tyr
His
75

ASp
Gly
Ala
Leu
val
155
Lys
CTy
Thr
LyS
Ala

235
Thr

Arg

Leu

Pro.

Lys
315
Gly

Lys

Arg

Arg
Ala
Tyr

Lys

60

Lys

Phe

Phe

'Thr

Thr

140

Leu
Tyr
Asp
Ala
Asn
220
His
ASp

Glu

His

Trp
300
Ala
Al'g

Glu

Glu

val Leu

Leu Lys
30

Gly Phe
45

Ala Val
A1a_Tyr
Pro Arg
Thr Ar

11
Leu Ala-
125
Ala Asp

His Pro

Gly Leu

Leu
15

Gly

Ala-

Phe
Glu
Gln
95

Leu
Lys
Arg

Glu

Arg

- 175

Pro Ser
+ 190

Leu Lys
205

tLeu Asp
Leu G1y
Leu Pro
Arg. Leu.

270
Glu Phe

285

Pro Pro
Pro Met
val Tyr
Ala Ar
350
Gly Leu

Asp
Leu
arg
Asp
Leu
255
Arg
Gly
Pro
frp

Arg
335

g Gly

Gly

val.
Pro
Lys
val
Ala
80

Leuw

Glu

‘LYyS

Gly
G1y
160
Pro
Asn
Leu

val

Leu
240

“Glu

Ala.
Leu
Glu.
Ala
320
Ala

Leu

Leu



Pro
ASn
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
Asp

Arg

Ile

Pro

370
Thr

Glu
Trp
val
val
450
Glu
Thr
Glu

Ser

val

- 530

Thr
545

Leu.

Ser
Gln
val
&

Thr
Pro
6ly
&t

708

Tyr
His
Ser
Arg
Leu
610
AsSp
Glu
Lteu

Met

Ala

690.

Ala

355

Gly
Thr
Ala
Gly
Asp
_435
Arg

Glu

' Phe_

Leu
Thr
515
Glu
Ile

Thr

Asp

Ile

595
AsSp

Glu

Thr

Met

ser
675

Gln

Trp

Asp

Pro

Gly
Arg
420
Arg
Leu
Ile

Asn

Gly

500

Ser
Lys
Asp
Arg

Pro
580

Arg

Tyr

Asn

Ala

Ar
660

Ala

Ala

Ile

Asp
Glu
Glu
405
Leu

Pro

Asp

Arg

Leu
485
Leu
Ala
Ile
Pro
Phe
565
Asnh

Arg

Ser

Leu

Leu
- 535

ES 2 546 945 T3

Pro

Gly

Met
375

val

390

Arg
G'I_u
L_eu

val

Ar
470.

Asn

-Pro

Ala

Leu
550

Asn

Leu

Ala

Gin

I'I-e

. 630

ser
645

g Arg

His
Phe

Glu

Trp

Ala

Arg

Ile

LyS

710

Ala

Gly

ser

‘Ala

455

Leu
Ser
Ala
Ile
Gln
Pro
Gin
Gln
Phe

Ile

615

Arg

Met

A'Ial_

Leu

Glu
695

A]é

360
Leu
Ala
Ala
Glu
Ala

440
Cys

Glu

Arg
Ile

Leu

520

Tyr

Asp.

Thr
Asn
Ile
600
Glu
val
Phe
Lys
ser
680

Arg

Leu

Leu
Arg
Leu
Glu
428
val
Leu
Glu
Asp
Gly
505
Glu
Arg
Leu
Ala
Ile
585
Ala
Leu
Phe
Gly

Thr

‘665

Gln

Tyr

Glu

136

Ala

Arg

Tyr

Tyr

- 395

ser
410

Arg

Leu

Gln

Glu

GIn

490

Lys
Ala
Glu
Ile
Thr

570

Pro

.61 u

Arg
al
val
650

Ile

Glu

Phe

Glu

Glu
Leu
Ala
ATI a
Qa'l

475

Leu

Thr

Leu
Ley
His
555
Ala
val
G'I'u
val
Glu
635

Pro

Asn

Leu
Gln

Gly

Leu

365

Leu

380

Gly
Arg
l;eu
His

Leu

- 460

Phe
Glu
Glu
Arg
Thr
540
Pro
Thr

Arg

Gly

Leu

G]_y

Leuw

Trp

Met
445

ser

Arg

Arg
Lys
Glu
525
LysS
Arg

Gly

Thr

Asp

Glu

Phe

Leu

Pro
Trp
Ala

415
Tyr

430

Glu

Leu

Leu

val

Thr

510
Ala

Leu

Thr

Arg

Pro

. 390

Trp
605

Ala

620 -

Gly

-Arg

Phe
Ala
ser

700
Arg

Ar_‘g

_G'Iu

Gly

Ile

- 685
.Phe

Arg

‘Leu

His

Asp

Ala

val
670

Pro

Pro

Arg

Ala

Glu

Ala

Ser
Thr
400
Asn
Arg
Thr
Leu

Gly

© 480

Leu
495

Gly

His

Lys
Gly

Leu
575

Leu

Leu

Leu

ITe
val
655
Leu
Tyr
Lys

G '

Phe

Lys

Pro

sSer

Ar

56

ser.
Gly
val
Ser-
bis
640
Asp
Tyr
Gilu
val |

Tyr
720
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val Glu

Arg val

pro val

Phe
770

ASp

Leu
His
785

Ala Ala

Pro Lew

Glu

<210> 83
<211> 2502
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Thr
Lys
Gln
755
Pro
Glu
Leu

G1u

‘Leu Phe
725

ser val
740

Arg Leu

Leu Leu

Gly
Arg
Gly Thr Ala

-Aré

Leu

ES 2 546 945 T3

Arg Arg

Glu Ala

Ala Asp

760

Glu Met
775

Glu Ala

790

Ala Lys
- BOS

val Lys
820

<223> Secuencia clonada

<400> 83

atggcgatge
ctggectace
caggcggtct
gccgteticy
tacaaggcgy

gagclggtgg.

gtcctegeca
gccgaceggy
cacctcatca
gacttccgeg
gagaagaccg
ctggéccggg
aggétctcct

€aggggcggy
ggcctectec

ttecectett
gcgccttctt

acggcttcgc

tggtctttga
ggagggcccc
acctcctggg
ccetggecaa
acctctaccé
ccccggagtg
ccctegtgag
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctctce
agctcéaccg

acgagttcgg

Glu

val

Ala Met

Gly Ife

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggég

gacccccgag

grrtaccege

gaaggcggaa
gctcgtctcc
gctrrgggag
ggacccctec
cctcaaggag
aaacgtccag
ccggotgege
ggagaggctt
ccttétggaa

Arg Tyr
730

Ala Glu

745

Leu Met

Gly Ala

Pro Gln

Glu Lys

810

Gly Glu

ggcecgegrec
ggcctcacca
ctcaaggcce
cectecttec

gacttccceccc

ctcgaggtee

aaagaagggt
gaccgegteg
aagtacggcc
aacaaccrcc
tggggaagcec
gagaagatca
accgacectcc
agggecttec

agccccaagg

137

vaT
Arg
Lys
Arg
Ala
795

Ala

Asp

Pro Asp

Mer Ala

Leu Ala

765

Met Leu

780

Arg Ala

Tyr Pro

Trp Leu

tcctggtgga
cgagccggag
tgaéggagga
gccacgaggc
ggcagctege
aaggctacoga
acgaggtgeg
c_cgtcct_cca
tcaggccgga
ctggggtcaa
tggaaaacct
a_ggcccacct
ccetggaggt
tggagaggct
ccctggagga

Asn Ala

7357

Asn

Leu

Phe
750

Met

Met
val

Leu GIn val

val
800

val

Glu Glu

Ala
815

Ala

Leu

ser

LysS
830

cggccaccac
cgﬁaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc
cctcatcaﬁg
ggcggacgac
catcctcacc
cceccgagggc
gcagtgggty
gggcatcggg
cctcaagaac
ggaagacctc
ggacctcgec
tgagtttggc
_ggccccctgg

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480

- 540

600
660
720
780
840
900
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cceceegeegg
gatcttctgg
aaagccftca
‘gcectaaggg
ctggaccctt
gaggaggcgg
cttgagaygg
gfcctggccc
tCCCtggagg
cacccctica
ctrcccgeca
gaggccctee
aagctgaaga
ctccacaccc
aacctccaga
gccgaggagg
‘geccacctet
acggaaaccg
cgggcggcea
caggagctag
ttccccaaqq
gtggaaaccc
gtcagggagg
ctcatgaagc
ctcctecagg
gcggetttgg
aaggtgggga

<210> 84
<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

aaggggcctt
ccctggecgc
gggacttgaa
aaggccttgg
ccaacaccgc
qg9agcggoc
aggagaggct
acatggaggc

tggccgagga

acctcaactc
tcggcaagac
gcgiggccca
gcacctacat
gcttcaacca
aﬁatccccgt
ggtggctatt
ccggcgacga
ccagctggat
agaccatcaa
ccatccctta
tgcgggoctg
tcttcggaag
ccgcggagey
tcgccatggt

tccacgacga.

ccaaggaggc

tcggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 84
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cgtgggcret

cgccagggat
agaggcgcyag
cctceegece
ccccgaggag
cgccctttee
cctttggett
cécaggggta
gatcgegege
ccgagaccag
ggagaagacc
ccccategtg
tgaccecttg
gacggccacg
ccgcaccceg
ggtggtcctg
gaacctgatc
gtteggegtc
cttcgggatt
Egaggaggcc
gétagaaaag
aaggcgctéc
catggectte

gaagctcttc

getectectg.

catggagaag
ctggctctee

gtgctttecce
ggtcgggtec
gégcttctcg
ggcgacgace
gtggcccggc
gagaggctct
taccgggagg
cggctggacg
ctcgaggecg
ctggaaaggg
ggcaagcgct
gagaagatcc
ccgaacctea
gccacgggea
ctcgggcaga
gactatagcc
cgggtettee
ccccgggaqg
ctctacggca
caggccttea
accctggagg
gtgcccgacc
aacatgcceg

ccecgectec

gaggcecoce.

geetatceece

gccaaggagt

138

gcaaggagcc
accgggecee
ccaaagacct
ccatgectect
gctacggegg
tcgecaacct
tggataggcc
tggcctatct
aggtcttccg
tcctctttga
ccaccagege
tgcagtaccg
tccatccecag
ggctaagtag
gyatccgcceg
agatagagct
aggaggggcg
ccgtggacce
fgtéggccca
ttgagcgceta
aggggaggaa
tcaacgccceg
tccagggcéc

gggagatggg

aagcgcgygc.

tcgccgtace

ga

catgtgggcc
cgagccttat
gagcgttctg
cgcctaccic
QQagtggan
gtgggggagg
cctrtceget
cagggccttg
cctggeegge
cgagctaggg
cgcecgtectg
ggagctcacc
gacgggcege
ctccgatcce
Qgccttcatc
cagggtgctg
ggacatccac
cctgatgegc
ccgectctcc
ctttcagagc
gcggggctac
ggtgaagggc
£gccgccgac

ggcccgeatg

<ggggagqgtg

cctggaggtg

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
2502



Met

Asp

Thr

‘Ser

val
65

Tyr

Ala

val

_A'Ia.

Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
Lys
225
Arg
val
Phe
Leu
Gly
305

Asp

Pro

Ala
Gly
Thr
Leu
50

Phe
Lys
Leu

GIn

Glu
130

Tyr

Leu

GIn

Pro’

Glu
210
Pro
Leu
ASp
Leu
Glu
290
Ala

Leu

Glu

Met

His

.Ser

35

Leu
Asp
Ala
Ile
G1
115
LysS
GIn
Ile
Trp
Gly
195
Trp
Glu
ser
Leu
Glu
275
ser
Phe

Leu

Pro

Leu
His
20

Arg
Lys

Ala

G'I_y

LysS
100

y Tyr

Glu
Leu
Thr
val
180
val
Gly

Asn

Leu

Ala
260
Arg
Pro
val
Ala

Tyr

Pro

Leu

Gly

Ala

Lys

Arg
85

Glu

Glu

Gly

val
Pro
165
ASp
Lys

Ser

val

Glu

245
Gln

Leu

Lys

Gly

Leu
325

LYysS

Leu

Ala

Glu

Leu

ES 2 546 945 T3

Phe

Tyr

Pro

Lys

55

Ala
70

Ala

Leu
Ala
Tyr
Ser
150
Glu
Phe
Gly
Leu
Ar

23

Leu
61 Y
Glu
Ala
Phe
310

Ala

Ala

Pro
Pro
val
Asp
Glu
135
Asp
Trp
Arg
Ile
Glu
215
Glu
ser
Arg
Phe
Leu
295
val

Ala

Leu

qm
Arg
val
40

Glu
Ser

Thr

ASp

- 105

AS

120
val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
Asn
LYS
Arg
Glu
Gly
280
Glu
Leu

Ala

Arg

Pro
A-1 a
25

Gln
ASp
Phe

Pro

Leu

p val

Arg

“val

Trp
Leu
185
Glu
Leu

Ile

val

Leu

265
Gly

Glu
ser
Arg

Asp

139

Lys
10

Phe
Ala
Gly
Arg
Glu
0

Leu
Leu
Ile
Ala
Glu
170
val
Lys

Leu

Lys

Gly
Phe
val
Tyr
His
75

Asp
Gly
A'I.a

Leu

val

155
Lys

Gly
Thr
Lys

Ala

..235

Arg
250
Asp
Leu
Ala
Arg
Gly
330

Leu

Thr
Arg
Leu
Pro
Lys
315
Gly

Lys

Arg
Ala
Tyr
5
Glu
Phe
Phe
Thr
Thr

140

Leu

-Tyr

Asp
Ala
Asn
220
His
AsSp
Glu
His
Trp
300

Glu

Arg

Glu

val

Leu,

5
Ala
Ala
Pro
Thr
Leu

125

Ala

His

Gcly
Pro
Leu
205
Leu
Leu
Leu
Arg
Glu
28S

Pro

Pro

val

Ala

Leu
Lys
30

Phe
val

Tyr

Arg

Leu
15

Gly

Ala

Phe

Glu

Gln

- 95

Ar

11

Ala
ASp
Pro
Leu
ser
190
Lys

ASp

Glu

Pro.

Leu
270
Phe
Pro
Met
His

Arg

Leu
Lys
Arg
Glu
Arg
175
AsSn
Leu

Arg

Asp

Leyw

255

Arg
Gly
Pro
Trp
Arg

335
Gly

val
Leu
Lys
val
Ala
80
Leu
Glu
Lys
Asp
Gly.
160
Pro

Asn

Leu

val

Leu
240
Glu
Ala.
Leu
Glu
Ala

320
Ala

Leu



Leu
Pro
Ash
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
Asp
Arg
Ile
Thr
545
Leu
ser

Gln

val

Ala

Pro

1370

Thr

Glu

Trp

val

LYyS
35S
Gly
Ala

Ala

Gly .

ASp

435

val
450
Glu
Pro
Glu
ser
val
530
Tyr
His
Ser

Arg

Lett

. 610

Gl
62
Thr
Pro

Gly

Glu

Asp

Glu

Leu

Met

Ala
690

Arg
Glu

Phe

Leu

Thr
515
G'Iu_
Ile
Thr
Asp
1le
595
AsSp
Glu
Thr
Met
Ser

675
Gln

340
Asp

Asp

Pro

Gly
Ar

420
Arg
iLeu
Ile
AsSh
Gly
500
ser
Lys
Asp
Arg
Pro
580
Arg
Tyr
Asn
Ala
Arg
660

Ala

A_'I a

Leu

Asp.

Glu

Glu
405

g Leu

Pro

ASp

Ala

Leu
485

Leu

A'_I_a
Ile
Pro
Phe

565

Asn

Arg

Ser‘
Leu
Ser
645
Arg
His

Phe

ES 2 546 945 T3

ser
Pro
Gly
390
Arg
Glu
Leu
val
Arg
470
Ash
Pro
Ala
Leu
Leu
550
ASh
Leu
Ala
Gln
Ile
630
Trp
Ala
Arg

Ile

val

Met
375

val

-_A'Ia

Gly

ser

Ala
455

Leu

Ser
Ala
v.a'l
Gln
535

Pro

Gln

Gln

Phe

Ite
615

Arg

Met
Ala
Leu

Glu

Leu
360
Leu
Ala
Ala
Glu
Ala
440
Tyr
Glu
Arg
Ile
Leu
520
Tyr
Asn

Thr

Asn

Ile

600
Glu

val

Phe

‘LyS

345

Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val

teu

Ala

Asp.

Gly
505
Gl u
Arg
Leu
Ala
Ile
585
Ala
Leu
Phe

Gly

Thr

- 665%

ser
680

Arg

695 -

GIn

Tyr

140

L'eu
Ala
Arg
ser
410
Arg
Leu
Arg
Glu
Gln
490
LyS
Ala
Glu
Ile
Thr

570

Pro

6lu

Arg
GlIn
val
650

Ile

Glu

Phe

Arg
Tyr
Tyr
395
Glu
Leu
Ala

Ala

val

475

Leu

Thr

Leu
L.eu
His
555
Ala
val
Glu
val
Glu
635
Pro
ASh

Leu

Gln

Glu

Leu
380

Gly

Arg

Leu

His

Leu’

460
Phe
Glu
Glu
Arg

Thr
%40

Pro-

Thr

Ar'g
Gly
Leu
620
Gly
Arg
Phe

Ala

ser

Gly
365
Leu
Gly
lLeu
Trp

Met

350

Leu

ASp

Glu

Phe

Leu
430

Glu

445

Ser
Arg
Arg
Lys
Glu
525
Lys
Arg
Gly
Thr
Trp
605
Ata
Ar‘g
Glu
Gly

Ile
685

‘Phe
700

Leu
Leu
val
Thr
510
Ala
Leu
Thr
Arg
Pro

590

Leu

Asp

Ala

val
670

Pro

Pro

Gly

Pro

Trp

Ala
415

Tyr
Ala
Glu
Ala
Leu
495

Gly

His

_Lys

Gly
Leu
575
Leu
Leu
Leu
Ile
val
655
Leu

TYyr

Lys

Leu

Ser

Thr

400

Asn
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe
LysS
Pro
Ser
Ar
56(
ser
Gly
val
ser
His
640
Asp
Tyr

Glu

val
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Ar

70?
val
Arg
Pro
Leu
His
785
Ala

Pro

Glu

Ala

Glu

val

val
Phe
770
ASp

Ala

Leu

<210> 85

<211> 2499
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 85

atggcgatge
ctggcetace
caggtggtct
gccgtetteg
tacaaggcgg
‘gagctagrgg
gtcctegeca
gccgaccggg
cacctcatca
. gacl;tccgcg
gagaagaccg
ctggaccgge
ctctcctgyg

Trp

Thr

Lys

GlIn
755

Pro

Glu

Leu

Glu

Ile
Leu
Gly

740
Gly

Arg.

Leuw
Ala

val
820

Glu
Phe
725
val
Thr
Leu
Leu
Lys

805
Lys

ttccocctett
gcaccttett
acggcttcge
tgg;cttfga_
ggagggcccc
acctectyggg
ccctggcecaa
écétctacca
ccccggégtg
cccregrgygy
ccctcaagcet
tgaagctcgt

acctggccaa

Lys

ES 2 546 945 T3

Thr

710

Gly
Arg
A]a

Arg

Leu

790
Glu

val

Arg
Glu
Ala
Glu
775
Glu

Ala

Gly

Leu
Arg
Ala
Asp
760
Met
Ala

Met

Ile

tgagcccaaa
cgccctgaag
caagagccete
cgccaaggec
gacccccgag
gtttatccgt
gaaggcggaa
gcrecgrctcec

gctttgggag
ggacccctec

cctcaaggag

catccgggag

agtgcgecacc

Glu

Arg

Ala
745
Leu

Gly

Pro

Glu.

Glu

Tyr

730
‘Glu

Met
Ala
Gln

Lys
810
Glu

Gly Arg Lys Ar
715 ?

‘val Pro Asp Leu

Arg Met Ala phe
750

Lys Leu Ala Met
765

Arg Met Leu tLeu
780

Ala Arg ala Gly

795

Ala Tyr Pro Leu

Asp Trp Leu Ser
_ 830

Gly

Asn
735
AsSn
val
GIn
Glu
Ala

815
Ala

Tyr
720
Ala
Met
Lys
val
val
800

val

Lys

ggccgggtcc tcctggtgga cggocaccac

ggcctcacca cgagecgggg cgaaccggtg.
ctcaaggccc tgaaggagga cgggtacaag

ceccteectee gecacgagge ctacgaggece

gacttcctce ggcagctcge cctcatcaag

ctcgaggtcc aaggctacga ggcggacgac

aaagaagggt acgaggtgcg catcctcacc

gaccgcgtcg
aagtacggcc tcaggécgga gcagrgggtg

gacaacctce ccggggtcaa gggcatcggg

ccgtecteca ccecgaggge

tggggaagcc tggaaaacct cctcaagaac

aagatcctgg

cccacatgga cgatctgaag

gacctgccce tagaggtgga cttcgccaaa

141

60
120
180
240

300

360
420

480

540

- 600

660
720
780
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aggcgggagc
ctcctecacg
ccgccggﬁag
cttctggece
gccctcagag
ctaagggaag
gaccctteca
gaggcgoggy
gagggggagy
ctggcccaca
ctggaggtgg
cccttcaace
cecgecateg
gcccteegeg
ctgaagagca
cacacccget
ctccagaaca
gaggaggggt
cacctcteeyg

gaaaccgcca

gcggecaaga.

gagctggcca
cccaaggtioc
gaaacccrct
agggaggccg
atgaagctcyg
ctccaggrec
gcttiggcca
gaggggatceg

<210> 86
<211> 832
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ccgaccggga
agttcggect
gggccttcgt
tggccgocgc
acctgaagga
gccttggect

acaccacccc

agcgggecge

agaggctect
tggaggccac
ccgaggagat
tcaactcceg
gcaagacgga
aggcccaccc
cctacattga
tcaaccagac
tcccegtecg
ggctattggt
gcgacgagaa
gctggatgtt
ccatcaactt
tcccttacga
gggcctggat
tcggaagaag
cggagcgeat
ccatggtgaa
acgacgagct
aggaggccat
gggaggactg

<223> Secuencia clonada

<400> 86

ES 2 546 945 T3

gaggcttagg
tctggaaagce
gggctttgtg
caggggggac
99cgcggggg
cccgeccgge
chagggggtg
cctitccgag
ttggctttac
aggggtgcgc
cgcecegecte
ggaccagctg
gaagaccggc
catcgtggag
cccettgecg
ggceacgace
caccccgetc
ggtcctggac
cctgacccag

cggcgreccee

cggggttcte.

ggaggcccag
agaaaagacc

gcgctacgtg
ggccttcaac
gctctteocccc
tctcctggag
ggagaaggcc

gctctecgee

gcctttctgg
cccaagaccc
ctttcccgca
cgggtccacc
ctrctcgeea
gaégacccca
gcceggeget
aggctctteg
cggoaggtgg
ttggacgtgg
gaggccgagg
gaaagggtcc
aagcgctcca
aégatcctgc
gacctcatce
acgggcaggce
gggcagagga
tatagccaga
gtcttcctgg
cgggaggccg
tacggcatgt
gccttcatag
ctggaggagg
cccgacctea
atgcccgtcc

cgcctccggg

gcececcaag
tatccccteg

aaggagtga

142

agaggcttga

‘tggaggaggc

aggagcccat
gggcceccga

aagacctgag

tgetcctege

acggcgggga
ccaacctgtg
ataggccect
cctatctcag
tcttocgect
tctttgacga
ctagcgccgc
agtaccggga
accccaggac
taagtagctc
tccgecggge
tagagctcdg
aggggcggga
tggaccccct
cggcccaceg
agcgcetactt
ggaggaagcy
acgcccgggt
agggcaccge
agatgggggc
cgcgogecga
ccgtaccect

gcttggcagco
ctectggccc
gtgggccgat
gccttataaa
cgttctggcc
ctacctcctg
gtggacgaag
gg9ggaggctt
ttc;gctgtc
ggccttgtcc
ggccggécat
gctagggett
cgtcctggag
gctcaccaag

gggccgectce

cgatcccaac

crtcgicgce
ggtgctggcc
catccacacg
gatgcgccog
cﬁfctcccag
ccaaagcttc
gggctacgtg
gaagagrtgtc
cgccgacctt
ccgcatgctc
ggagatggcg
ggaggtgaag

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

11620

1680

1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

- 2400

2460
2499



Met
Asp
Thr
Ser
Val'l
65
Tyr
Ala
val
Ala
Leu
145
His
G'I u
Leu
Lys
3%
Leu
Asp
ILeU
Glu
Ala

305

Leu

Ala
Gly
The
Leu
50

Phe

Lys

‘Leu

Gln

Glu

130
Tyr

Leu
Gln
Pro
Glu
210
Pro
ser
Phe
Glu
ser
290

Prhe

Leu

Met
His
ser
35

Leu

Asp

Ala

'I'.[1e

Gly
115
Lys
Gln
Ile
Trp
Gly
195
Trp
A1i
Trp
Ala
Arg
275
Pro

val

Ala

Leu

His

20

Arg

Lys

Ala

Gly

Lys
100

Tyr

Glu
Leu
Thr
val
180

val

Gly

Ile

ASp
Lys
260
Leu
Lys
Gly

Leu

Pro

Leu

Gly
Ala
Lys
8s°
Glu
Gj u
Gly
val
Pro

165

Asp

‘LyS

Ser

Arg
Leu
245
Arg
Glu
Thr

Phe

Ala

Leu
Ala
Glu
Leu
Ala

70
Ala

Leu

Ala

Tyr

-Ser

150
Glu

Phe
G6ly
Leu
Glu
230
Ala
Arg
Léu
Leu
val

310
Ala
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Phe
Tyr
Pro
4y
Pro
Pro
val
Asp
Glu
135

Asp

Trp

Arg

Ile
Glu
215
Lys
Lys
Glu
Gly
Glu
295

Leu

Ala

Glu
Arg

val

40

Glu
Ser
Thr
Asp
Asp
120
v;‘l
arg
Leu
Ala
Gly

200

Asn

Ile

val
Pro
Ser
280
Glu

Ser

Arg

Pro
Thr
25

GlIn
ASp
Leu
Pro
Leu
105
val
Arg

val

Trp

Leu.

185
Glu

Leu

L.eu

Arg

Asp
265

Leu

Ala
Arg

Gly

143

Lys
10

Phe
val
Gly

Arg

Glu
a0

Leu

Leu
Ile
Ala
Glu
170
val
Lys
Leu
Ala
Thr
250
Arg
Leu
ser

Lys

Gly

Gly

Phe

val

TYr

His

75

ASp
Gly
Ala

Leu

val

155
Lys

Gly
Thr

LysS

His.

23§
Asp

Glu
His
Trp
Glu

315
Arg

Arg
Ala
Tyr
3
Glu
Phe
phe
Thr
b
Leu
Tyr
Asp

Ala

Asn

220

Met
Leu
Arg
Glu

Pro

300

Pro

val

val
Leu
Gly
45

Ala

Ala

Leu

Thr

Leu
125
Ala

His

Gly

Pro

Leu

205

Leu

ASp

Pro
Leu
Phe
285
Pro

Met

His

Leuy
Lys
30

Phe
val

Tyr

Arg

Leu
15

Gly
Ala
Phe

6lu

Gin

.95

Ar
110
Ala

Asp

Pro

Leu

Ser-

190

Lys
ASp
ASp
Leu
38
Gly
Pro

Trp

Arg

g Leu

Lys

Arg

Glu

val
Leu
Lys
val
Ala
80

Leu
Glu
LyS
;qsp

Gly

. 160

Ar
17
Asp

Leu

Arg

Leu.

Glu
255
Ala
Leu
Glu

Ala

Ala

Pro

Asn

Leu

Leu

Lys
240
val
Phe
Leu
Gly
Asp
320

Pro
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325 - 330 1335

Glu Pro Tyr Lys Ala Leu Arg Asp Leu Lys Glu Ala Arg Gly Leu Leu
340 345 350

Ala Lys Asp Leu Ser val Leu Ala Leu Arg Glu Gly Leu Gly Leu Pro

355 360 365

Pro Gly Asp Asp Pro Met Leu Leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser Asn
370 375 380 :

Thr Thr Pro Glu Gly val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr Lys
385 390 395 ' . 400

Glu Ala Gly Glu Arg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Leu Phe Ala Asn Leu
40 410 415 :

Trp Gly Arg Leu Glu Gly Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg 6lu
420 42 | 430

val Asp Arg Pro Leu Ser Ala val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly
43 ' 440 445

val Arg Leu Asp val Ala Tgr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu val Ala
. 450 : . 455 460

Glu Glu Ile Ala Arg Leu- Glu Ala Glu val phe Arg Leu Ala Gly His
465 , 470 o a7s C 7 480

Pro Phe Asnh Leu Asn Ser Arg Asp GIn Leu Glu Arg val Leu Phe Asp
4385 - 490 ' 495
Glu Leu Gly Leu Pro Ala Ile Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg
- 500 : 505 _ 51

ser Thr Ser Ala Ala val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro Ile
515 520 . 525

val Glu Lys Ile Leu GIn Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr
530_ ' ~ 535 o 540 - o

Tyr Ile Asp Pro Leu Pro AsSp Leu Ile H{s Pro arg Thr Gly Arg Leu
545 -550. 555 - 560

His Thr Arg Phe Asn GIn Thr Ala Thr Ala Thr G1y'Arg Leu Ser Ser
. 565 570 575

ser Asp Pro Asn Leu GIn Asn Ile Pro val Afg Thr Pro Leu Gly Gln
580 585 590

Arg Ile Arg Arg Ala phe val ala Glu Glu Gly Trp Léu Leu val val
59 : 600 605
Leu Asp.Tyn ser Gln Ile Glu Leu Arg val Leu Ala His Leu Ser Gly
610 615 ) _ 620

Asp Glu Asn Leu Thr arg val Phe Leu. Glu G?y Arg Asp Ile His Thr
625 630 o - 635 . 640

.Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly VaT'Pro_Arg Glu Ala val Asp Pro
- 645 - 650 - 655

Arg Ala Ala Lys Thr Ile Asn Phe Gly val Leu Tyr Gly
660 ' - 665 670

Met Ser Ala His Arg Léeu Ser Gln Glu Leu Ala Ile Pro Tyr Glu Glu
_ 675 oo : 680 685

Leu Met Arg

144
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GIn
690

Ala

Ala
705

Glu

Trp
“Thr
val Lys

val GlIn

Ala
Ile
Leu
ser

Gl

Phe Ile

Glu Lys

Glu

Thr

. 710

Phe Gl
72
val Ar
740 - g

Thr Ala

75

Phe Pro
- 770
Asp Glu
785

Ala Leu

Leu Glu

<210> 87
<211> 2550
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Arg
Leu

Ala

val

Leu Arg

Leu Leu

Lys Glu

Lys Glu

820

<223> Secuencia clonada

<400> 87

atggcgatgc

ctggcctace
cagﬁtggtct
gccgtcttcg
tacagggcgg
gagctggtagg
gttctcgeca
gccgaccgeg
cacctcatea
gacttccgeg
gagaagaccg
ctggaccggg
aggctctect

trtcccctcett
gcaccttctt
acggcttcge
tggtctttga
ggagggcccc
acctcctggg
ccctggccaa
gcctctacca
ccccggagtg
ccctegtgag
ccctcaaget
taaagccaga

tggagctctc

Arg

G6lu
Ala
Glu
Glu

790
Ala

ES 2 546 945 T3

Ar
69
Leu
Arg
Ala
Asp

Met

Tyr

Glu

Arg
Ala
teu
760
G]y

775 .

A]&

Met

Pro

Glu

Phe

6lu

Tyr

Glu

GIn
Gly
val

730
Arg

745

Met

Ala

GIn

Lys

Lys

Arg'

Ala

Ala

Phe
700

Ser Pro

Ar

Lys
71

Arg

Pro Asp Leu

Met Ala Phe

Met
765

Leu Ala

Leu Leu

780
Ala

Met

Arg Glu

795

Pro Leu

Lys val Arg
val
720

Gly Tyr

Ala
735

Met

Asn Arg

Asn Pro

750
val

Lys Leu

Gln val His

Ala
800

Pro

Glu val

Ala Va]

8OS

Gly Ile

tgagcccaag
cgccctgaag
caagagcctc

cgccaaggec

gacccccgag

gtttacccge
gaaggcggaa
actcgtctcet
gctttgggag
ggacccctce
cctcaaggag

aaacgtccgg

ccgggtgege

Gly

810

Glu Asp

ggccgegtec
ggccccacca
ctcaaggccc
cceteattee

gacttccccc

ctcgaggtcc
aaggagéggt_

gaccgegteg
aagtacggcc
éacaacttcc
tggggaagec
gagaagatca

accgacctcc

145

Tyr

Trp

Leu Ser

tcctggtgga
cgagccgggg
tgaaagagga
gccacaagge
ggcagctege
ccggctacga
acgaggtgcg
ccgtecteca
tcaggcecgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacet
ccctggaggt

815

Ala Lys

830

cggccaccac
cgaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc

cctcatcaag

ggcggacgac .
‘catcetcacce

ccccgagggc
gcagtaggtg
gggcatcogg
cctcaagaac
ggaagacctc

ggacctcgee

610

60
120
180

240

300
360
420

480

540
600

- 660

720

780



10

caggggcggg
ggcctectec
cccccgecyg
gatcttctgg
aﬁagccctca
gccctgagag
ctggaccctt
9a9gaggcgg
cttgaggggy
gtcctggeec
tccctggagg
caccccttca
cttcccgeea
gaggccctece
aagctgaaga
ctccacacce

aacctccaga

gccgaggagg

gcecacctet
acggaaaccg
cgggeggcca
caggagetag
ttccccaagg

gtggaaaccc

gtcagggagg

cttatgaagc

ctcctccagg
gcgoctitgg
aaggtgggga
ﬁctfggcgtc
<210> 88
<211> 849

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

agccegaccg
acgagttcag
aaggggcctt
ccctggecge

gggacttgaa

aaggccttgg

ccaacaccac
gggageggyc
aggagaggct
acatggaggc
tggccgagga
acctcaactc
tcggeaagac
gcgaggecca
gcacctacat
gcttcaacca

acatcccecgt

ggtggctatt

ccggcgacga
ccagetggat

agaccatcaa

ccatccctt_a

-tgcgggcctg

tcttcggaag
ccgcggageg
tecgecatggt
tc;acgacga
ccaaggaggc
tcggggagga

‘acccgcagtt

<223> Secuencia clonada

<400> 88

ES 2 546 945 T3

ggagaggctt
ccttctggaa
cgtgggcttt
¢gccaggggt
ggaggcgcgg
cctcccgecoc
ccccgaggag
cgecctttee

cctttggett

cacgggggtg

gatcgcccge
ccgagaccag
ggagéagacc
ccccatcgtg
tgac;céttg
gacggccacg
ccgcacceeg
ggtggtcctg
géacctgacc
gttcggcgtc
cttcggggtt
cgaggaggcc
gatagaaaaé
aaggcgctac
catggcctte
gaagctctac
gctcctcotg
catggagaag
ctggetetec
cggtggttaa

agggcctitc
agccctaagg
gtgcrttccec
ggtcgggtec
gggcttctcg
ggcgacgacce
gtggcccggce
gagaggctct
taccgggagg

'tgcctggacg

ctcgaggeceg
ctggaaaggg
ggcaagcget
gagaagatcc
ccggaccaca
gccacgggea
ctcgggcaga
gactatagcc
cgggtctrcc
ccccgggagg
ctctacggea

caggcetrea

accctggagg

gtgcccgace
aacatgcccyg
cccegectec
gaggcceecc
gcctatcecc

gcccaaggag

146

tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc
accgggccecc
ccaaagacct
ccatgctect
gctacggcgg
tcgccaacct
tggagagacc
tggcctatct
aggtcttccg
tectcttiga
ccaccagcgce
tgcagtaccg
tccaccccag
ggcrtaaqgtag
ggatccgeey
agatagagct
aggaggggcg
ccgtggaccc
tgtcggccca
tagagcgcta
aggggaggaa
tcaacgeccg

tccagggeac

. gggagatggg

aagcgcgggc
tcgeocgtace

tgagtcgacc

tgagtttaggc
ggccccctag
catgtgggcc
tgagccttat
gagcgttetg
cgcctacctc
ggaQtQQaCQ
gtgggggagg
cctttceget
cagggcctty
cctggoegge
cgagctagag
cgecgrectg

ggagctcacc.
gacgggccge
1740

ctccgatecc
ggcecttcate
cagggtgetg
ggacatccac

cctgatgegce
ccgectctee

¢ttccaaage

gcggggctac
ggtgaagagt
cgcecgeegac
ggccegcatg
cgaggaggtg

cctggaggtg
It

tgcaggcagc

]

840
00
960
1020
1080

1140

1200

1260

1320
1380

- 1440

1500
1560
1620
1680

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2550



Met
Asp
Thr
ser
Va'l
65
Ala
val
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
Lys
225
Al"g
\(a'l
Phe

Leu

Ala
Gly
Thr

Leu

50

Phe
Arg
Leu
Pro
Glu
130
Tyr'

teu

GIn

Pro

Glu

Met
His
ser
35

Leu

Asp

Al a'

1le

Gly
115
Lys
G1In
Ile
Trp
Gly

195
Trp

210

Pro

Leu

Asp

Leu

Gtu

ser

Leu

Glu

- 275

Glu
290

Ala

ser

Phe

Leu
His
20

Arg

Lys

Ala

Gy

Lys
100

Tyr

Glu
Leu
Thr
val
1R0
val
Gly
Asn
Leuw
Ala
260
Arg

Pro

val

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys
3
Glu

Glu

Gly

val

Pro.

165

Asp
Lys
ser
val
Glu
245
GIn
Leu

Lys

Gly

ES 2 546 945 T3

Leu

Ala
Glu
Leu
Ala
70

Ala

Leu

Ala

Tyr

Ser
150

G_'Iu

Phe
Gly
ey
Ar

230
Leu
Gly
Glu
Ala

Phe
310

Phe
Tyr
Pro
Lys
55

Pro
Pro
val
ASp
Glu
135
Asp
Trp
Arg

Ile

Glu

215
g Glu

Ser

Arg
Fhe
Leu

295
val

Glu
Arg
val
40

Glu

Ser

Asp
ASD
120
val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
AsSn

Lys

Arg

‘Glu

Gly
280

Glu

Leuw

Pro
Thr
25

Gln

Asp

| Phe

Pro

Leu

LysS
10

Phe
val
Gly
Arg
Glu
a0

Leu

105

val
Arg
val
Trp
Leu
185
Glu
Leu

Ile

‘val

Pro
265
Gly
Glu

Ser

147

Leu
Ile
Ala
%
val
Lys
Leu
Lys
Ar

25

ASp

Leu

Ala

Arg

Gly
Phe
val
Tyr
His
75

Asp
Gly
Ala

Leu

val

Arg

Ala
Tyr
60
Lys
Phe
Phe
Thr

Thr

140

Leu

155

Lys
Gly
Thr
Lys
Ala
235
Thr
Arg
Leu
Pro

Lys
315

Tyr

Asp

Ala

Asn

220

His
Asp
Glu
His

Tr
300
Glu

val
Leu
Gly
45

Ala
Ala
Pro
Thr
Leu
128
Ala
His
Gly
Pro
Leu
205
Leu
Leu
Leu

Arg

Glu
285

p Pro

Pro

Leu

LysS
30

phe

val

Arg

Ar
11

Ala

Asp
Pro
Leu
ser
190
Lys
Asp
Glu
Pro

Leu

Leu
15

Gly
Ala
Phe
Glu
GlIn
a5

Leu
Lys
Arg
Glu
Ar

17

ASp

Leu

Arg
Asp
Leu

255
Arg

270

Phe

Pro

Met

Gly

Pro

Trp

val
Pro
Lys
val
Ala
8O

Leu
Glu
Lys
Gly
S
Pro
AsSn
Leu
vﬁ'l
Leu
240
Glu
Ala
Leu
Glu

Ala
320



Asp
Pro
Leu
Pro
ASn
385
Glu
Leu
Glu
Gly
Ala
465
His
Asp
Arg
Ile
Thr
545
Leu
ser
Gln

val

Gly

625

The
Pro

Gly

Leu
Glu
Ala
Pro
370
Thr
Glu
Trp
val
val
450
Glu
Pro
Glu

Ser

val
530

Tyr
His
Ser

Arg

Leu

610

Asp

Glu

Leu

Met

Leu

Pro

LyS
355
Gly

Thr-

A1a

Gly
Glu
435
Arg
Glu
Phe
Leu

Thf
515

Glu.

Ile
Thr
ASp
Ile
595
Asp
Glu
Thr

Met

Ser

Ala

Tyr

340
ASp .

Asp

Pro

Gly
Ar
42
Arg

Leu

Ile

Asn
Gly
300
ser
LyYsS
Asp

Arg

Pro

580

Arg
Tyr
Asn
Ala
Ar

66
Ala

Leu
325

Lys

Leu

Asp

Glu

Glu.
405

Leu
Pro
ASp
Ala
Leu
485
Leu
Ala
Ile

Pro

Phé

565 -

Asn

Afg
Ser
Leu
Ser
645

Arg

His

Ala
Ala
Ser
Pro
5%
Arg
Glu
Leu
val
Ar

47

Asn
Pro
Ala

Leu

Leu
550

Asn’

Leu
Ala
Gln
Thr
630

Ttp

Ala

Arg

ES 2 546 945 T3

Ala
Leu
val

Met

375

val
Ala
Gly
ser

Ala

- 455

Leu
Ser
Ala
val
Gln

535

Pro

G1nl

Gln
Phe
Ite
215
Arg
Met

Ala

Leu

Ala
Arg
Leu

360

Leu

Ala

Ala
Glu

Ala
449

Tyr
Glu
Arg
Ile
Leu
520
Tyr
ASp

Thr

Asn

'I1e

600
Glu

val
Phe
Lys

Ser

Arg
AsSp
345
‘Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leu

Ala

Asp

Gly
330
Leu
Leu
Ala

Arg

ser

Gly
Lys

Arg

410

‘Arrg

Leu

Arg

Glu

GIn

- 490

Gly
505

Glu

Arg

His
Ala
1
Ala
Leu
Phe
C1y
Thr

665
Ggln

148

Lys
Ala
alu

I1e

'Thr
570

Pro

G1u.

Arg
GIn

val

650 -

Ile

Glu

Leu
Ala
Ala

val

475

Leu
Thr
Leu
Leu
His
555

A1a

val

Giu
val
Glu
635
Pro

Asn

Leu

Arg
Glu
Glu

Leu
380

Gly.

Arg
Leu
His
Leu
460
Phe
q1u
Glu
Arg
Thr

540

Pro

Thr'

Al‘g
Gly
Leu
620
Gly

Arg

Phe

Ala

val
Ala
Gl

36

Leu
Gly
Leu
Trp
Met
445

ser

Arg

(Arg

Lys

Glu

525

Lys

Arg
Gly
fhr
608
Ala
Arg
Glu
61y

Ile

His Arg
335

Arg Gly
350

Leu Gly
Asp Pro
Glu Trp
Phe Ala

415

Leu Tyr
430

Glu Ala

Lteu Glu

Leu Ala

Ay

val Leu

- 495
Thr Gly
510
Ala His
Leu Lys

Thr Gly

Arg Leu
575

590

Leu Leu

His Leu

A§p|I1g

Ala val
655

val Leu
670

Pro Tyr

Pro Leu

ala

Leu

Leu
ser
Thr
400
AsSn
Arg
Thr
val
Gly
480
Phe
Lys
Pro
Ser
Ar
56
ser
Gly
val
ser
His
640
Asp

Tyr

Glu
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Glu
Ar

70

val
Arg
Pro
Leu
His
785
Ala
Pro

Gly

Gly

Ala
690
Ala
Galu

val

val

Tyr
770
ASp
Ala

Leu

val

<210> 89
<211> 2502
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

675
Gin

Trp
Thr
LYS
GIn
755
Pro
Glu
Leu

Glu

Ala
I]é
Leu
Ser
740
Gly
Arg
Leu
Ala

val

820

Ser
835

Arg

<223> Secuencia clonada

<400> 89

atggcgatgc ttcecectctt
ctggcctacc -
caggtggtct
gccgtetteg
tacagggcgg
gagctggtgg
gttctcgcea
gccgaccgeg

cacctcatca

Phe
Glu

Phe
725

val

Thr

Leu

Leu’

LYyS
805

LyS

Pro

gcaccttctt
acggcrtege
tggtctttga
gg9agggcccc
acctoctggyg
ccctggoccaa
gcctctacea

ccccggagfg

ES 2 546 945 T3

Ile

Glu

. 695

LyS
710
Gly
Arg
Ala
Arg
Leu
790
Glu

val

Ala

Thr
Arg
Glu
Ala
Glu
775
Glu
Ala

Gly

Gly

680
Arg
Leu
Arg
Ala
ASp
760
Met
Ala
Met

Ile

Ser
840

tgagcccaag

cgccctgaag

caagagcctc

cgccaaggcce

gacccecgag

gritacccgc

gaaggcggaa
actcgtttct

gctttgggag

Tyr
Glu
Arg
Ala
745
Leu
Gly

Pro

Glu

ggccgegtee tcctggtgga
ggccccacca €gagecgagyg
ctcaaggccc tgaaggagga
cecteattee .
gacttccece
ctcgaggtee
aaggaggggt
gaccgcgtcg

aagtacggcc

149

Phe
Glu
Tyr
730
Glu
Met
Ala
Glin

Lys
810

Gly Glu
‘825

‘Ala

Trp

Gln
Gly
715
val
Arg
Lys
Arg
Ala
795

Ala

ASp

Arg

ser

700

Arg
Pro
Met
Leu
Met
780
Arg
Tyr

Trp

His

685

Phe
Lys
Asp
A]a
%
Leu
Ala
Pro

Leu

Pro

845 .

gccacaaggc
ggcagctcgce
ccggctacga
acgaggtgcg
ccgtccteca cccegagoge

tcaggccgga

Pro

Arg

Leu

Phe

750

Met
Leu
Glu
Leu
Ser

830
G1n

Lys

Gly
Asn
735
ASn
val
GlIn
Glu
Ala
815

Ala

Phe

val

TYr
720

Ala

Mat

Lys
val
val
800
val
GIn

Gly

cggccaccac

cgaaccggtg

cgggtécaag

ctacgaggcc

cctcatcaag

ggcggacgac
catcctcace

gcagtgggta

60
120
180

240

300
360
420
480

540



gacttccgey
gagaagaccg
ctggaccggg
aggctctect
caggggcggg
agcctcctct

cccececgeegg

gatcttctgg

aaagccectea
gcccfaaggg
ctggaccctt
gaggaggcag
crtgaggegg
gtcctggecec
tccctggage
caccccttca
cttccegeca
gaggcecteg
aagctgaaga
ctccacaccc
aacctccaga
gccgaggagg
gﬁccacctct
acggaaaccyg
¢gggcggcca
caggagctag

ttceccaagg.

gtggaaaccc
gtcaggoagg
cttatgaagc
ctcectccagg
gcgocttitgg
aaggtgggga

<210> 90
<211> 833
<212> PRT
<213> Atrtificial

ccctegtagg
cceteaaget
taaagccaga
tggagctctc

agcccgaccg

acgagttcgg

aaggggcctt

ccctggecgce
gggaéttgaa
daggccttigg
ccaacaccge
gggagcgggc
aggagaggct
acatggaggc
ttgcggagga
acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggccca
gcacctacat

gcttcaacca

acatccccgt

ggtggctatt
ccggegacga
ccagctggat
agaccatcaa
ccatccctta
tgcgggectg
tcttcggaag
ccgcggagcg
tegecatggt
tccacgacga
ccaaggaggc

tcggggagga

ES 2 546 945 T3

ggacccctee
cctcaaggag
aaacgtccegg
ccgggtgcgce
ggagggoctt
ccttctggaa
cgtgggcttt
CQCCaggth
ggaggcgcgg
ccteccgeec
€CCcgagygyg
cgécctttcc
ccrtiggert
cacaggggta
gatccgecgce
ccgggaccaq
ggagaﬁgacc
ccccategtg
tgacceccttg
gacggccacyg
cegcacceeg
ggtggtcctg
gaacctgace
gttcggcgtc
cttcggggtt
cgaggaggcc
gatagaaaag
aaggcgctac
catggccttc
gaagctetic
gctcctccta

‘catggagaag

ctggctctce

gacaacct;é
tggggaagcc
gagaagatca
accgaccrce
agggcctttc
agccccaagg
gtgctttcac
ggtcgggtcc .
gggcttctcy
ggcgacgacc
gtggcccggc
gagaggctct
taccgggagg
cggctggacg
ctcgaggagqg
ctggaaaggg.
ggcaagcgct
gagaagatcc
ccggacceea
gécacgggcé
ctcgggcaga
gactatagcc
cgggtettce
ccccgagagg
ctctacggea
caggcctrca,
accctggagg
gtgcecegace
aacatgcceg
ccccgectec
Igaggcccccﬁ
gcctatcoec

gccaaggagt

150

ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccctggagot
tggagaggct
ccctggagga
gcaaggagcc
accgggecce
ccaaagacct
ccatgcfcct
gctacggegg
tcgccaacct
tggataggcc
tggcctgcct
aggtcttceg
tcctetttga
ccaccagegc
tgtagtaccg
tccaccccag
ggctaagtag
ggatccgccg
agatagagct
tggagggagcg
ccgtggacce
tgtcggccca
tagagcgcta
aggggaggaa
tcaacgcccg
tccagggcac
gggagatggg
aagcgcgyge
tegecgtace

ga

gggcatcggg

cctcaagaac
ggaagaccte
ggacctcgece
tgagtttggc
ggcccectgg
catgtgggcc
cgagccttat

gagcgttctg

cgcctacctce

ggagtggacg

gtgggggagyg
cctttceget
gcaggeccectt
cttggcgggce
cgagctaggyg
cgccatccig
ggagctcacc
gacaggeege
ctcéggfccc
ggécttcgtc
cagggtgctg
ggacatccac
cctgatgege
ccgecctcorec

cttccaaage

gcggggctac
ggtgaagagt

cgccgecgac

ggcccgeatg
cgaggaagtg
cctggaggig

600
660

- 720

780
- 840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
19280

2040

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2502



<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 90

Met Ala Met
1

Asp

Thr

ser
val
65

Tyr

Ala

val

Ala

Leu
145

His

Glu
Leu
Lys
3%
Arg
val

Phe

Gly
Thr

Leu

50 -
Phe

Arg

Leu

Pro

G]h
130

Tyr

Leu

Gln

-Pro

His
ser
35

Leu

Asp

Ala

Ile
) " 100

Gly
115

Lys

Gln

Ile

Trp

Gly

. 195

Glu

210

Pro

Leu

-Asp

Leu

Trp
Glu
ser
Leu

Glu
275

Leu

His
20

Arg

Lys

Ala

Gly Arg

Lys
Tyr
Glu
Leu
Thr
val
180

val

Gly

Ash

Leu

Ala
260

Arg

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys

85
Glu

Glu

Gly
val
Pro
165
Asp
Lys
ser

val

Glu
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Leu
Ala

Glu

Leu

Ala
70

Ala
Leu
Ala
Tyr'

Ser
150

‘6lu

Phe
cly
Leu
Arg

230

l.eu

245 -

GIn

Leu

Gly

Glu

Phe
Tyr
Pro
Lys
3

Pro

Pro

‘val

AsSp
Glu
135
Asp
Trp
Arg
Ile
Glu
215
Glu

ser

Arg

phe

Glu

Arg

Pro

Th-r

- 25

val
40

Glu
ser
Thr

ASD

Asp

G1ln
Asp
Phg
Pro

Leu

LyS
10

Ph_e
val
Gly
Arg
Glu

90

Leu

105

val

120

val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
AsSh

LYS

Arg

-G1 u

Arg
val
Trp
Leu
185
Glu
Leu
Ile

val

Pro
265

ser

151

Leu
Ile
A'Ia

Glu

170

val
Lys

Leu

Lys

Ar
250
Asp

Leu

Gly Arg val

Phe

val

Tyr
His
75

Asp

Gly

Ala

Leu

val
155
Lys
Gly
_‘_rhr
Lys

Ala
235

g Thr

Arg

Leu

A'Ia

Tyr

Lys
60

Lys

Phe

Phe

Thr
Thr
140

Leu
Tyr

ASp

-A1a

Asn
220
His
Asp
Glu

His

Leu

61
as’

‘Ald

Ala
Pro
Thr
Leu
125
Ala

His

Gly

Pro.

Leu
205
Leu

Leu

Leu

Gly

Glu
285

Leu
Lys
30
Phe.
val
Tyr
Arg
AP
11
Ala
Asp
Pro

Leu

Leu
15

Gly
Ala

Phe

Glu

val
Pro
Lys
val

Ala

- 80

Gln
a5

Leu
Lys
Arg

Glu

Ar

17

ser
190

Lys

Asb

Glu

Pro

Leu
270

Phe

Asp
Leu
Arg
ASp
Leu
255
Arg

Gly

_LEU.
Glu
LyS
G1y
Gly
160
Pro
ASn
Leu
val
Lau
240
Glu
Ala

Leu



Ley
Gly
305
ASp
Pro
Leu
Pro
Ash
385
Glu
i_.eu
Glu
Gly
Ala
465
His
ASp

Arg

Ile.

Glu
290
Ala
Leu
Glu
Ala
Pro
370

Thr

Glu

Trp

val

val

450

Glu
Pro
Glu
Ser

val

"'530

Thr

Tyr

545

Leu

Ser
Gln
\_fa'l

Gly

His

ser

Arg

Leu

610

Asp

625 .

G'lu

Ser

Phe

Leu

Pro

B

Gly

Ala

Ala

Gly

AS
43
Arg

Galu

Phe
Leu
Thr
518
Glu
Ile
Thr

Gly

Ile
595

Asp

Glu

Thr

Pro
val
Ala
340
Asp
Asp
Pf‘o
Gly
458
Arg
Leu
Ile

AsSn

Gly

Lys
Galy
L.eu
32%
Lys
Leu
AsSp
Glu
Glu
405
Leu
Pro
Asp
Arg
Leu

485

Leu

500

Ser

Lys

Asp

Arg

Pro

580
Arg

Tyr

Asn

Ala

Ala

‘Ile

Pro
Phe
565
Asn

Arg

Ser

Leu-

Ser

Ala

Phe

310
Ala

Ala
ser
Pro

Gly
390

Arg

Glu
Leu
val
Arg
470
Ash
Pro
Ala
Leu
Leu
550
Asn
Leu
Ala
GlIn
Thr

630
Trp

ES 2 546 945 T3

Leu
295
val
Ala
Leu
val
Met
375
val
Ala
Gly
ser
Ala
455
Leu
S5er
Ala
Ile
Gln
535
Pro
Gln

GIn

Phe

Glu

Leu

Ala

Arg
Leu
360
Leu
Ala
Ala
Glu
Ala
440
Cys
Glu
Arg
Ile
Leu
5_20
Tyr

Asp

Thr

Asn

val

600

Ile
615

Arg

Met-

Glu

val

rhe

Glu
ser
Arg
Asp
345
Ala
Leu
Arg
Leu
Glu
425
val
Leuy
Glu
Asp
Gl

50

Glu

Arg

Leu.

Ala

Ile

Ala
Arg

Gly
330

Leu

Leu
Ala
Arg

ser
410

Arg

Leu
GI1 n
Glu
Glin
490
Lys
Ala
Glu
Ile
Thr

570

Pro

585 -

Ala
Leu
Phe

Gly

152

Glu

Arg

Leu

val

Pro

LyS
315

aly
Lys
Arg
'I;yr
1%
Glu
Leu
Ala
Ala
val

475

Leu

“Thr

Leu

Leu

His.

555
Ala

val

Glu

val

Glu
635

Pro

Trp
300
Glu
Arg
Glu
Glu
Leu
380
G'I-y
Arg
Leu

His

Leu
460

Phe

Glu

Glu

Arg

Thr
540

Pro

Thr
Arg
Gi'y
Ley
620

Gly

Arg

Pro

Pro

val

Ala
Gly
365
Leu
Gly
Leu
Trp
Met
445
ser
Arg
Arg
Lys
Glu

525
Lys

Arg.

G'Iy.

Thr
Trp
605
Ala

Arg

Glu

Pro
Met
His
Arg
350
Leu
Asp
Glu
Phe
Leu
430
Glu
Leu
Leu
val
Thr
510

Ata

Leu

Thr.

Arg
Pro
590
Leu
His
Asp

Ala

Pro
Trp
Arg
335
Gly
Gly
Pro
Trp
Ala
415
TYyr
Ala
Glu
Ala
Leu
495
Gly
His
Lys

Gly

Leu

575 .

Leu
Leu
Leu
Tle

val

Glu
Ala
320
Ala
Leu
Leu
ser
Thr
400
Asn
Arg
Thr
Leu
Gly
480
Phe
Lys
Pro

'Ser

Arg.

56

ser

Gly

val

Ser

Hi 5
640
Asp
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Pro Leu

Gly Met

Ala
690

Ala

Glu
Arg
705

val Glu

Arg val

Pro val

Leu Phe

770

His
785

Ala

Asp

Ala

Pro Leu

Glu

<210> 91
<211> 2502
<212> ADN

Met

ser
675

-G1n
Trp

Thr

Lys
GIn
755
Pro
Glu
Leu

Glu

<213> Atrtificial

<220>

‘Ala

645

Ar  Arg
66!

Ala His

Ala pPhe
Ile Glu

Phe
725

Leu

ser val

740

Gly Thr

Arg Leu

Leu Leu

Lys
805
val Lys
820

<223> Secuencia clonada

<400> 91

Ala
Afg
Ile
b
Gly
Arg
Ala
Arg
Leu
790

Glu

val

ES 2 546 945 T3

Ala
Leu
Glu
695
Thr
Arg
Glu
Ala
Glu
775
Glu

Ala

Gly

Lys

Ser

Thr
665

Gln

680

Arg

Leu

Arg
Ala
Asp
760
Met
Ala
Met

Ile

Tyr

Arg

Ala
745

Leu

Gly
Pro
Glu

Gly

650

Ile
Glu

Phe

! Glu

%

Glu
Met

Ala

Gin

Lys
810

Glu

Asn

Leu

Gln

sy
val
Arg
Lys
Arg
Ala

795
Ala

Asp

Phe
Ala
Ser
700
Arg
Pro
Met

L.eu

Met
780

Arg.

Tyr

Trp

Gly
Ile
685
Phe
Lys
Asp

Ala

Ala

765

Leu

Ala

Pro

Leu

val
670
Pro
Pro
Arg
iLeu
Phe
750
Met
Leu
Glu

Leu

ser

830

655

Leu

TYr

Lys

Gly

Asn
735
Asn
Va1
GIn
Glu
Ala

815
Ala

TYyr
Glu
val
Tyr

720

A1a

Met,

Lys
Va1
val
800

val

Lys

atggcgatge
ctggectace
caggtggtct
gcegretrcey
tacagggcgg
gagctggigg
gttctcgeca

gccgaccgeg

ttccectctt tgagcccaag

gcaccttctt cgccctgaag

acggcttegc caagagcctc

tggtctttga cgecaaggee
ggagggccce gacccccgag
acctcctggg gtttacccge
ccctggecaa gaaggeggaa

gcctcetacca actegictet

ggecegegtec
ggccccacca

ctcaaggccce

ccctcattcc

gacttcecce
ctcgaggtcc

aaggaggggt
gaccgcgtcg

153

tcetggtgga
€gagccggag
tgaaggagga
gccacaaggé
ggcagctcge
ccggctacga
acgaggtgeg
cegrecteca

cggccaccac
cgaaccggtg
cgggtacaag
ctacgaggcc
cctcatcaag
dgcggacgac
catcctcace

ccccgagygge

60
120
180
240
300

360

420
480



cacctcatca
gacttccgceg
gagaagaccg
ctggaccggy
aggctctcct
Cagaggcggg
agcctcttec
ccceccgeegg
gatcttctgg
aéagccctca
gccctaagag
ctggaccctt
gaggaggcgg
cttgaggggag
grcctggece
tccctggagg
caccccttca
cttccogect
gaggccctce
aagctgaaga

ctccacaccc

aacctccaga.

gccgaggagy
gcccacctet
acggagaccg
<gggcggaca
‘caggagctag
ttccccaagy

gtggagaccc

gtgcgggagg

ctcatgaagc
ctccttcagg
gcceggcetgg
gaggtgggga
<210> 92

<211> 833
<212> PRT

ccccggagtg
ccctegtagg
ccctcaaget
taaagccaga
tggagctete
agccegaccg
acgagttcgg
aaggggactt
ccectggecge
gggacctgaa
aaggccttgg
ccaacaccac
999agcgggc
aggagaggct
acatggaggc
tagccgagga
acctcaacte

tggggaagac-

gcgaggecca
gcaccracat
gcttcaacca
acatccccgt
ggtggctact
ccggcgacga

ccagctggat

agaccatcaa

ccatccctta

tgcggacctyg

tctteggeey

cggccgageg
tggctatggt

tccacgacga

ccaaggaggc

taggggagga

ES 2 546 945 T3

gctttgggag
ggacccctec
cctcaaggag
aaacgtccgg
ccgggtocgc
ggagggoctt
ccttctggaa
cgtggacttt
cgccaggggt
ggaggcgcgy
ccteecegeec
<ccCgagggq
cgeectttec
cctttggttt
cacQQéggtg
gatcgcccge
ccgggaccag

gcaaaagacg

ccccategtg

tgaccccttg
gacggccacg
cegeaceceg
ggtggtcctg
aaacctgatc

gttcggcgic

cttcggggte
cgaggaggcc
gattgagaag
cegeecgetac
catggectte
gaagctette
gctggtcctce
catggagggg
ctggctetee

aagtacggcc
gacaacctec
tggggaagcc
gagiagatca
accgacctcc
agggcctttc
agccccaagg
gtgctttccc
ggtcgagtcc
gggcttcteg
ggcgacgacc
gtggcccggc
gagaggctct
taccgggagg
cgcctggacg
ctcgaggecyg
ctggaaatgg
ggcaagcgct
gagaagatcc
tcggacctea
gccacgggea
cttgggcaga
gactatagcc
agggtcttcc
€cccgagagg
ctctacggca
caggccttca
accctggagg
gtgccagacc
aacatgccecg
cccaggctgg
gaggccccaa
gtgtatecce
gccaagggtt

154

tcaggccgga
ccggggtcaa
tggaaaacct
aggcccacct
ccctggaggt
tggagaggct
ccctggagga

gcaaggagcc

accgggecee

ccaaagacct

Ccatgctcct
gctacggegg
tcgccaacct
tggagaggcc
tggcctatct
aggtcticeg
tgctctttga
ccaccagege
tgcagtaccg
tccaccecag
ggctaagtag
ggatccgeeg
agatagagct
aggaggggcg

ccgtggacce

tgtcggccca

ttgagcgcta

agggcaggag
tagaggcccg

‘tccagagoac

gagaaacggg
aagagagggc
tggcegtgee
ag

gcagtgggtg
gggcatcggg
cctcaagaac
ggaagacctc
ggacctegoc
tgagtttggc
ggceccctag
catgtgggcc
cgagccttat
gagcgttcty
cgcctaccte
ggagtggacy
gtgggggagg
cctttecget
cagggccttg
cctggeeggce
cgagcttagg
cgcegtectg
ggagctcacc

gacgggecge -

ctccgatece
ggccttcatc
cagggtgctg

ggacatccac’

cctgatgege

ccgectctcce
ctttcagagc
gcgggggtac
ggtgaagagc

cgccgeegac

ggccaggatg
ggaggccgty
cctggaggtg

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
2502



<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 92

Met
1

Asp
Thr
ser
val

65
Tyr

Ala

val

Ala

Leu
145

His

Glu

Leu

Lys

Lys
225

Arg

val

Ala
Gly
Thr
Leu
50

'Phe
Arg
Leu

Pro

Glu

-130
Tyr

Leu

GIn

Pro
Glu
210

Pro

Leu

AsSp

Met
His
5er
35

Leu
ASD
Ala
Ite
Gl

11

Lys

GIn

Ile

‘Trp

Gly
195
Trp
Glu
ser

Leu

Leu
His
20

Arg

Lys

Ala

Gly

Lys
100
TYr
Glu
Leu
Thr
val
180
val
Gly
Asn

Leu

Ala
260

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys
3
Glu
Glu
Gly
val
Pro
165
Asp
Lys
ser
val
Glu

245

GlIn

Leu

Ala

Glu

Leu

Ala

70

Ala

Leu

Ala

Tyr

ser

ES 2 546 945 T3

Phe
Tyr
Pro

Pro

Pro

val.

Asp

Glu
135

Asp

150

Glu
Phe
sy
.Leu
238

Leu

Arg

Trp
Arg
Ile
Glu
215
Glu
ser

Arg

Glu

Arg

val

40
Glu

ser
Thr
Asp
AsSp
120
val
Arg
Leu
Ala
Gly
200
Asn
Lys

Arg

Glu

Pro
Thr
25

GIn
Asp
Phe
Pro
Leu
105
val
Arg
val
Trp

L.eu
185

G]u.

Leu

Ile

val

Pro
265

155

LyS
10

Phe
val
Gly

Arg

Glu

30

Leu

Leu

Ile

‘Ala

Glu

170

val
Lys
Leu
Lys
Arg
25

Asp

Gly
Phe
val
Tyr
Hi s
75

Asp
Gly
Ala

Leu

val

155

Lys
Gly
Thr
Lys
Ala
235

Thr

Arg

Arg

Ala

Lys
60

Lys
Phe
Phe

Thr

Thr
140

Leéu

Tyr

Asp

Ala

val

Leu

Gly

45

-A'la

Ala
pro
Thr
Leu
125
Ala
His
G'Ily
Pro

Leu

- 205

ASn
220
His

ASp

Glu

Leu
Leu
Leu

Gly

Leu

Lys

. 30

Phe

val

Tyr
Arg
Arg
110
Ala
Asp
Pro
Leu
ser
190
Lys
ASp
Glu

Pro

Leu
270

Leu
15

Gly
Ala
Phe
Glu
GIn
95

Leu
Lys
Arg
Glu
Ar

17

Asp
l.eu
Arg
Asp
Leu
255

Arg

val
Pro
LYS
val
Ala
80

Leu
Glu
Lys
Gly
Gly
160
Pro

Asn

Leu

v'aﬂ
Leu
240
Glu

Ala



Phe
Leu
Gly
305

ASp

Pro

Leu

Pro
Asnhn
385
Glu
Leu
Glu

Gly

Ala
465

His

ASF!

Arg
Ile

Leu

ser
Gl n
val

Gly

Leu

Glu
290

ata-

Leu
Glu
Ala
Pro
370

Th_r

Glu

Trp

val

Glu

275

ser
Phe
Leu
Pro
Lys
355
Gly

Thr

Ala

_ Gly

Glu

. 435

val
450
Glu

Pl'_'O

Glu

ser,

val
Tyr
His
S5er
Arg
Leu

610
Asp

Arg
Glu
Phe
Leu

Thr
515

Ile.

Thr

Asp

Glu
530

Arg

Pro

val

Ala
Tyr
340
Asp
ASp
#ro
Gly
Ar

420
Arg
Leu
Ile
Asn
Ar

50

ser
LyS

Asp

Arg

Pro

- 580

Ile
595

Asp

Glu

Arg

Tyr

ASH

Leu
LyS
Gly
Leu
325
Lys
Leu
ASp

Glu

Glu

405

g Leu

Pro
ASp
Ala
Leu

485

Leu

Ala

Ile
Pro
Phe
565
ASnh
Arg

Ser

Leu

Glu
Ala
Phe
310
Ala
Ala
Ser
Pro
Gly
390
Arg
Glu
Leu
val

Ar
470

Asn

Pro

Ala

Leuw

Leu
550
Asn
Leu
Ala

Gln

Ile

ES 2 546 945 T3

Phe
Leu
295
val

Ala

Leu

val
Met
375
val
Ala
Gly

Ser

Ala
455

g Leu

ser
Ala
val

Gin

Gly
280

Glu

Leu

Ala

arg
Leu
360

Leu

Ala

Ala
Glu

Ala

Tyr

Glu
Arg
Leu

Leu

520

Tyr

535

ser
Gln
G1.n
Phe
Ile

Arg

Asp
Thr
Asn

Ile

600

Glu

615

val

Ser
Glu
ser
Arg
As

34

Ala
Leu
Arg
l_.eu'

Glu

- 425

val

. 440

Leu
Ala
Asp
Gly
505
Glu
Arg
Leu
Ala
Ile
585
Ala

Leu

Phe

156

Leu
Ala
Arg
Gly
Leu
Leu
Aia
Arg

ser

410
Arg.

Leu
Arg
Glu

Gln

Phe
Pro

Lys

-315
Gly

Lys
arg
Tyr
35
Glu
Leu
Ala
Ala
val

475

Leu

490

LysS

Ala

Glu

Ile
Thr
570
Pro

Glu

Arg

Gln

Thr
Leu
Leu
His
555
Ala
val

Glu

val -

Glu

His
Trp
300
G'I |
Arg
Glu
Glu
Leu
380
Gly
Arg
Leu
His

Leu
460

Phe

Glu
Gln
arg
)

Pro

Thir

Arg
Gly
Leu

620
Gly

Glu
285

Pro

Pro.

val

Ala

Gly.
365

Leu
Gly
Leu

Trp

Met

445

Ser

Arg

Met

Lys

Glu
525 .

Lys.

Arg

Gly

Thr

Trp

605

Ala

Arg

Phe
Pro
Met
His
350
Leu
ﬂsp
Glu
Phe
Leu
430
Glu
Leu
Leu

val

Thr
510

-Ala

Leu

Thr

Arg

Pro
590

Leu

His

Asp.

Gly
Pro
Trp
Ar

33

Gly
Gly
Pro

Trp

Ala

. 415

Tyr

Ala

.Glu

Ala
Leu
495
G'Iy
His
Lys

Gly

Leu
575

Leu’

Leu

Leu

Ile

Leu
Glu
Ala
320
Ala
Leu
1 eu
ser
Thr
400
Asn
Arg
Thr
val

Gly
480
Phe
Lys
Pro
Ser
Arg
560
Ser.
Gly
val

sSer

His
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15

20

25

625
Thr

Pro-

Gly
Glu
Ar

70

val
Arg
Pro
Leu
His
785
Ala

Pro

Gly

Glu
Leu
Met
Ala
690
Ala
Glu
val
val
Phe
770
AsSp
Arg

Leu

<210> 93
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Thr
Met
ser
675
Gln
Trp
Thr
Lys
Gln
755
Pro
G1u
Leu

Glu

<223> Cebador

<400> 93
cgtggtcgeg acggatgecg

<210> 94
<211> 51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Ala
Arg
660
Ala

Ala

Ile

Leu
ser
740
Gly
Arg

Leu

Ala

val

820

<223> Oligonucleotido

<400> 94
agctaccatg cctgcacgaa ttcggcatce gtcgcgacca cggtcgcagce g

<210> 95
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

ser
645
Arg
His
Phe
Glu
Phe
725
val
Thr
Leu
val
Lys
805

Glu

630
Trp
Ala
Arg
Ile
LYs
710
Gly

Arg

Ala

ES 2 546 945 T3

Met Phe Gly
Ala Lys Thr
665

Ley Ser GlIn
680

Glu Arg Tyr
695

Thr Leu Glu
Arg Arg Arg

Glu Ala Ala
745

A1a'Asp Leu
760

Gly Glu Thr 6ly

Leu
790

Glu

val

775
Glu Ala Pro

Ala met Glu

Gly Ile Gly

20

157

val

650

Ile
Glu
phe
oy

750

Glu

Met

Ala.

Lys

Gly

810

Glu

635

Pro
Asn
Leu
GlIn
Gly
715
val
Arg
Lys
Arg
Glu
795

val

Asp

Arg
Phe
Ala
Ser
700
Arg
Pro
Met

Leu

Met

780

Al’g
Tyr

Trp

51

Glu A]a val

Gly

Ile
685
Phe
Arg
Asp
Ala
Ala
765
Leu
Ala

Pro

Leu

val
670
Pro
Pro
Arg
Leu
Phe
750
Met
Leu
Glu

Leu

ser
830

655

Leu

Tyr

Lys
Gly
Glu
735
Asn
val
GIn
Ala
Ala

815

Ala

640
Asp

Tyr

Glu

val

Tyr
- 720

ATa

Met

Lys
val
Val
800

val

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<220>
<223> Oligonucleostido

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> N es un sitio abasico

<400> 95
agctaccatg cctgcacgac ancggcatcc gtcgcgacca cggtcgcage g

<210> 96
<211>40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (40)..(40)

<223> n es 5 nitroindol o un derivado

<400> 96
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgagggcan

<210> 97
<211>45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (45)..(45)

<223> n es 5 nitroindol o un derivado

<400> 97
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagen

<210> 98
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(31)

<223> n es 5 nitroindol o un derivado

<220>

<221> misc_feature

<222> (40)..(40)

<223> n es 5 nitroindol o un derivado

<400> 98
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata ncgagggcan

<210> 99
<211>45

158

40

45

40

51
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15

20

25

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(23)

ES 2 546 945 T3

<223> n es 5-nitroindol o un derivado

<400> 99

gtaaaacgac ggccagtacc acngaactgc gggtgacgcc aagen

<210> 100
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia clonada

<400> 100

atggcgatgce
ctggcctace
caggcggrte
gecgtetteg
tacaaggcgy
gagctggtgg
gt;ctcgcca
gccgaccgag
cacctcatca
gacttccgeg
gagaagaccg
ctggaccagg
aggctctcct
3353996999

agcctectee

ttecectett
gcacctictt
acggetrtcge
tggtctttga
ggagggcccc

acctcetggg

ccctggecaa

acctctacca
ccccggagtg
ccetegtggy
ccctcaagcet
taaagccaga
tggagctetc
égcc;gaccg

acgagttcygg

tgagcccaaa
cgccctgaag
caagagcctc
cgccaaggec
gacccccgag

gtttacccgce

gaaggcqgaa

gcregictee
gcttigggag
gQacCcctcc
cctcaéggag
aaatgtccgg
CCQQQtQCQC
ggagaggctt
ccttctggaa

ggccgagtec
ggcctcacca
ctcaéggccc
ccetocttec
Qacttccccc
ctcgaggtec
aaagaagggt
gaccgcgtcg
aagtacggcc

gacaacctcc

tggggaagcc

gagaagatca

accgacctecc
agggcctrtc

agccccaagy

159

45

tcctgotgga
cgagccggag
tgaaggagga
gccacgaggc
ggcagctcge
aaggctacga
acgaggtacg
ccgrccteea
tcaggccgga
ccgggatcaa
tggaaaacee
aggcceacet

ccctggaggt

_tggagaggct

ccctggagga"

cggccaccac
cgaaccggty
cgggtacaag

ctacgaggcc

cctcatcaag

ggqcggacgac
catcctcacc

ccccgagggce

gcagtgggtg

9g9gcatcgog -

cctcaagaac
ggaagacctc
ggacttcgee

tgagtttggc

ggccecctyg

60
120
180

. 240

300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
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cccecgeegg
gatcttctgg
aaagcectea
gccctaaggg
ctggaccctt
QaQQaQQCQQ
cttgagggag
gtectyggecc
tccctggagqg
caccccttca
cttecegeca
gaggccctec
aagctgaaga
ctecacacee
aacctccaga
9ccgaggggg
gcccaccttt
acggaaéccg
<gggcggcca
caggagctag
ttceccaaqg
gtggagaccc
gtgcgagagg
ctcatggagc
ctectteagg
gcccggetgg
gaggtgggga
<210> 101
<211> 833

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

aaggggcctt
ccétggccgc
gggacttgaa
aaggccttgg
ccaacaccac
g9g9agcgyggc
aggagaggct
acafggaggc
fggccgagga
acctcaactc
tcggcaagac
gcgaggecca
gcacctacat
gcttcaécca
acatccccgt
ggtggctatt
ccggcgacga
ccagcrggat
agaccatcaa
ccatccctta
tgcgggectg
fcttcggccg
cggccgagey
tgactatggt
tccacgacga
ccaaggaggt

taggggagga

<223> Secuencia clonada

<400> 101

ES 2 546 945 T3

cgtgggctet
c€gccaagggt

‘ggaggcgcgg

ccteccgece
ccccgagggg
cgccctttee
ccrrtggett
cacgggggtg
gatcgecege
ccgagaccag

ggagaagacc

ccccatcgty

tgaccccttyg
gacggccacg

ccgcaccceg

ggtggtcctg

gaacctgatc

gttcggegrc
cttcggggtrt
cgaggaggcc

-gattgagaag

ccgecgetac
Catggccftc
gaagctcttc
gctggtécpc
catggagggg
ctggctctcc

gtgctttecec
QQCCQQQtCC
gggcttcteg
ggcgacéacc
gtggcccggc
gagaggctct
taCCQQQaQQ
cgcctggatg
ctcgaggccg

‘ctggaaaggg

ggcaagegcet
gagaagatcc
ccggacétca
gccacgggea
ctcgggcaga
gactatagcc
cgggtcttece
cccegggagg

.ctctacggea

caggcctica
accctggégg
gtgccagace
aacafgcccg
cceaggetgg
gaggccccaa
gtgtatcccc

gccaaggagt

160

gcaaggagee
accgggecce
ccaaagacct
ccatgetect
gctacggcgg
tcgecaacct
tggagaggcc
tggcctatct
aggtcttccg
teetetttga
ccaccagege
tgcagtaccg

tecaccecag

ggctaagtag

ggatccgccg
agatggagct
2ggagggacyg
ccgtggéccc
tgtcggccca
ttgagcgcta
agggcaggag
tagaggcccg
tccagggcac
aggaaacggg
aagagagggc
tggccgtgce
ga

catgtgggee

cgagcettat
gagcgttetg
cgcctacctc
ggagtggacg
gtgogggagg
cctrrecget

‘cagggcctty

cctggecgoc
cgagctaggg
cgccgtectg
ggagctcacc
gacgggceege
ctecgatcce
ggccttcatc
cagggtgctg
ggacatccac
cctgatgege
ccgectetec
ctttcagagc
gcgggagtac
ggtgaagagc
cgcecgecgac
ggccaggatg
ggaggcegty
cctggagotg

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
2502



Met.

Asp
Thr
Ser
i
Tyr
Ala
"VaT
Ala
Leu
145
His
Glu
Leu
Lys
%
Arg
val
Phe
Leu
Gly

305

ASp

Pro

Ala
Gly
Thr

Leu

50
"Phe

Lys

Leu

Gin

Glu

Met

His

ser

'35

Leu

Asp

Ala

Ile

aly

115
Lys

130

TYr
Leu
GlIn
Pro
Glu
210

Pro

Leu

Asp

Leu
Glu
290
Ala

Leu

Glu

GIn
Ile
Trp
Gl

19

Trp
Glu
ser

Phe

Glu
275

Ser

Phe
Leu

Pro

Leu.

His

20
Arg

Lys
Ala
Gly
Lys
Tyr

Glu

Leu

Thr

val

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys

Arg
85

Glu
100

Glu

Ggly

val

Pro
165

Asp

180

Ile

Gly

ASnN
Leu
Ala
260
Arg
Pro
val

Ala

Tyr
340

Lys
Ser
val
Glu

245
Lys

Leu

Lys
Gly
Leu

325
Lys

Leu
Ala
Glu
Leu
Ala

70
Ala

Leu

Ala
Tyr
ser
150
Glu
Phe
cly
Leu
Ar

23

teu
Arg
Glu
Ala
Phe

310
Ala

Ala

ES 2 546 945 T3

Phe
Tyr
Pro
by
Pro
Pro
val
Asp

Glu

135

Asp
Trp
Arg
Ile

Glu
215

" Glu

Ser
Arg
hhe
Leu
295
val

Ala

Leu

Glu Pro

Arg Thr
25

val G1n
40

Ghu Asb
ser Phe

Thr Pro

Asp Leu

Lys
10

Phe
Ala
Gly
Arg
Glu

90

Leu

105

Asp val
120

val Arg

Arg val

Leu Trp

Ala Leu
185

gag'clu
Ash Leu
Lys Ile
Arg val
Glu Pro

265
Gly Ser
280
Glu Glu
Leu Ser

Ala Lys

Arg Asp
45

)

161

Leu

Ile

Ala
Glu
170
val
Lys
Leu
Lys
Arg

250

Asp

Gly
Phe
val
Tyr
His
75

Asp
Gly
Ala
Leu
val
155

LysS

Gly

Thr

Lys

Ala

235

Thr
Arg

Leu

Pro

Lys
315

Gly

Lys

Arg
Ala
Tyr
Lys
60

Glu
Phe
Phe
Thr
Thr
140
Leu
Tyr
Asp
Ala
Asnh
220

His

ASp.

Glu

His

Trp
300

Glu

Arg

Glu

val
Leu

Gly
45

Ala
Ala
Pro
Thr

Leu

Leu
LYS
30

Phe
val
Tyr
Arg
Al

11
Ala

125

Ala

His

Gly

Pro

Leu
205
Leu
Leu
Leu
Arg
Glu
285

Pro

Pro

val

Ala

ASp

Pro

‘Leu

Ser
190
Lys
Asp
Glu

Pro

Leu-

270
Phe

Pro

Met

His

350

Leu
15

Gly

.A1a

Phe
Glu
GIn
95

Leu
Lys
Arg
Glu
Arg
175
ASp
Leu
Arg
Asp
Leu

255
Arg

Gly

Pro

Trp

Arg
335

Gly

val

Leu

Lys

val

Ala
80

Leu

Glu
LYS
Asp
Gly
160
Pro
Asn
Leu
val
Leu
240
Glu
Ala
Leu
Glu
Ala
320

Ala

Leu



Leu
Pro
Asn
-385
"Glu
Leu
-Glu
Gly
Ala
465
His

Asp

Arg

Ile
Thr
545
Leu
sSer
G1n
val

Gly

Ala

Pro

370 .
Thr Thr

Thr
Glu
Trp
val
val
450
Glu
Pro
Glu
ser
val
530
Tyr
His

Ser

Arg

Leu
610

Asp

825

Thr
Pro

Gly

clu

Arg

_C'lu

Leu
Met
Ala

690
Ala

Lys
355

Gly

Ala

Gly

Glu

435

Arg
Glu
Phe
Leu

Thr

Asp
Asp

Pro

Gly

Arg
420
Arg
Leu
e
Asn
Gly
500

Ser

515

Glu
Ile
Thr
Asp
Ile

595

Asp

Glu

Thr

Met

ser
675

Gln

Trp

Lys
Asp
'Al;g
Pro

580
Arg

TYr

ASn
Ala
Arg
660
Ala
Ala

Ile

Leu
Asp
Glu
Glu
405
Leu

Pro

ASD.

Ala
Leu
485
Leu
Ala
Ile

Pro

Fhe

ES 2 546 945 T3

Ser
Pro
Gly

390
Arg

‘Glu

Leu

val

Arg

470

Asn
P.ro
Ala
Leu
Leu

550

AsSn

565 .

Asn
Arg
ser
Leu
ser
645

Arg

His

Glu

Leu
Ala
Gin
Ite
630
Trp
Ala
Arg

Ile

Lys

val
Met
375
val

Ala

Gly

Ser

Ala
455

Leu

ser

Ala
val
Gln
535
Pro
GIn
aln

Phe

Met

615

Arg
Met
Ala

Leu

6lu

695
Thr

Leu
360
Leu
Ala
Ala
Glu
A'I-a
440
Tyr
Glu

Arg

Ile

Ala
Leu
Arg
Leu
&%

val

Leu

‘Ala

Asp

Gly

- 505

Leu
520

Tyr

Asp

Thr

Asn

Ile

600-

Glu

val

Phe
Lys
Ser
680

Arg

Leu

Glu
Arg
Leu
Ala
Ile

585

Ala

Leu

Phe

Gly
The
665
GIn

Tyr

Ghu

162

Leu
Ala
Arg
ser
410
Arg

Leu

Arg

G1u

Gln

490

Lys Thr

Ala
Glu
Ile
Thr
570

Pro

Glu

Arg.

GIn

val
650

Ile

Glu

Phe

Glu

“Arg

Tyr
Tyr
395
Glu
Leu
Ala
Ala
val
475

Leu

Leu
Leu
His
555
Ala
val
Gly
val
Glu
635
Pro
ASn
Leu
GIn

G'Iy

Glu
Leu
380
Gly
Arg
Leu
His
Leu
460
Phe
Glu
Glu

Arg

Thr

540

Pro

Thr.

Arg

Gly

Leu.

620
Gly

Arg
Phe
Ala
ser

700
Arg

SeY
Leu
Gly
Leu
Trp

Met

445"

Ser
Arg
Arg
Lys
g
l'.yé
Arg
Gly

Thr

Trp
605

Ala.

Arg
Glu
Gly
&S

Phe

Arg

Leu

Asp

Glu

Phe

Leu

Gly

Pro

Trp

Ala

Leu
Ser
Thr
400

Asn

415

Tyr

430 -

Glu
Leuy
Leu
val
Thr
510
Ala
Leu
Thr
Arg
Pro
590
Leu
His

Asp

-Ala

val
670
Pro

Pro

Arg

Ala
Glu
Ala
Leu
495
Gly
His
LyS

Gly

Leu.
575

Leu

Leu

Leu

Ile

val

655

Leu
Tyr
Lys

Gly

A.rg
Thr
val
s
Phe
Lys

Pro

ser

A rg
-360

Ser
Gl y-.
val
ser
His
640
Asp
Tyr |
Glu

val

Tyr
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705

val Glu
Arg val

Pro val

Thr

Lys

Gln

Leu Phe
725

ser val
740

Gly Thr

755

Phe
770

Leu
His
785
Ala

Asp

Arg

Pro Leu

Glu

<210> 102
<211> 2499
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

Pro
Glu
Leu

Glu

’ ~—
Arg Leu
LeuIVa1
Ala Lys

805

val Glu
820

<223> Secuencia clonada

<400> 102

atggcgatgc
ctggcctace
#aggcggtct
gccatctfcg
tacaaggcgg
gagcuggtgg
gtcctcgeca
gccgaccagg
cacctcatca
gacttccgcg
gagaagaccg
ctggaccgge
ctctectgag
aggcgggagt

tteccetett
gcaccttett

acggcttege

tggtctttga
ggagggcccc

acctcctggg
ccctggeccaa
acctctacca
ccccggagtg
ccctcgtggg
ccctcaaget
tgaagcccgce
acctggccaa

ccgatcggga

ES 2 546 945 T3

710

Gly Arg Arg

Arg Glu Ala

Asp
760

Glu Thr
775

Glu

Ata Ala
Glu
Leu

790
Glu

Ala

val Met

Vai Gly Ile

tgagcccaaa
cgcectgaag
caagagcctc
cgccaaggec
gagccccgag
gtttacccgc
gaaggcggaa
gcregtetee
gctttgggag
ggacceccrec
cctcaaggag
catccgggag
ggtgcgeace
gaggcttagg

715

Arg Tyr

730

Ala Glu

745

Leu Met

Gly

Pro Lys

Glu
810
Glu

ggccgggrcc

ggcctecacea
ctcaaggccc

cecctecttcc

gacttcccce

ctcgaggtcc
aaagaagggt
gaccgcgfcg
aagtacggce
gacaacctce
tggggaagcc
aagatcctgg
gacctgeece

gcctttetgg

163

val
Arg
Lys
Ala Arg
.G1u
795

Giy val

Asp

Pro Asp
Met Ala

Ala
765

Leu

Met
780

Arg Ala

Leu

Pro

Tyr:

Leu

Trp

tcctggtgga
€gagtcgggg
tgaaggégga
gccacgaégc

ggcagetege

aaggctacga
acgaggtgcg
ccgtoccteea
tcaggccgga
ccogggtcaa
tggaaaacct
cccacatgga
tggaggtgga
agaggcttyga

Met

Glu

720

Glu Ala

735

Asn

Leu
Phe Met
750

val Lys

Leu GIn val

val
800

val

Ala

Ala
815

Ala

Leu

Ser

LysS
830

cggccaccac
cgaaccgatg
cgggtacaag
ccacgaggcc
cctcatcaag
ggcggacgac
catcctcace
ccecgaggge
'gcagtgggtg
dgggcatcggg
cctcaagaac
cgatctgaag
cttcgccaaa

gtttggcégc

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
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ctcctccacg
ccgecggtag
cttctggece
gccctcagag
ctgagggaag
gacccttcea
gaggcggagg
9agg9ggagg
ctggcccaca

ctggaggtqgg

cccttcaace
cccgecateg
gcectecgeg
ctgaagagca
cacacccgct
ctccagéaca
g9agg9999g9gt
cacctcteeg
gaaaccgcca
gcggccaaga
gagctagceca
cccaaggtgc
gaaaccctct
agggaggccg
acgaagctgg
cttcaggtcc
cggctggcca

gtggggatag

<210> 103
<211> 832
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

agttcggect
gggccttcgt
tggccgccgce
acctgaagga
gccttggect
acaccacccc
agcgggecgce
ggaggctcct
tggaggccac
ccgaggagat
tcaactcccg
gcaagacgga
aggcccaccc
cttacattga
tcaaccagac
tccécgtccg
ggctattggh
gcgacgagaa
gctggatgtt
ccatcaactt
tcccttacga
gagcctggat
tcggaagaag
cggagcegcat
ctatggtgaa
acgdcgagct
éggaggtcat
gggaggactg

<223> Secuencia clonada

<400> 103

ES 2 546

tctggaaagc
gggctttgtyg
caggggtggt
ggcgcggggg
ccecgeeegge
cgaggtggtg
cctttccgag

945 T3

cccaaggecc
ctttceegea
cgggtccacc
cttctcgeca
gacgacccca
gcccggeget
aggqtéttcg

ttggctttac cggggggtgg

aggagtgcgc
cgeccegeete
ggaccagctg
gaagaccggc
catcgtggag
ccecttgeeg
ggccacggec
cacccegete
ggtcctggac
cctgatccag
cggcgtcece
cggggttctc
ggaggcccag
agaaaagacc
gcgetacgtg -
ggccttcaac
gctctteecc
ggtcctcgag

ag9aggggotg
gettteegec

1

ctggacgtgg
gaggccgaqg
gaaagggtcc
aagcgcteca
aagatcctgce
gacctcatcc
acgggcaggc
gggcagagga
tatagccaga
gtcttccagg“
cgggaggccg
tacggcatgt
gcctteattg
ctggaggagg
cccgacctea
atgcccgtec
aggctggagg
gccccaaaag
tatcccctgg
aagggttag

64

tggaggagqgc
aggagcccat
gggcccccga
aagacctgag
tgctectege
acggcgggaa
ccaacctatg
agaggcccct
cctatﬁtcag
tcrtccgect
tctitgacga
ccagcgecge
agtaccggga
accccaggac
taagtagctc
tctgccgggc
tggagctcag
aggggcggga
tggacccect
cggcccaccg

agcgctactt
ggaggaagcg

acgcccgggt

agggcaccgce
aaacgggggc
agagggcgga
ccgtgecect

cccctd@ccc
gtgggccgat

gccttataaa

-cgttctggec

ctacctcctg
gtggacggag
ggggaggctt
ttccgetgtce
ggcctigtee
ggceggecac
gctagggcett
cgtcctggag
gctcaccaag

gggccgecte

cgatcccaac

cttcatcgcc
ggtgctggec
catccatacg
gatgcgeegg
cctcteccag
ccaaagcttc
gggctacgty
gaagagcgte

cgcecgaccte

caggatgcic

ggccgtggee
g99aggtggag

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
2499



Met
Asp
Thr
ser
val

65

TYr

Ala

val
Ala
Leu
145
His

Glu

Leu
Lys

255

Leu
Asp
Leu
Glu
Ala

305

Lew

Ala
Gly
Thr
Leu
50

Phe
LysS
Leu
Gin
Glu
130
Tyr

Leu

Gln

Pro

Glu

sér

290

Phe

Leu

Met
His

ser

35

Leu

ASp

Ala

Ile

Gly
115
Lys
GIn
Ile
Trp
Gly
195
Trp

Ala

rrp

-Ala

Ar
27

Pro

val

‘Ala

Leu
His
20

Arg
Lys
Ala
Gly
Lys
100
Tyr
Glu
Leu
Thr
val

180
val

Gly

Ile
Asp
4
Leu
Lys
Gly

Leu

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys

Arg
85

‘Glu
Glu

Gl y.

val
Pro
165
Asp
Lys
Ser
Arg
Leu

245
Arg

'G'I u

Ala

Phe

ES 2 546 945 T3

Leu
Ala
Glu
Leu
Ala
70

Ala
Leu
Ala
Tyr
Ser
150
Glu
Phe
G"Iy
Leu

Glu
230

Ala

Arg

Phe
Leu
val

310
Ala

Phe
Tyr
Pro
e
Pro
Pro
val
Asp

Glu
135

Asp

Trp
Arg
Ile

G6lu

215

Lys

Lys

Glu

Gl y.

Glu
295

Leu

Ala

Glu
Arg
val
40

Glu
ser

Ser

AsSp

Asp

120

val

Arg

Leu

Ala

Gly.

200

Asn

Ile

val

ser
ser
280
Glu

Ser

'Arg

Pro

Thr
25

GIn

Asp

Phe

Pro

Leu.

105

val

Arg’

val

Trp

Leu
185
Glu
Leu
Leu
Arg
Asp
265
Leu
Ala

Arg

Gly

165

Lys
10

Phe
Ala
Gly
Arg
Glu
80

Leu

Leu

Ile

Ala

Glu
170
val
Lys
Leu
Ala
Thr
250
Arg
Leu
Pro

Lys

Gly
Phe
val
Tyr
His
75

ASp
Gly
Ala
Leu
val
15§

Lys

Gly

Thr

Lys

His

235

ASp

Glu

His

Trp

Glu

Arg

Ala

Tyr

Lys
60

Glu
rPhe
Phe

Thr

Thr
140

Leu

Tyr
Asp
Ala
Asn
220
Met
Leu
Arg
Glu
Pro

300

Pro

315

Arg

val

val

Leu.

Gly
45

Ala
Ala
Pro
Thr
Leu
125
Ala
His
Gly

Pro

Leu

Leu
Lys
30.

Phe

Ile

His

Arg

Arg
11

Ala

AsSp

Pro
Leu
Ser

190
Lys

205 .

Leu

Asp

Pro

Leu

Phe

285,

Pro

Met

His

Asp
AsSp
Leu
Ar

270
Gly
Pro

Trp

Arg

Leu
15

Gly
Ala
Phe
Glu
Gln
95

Leu
Lys
Arg
Glu

Ar

17%

Asp
Leu
Arg
Leu
Glu
255
Ala
Leu
val
Ala
Ala
335

val

Leuw

.Lys )

val
Ala
80
Leu
Glu
Lys
Asp
Gly
160
Pro
Asn
Leu
Leu
Lys
240
val
Phe
Leu
Gly
Asp

320

Pro



Glu
Ala
Pro
Thr
38§
Glu
Trp
val
val
Glu
465
Pro
G}u
Ser
val
Tyr
545
His
ser
Arg
Lau
AS

62

Gfu
Leu
Met

Ala

Pro
LYS
Gly

370
Thr

Ala

Gly

Glu

Ar
45

Glu

Phe

Leu

Thr
Glu
530
Ile
Thr
Asp

Ile

Asp

610

Glu
fhr
Met
Ser

Gln

Tyr
AS

35

AsSp
Pro
Gly
Arg
Arg
435
Leu
Ile
ASn

Gly

ser
515

Lys

Asp
Arg
Pro
Arg
595
TVYr
Asn
Ala
Arg
Ala

675
Ala

LYyS
340
Leu
Asp
Glu

Glu

Leu

420

Pro
Asp
Ala
Leu
Leu
500
Ala
I1g
Pro

Phe

Asn
580

'Arg

Ser
Leu
ser
Arg

660

His

Phe

Ala
Ser
Pro
Qal

Ar
40

Glu

Leu
val
Arg
Asn
485
Pro
Ala
Leu

Leu

Leu
val
Met
val
390
Ala
Gly
sSer
Ala
Leu
4?0
ser
Ala
val
GIn

Pro

" 550

Asn
565

Leu

Ala
Gln

Ile

Trp
645

Ala

Arg

Ile

GIn

.GIn

Phe
Met
Ar

63

Met
Ala
Leu

Glu

ES 2 546 945 T3

Arg
Leu
Leu
375
Ala
Ala
Glu
Ala
Tyr
4%s
Glu
Arg
I1g
Leu
Tyr
535
Asp
Thr
Asn
Ile
Glu
615
val
Phe
Lys

Ser

Arg

Asp
Alﬁ
360
Leu
Arg
Ley
Gly
val
440
Leu

Ala

Asp

Gly

‘Glu

520
Arg

Leu
Ala
Ile
%
Leu
Phe
Gly
Thr
Gln

680
Tyr

Leu Lys
345

Leu Arg
Ala Tyr

Arg Tyr

ser Glu

Glu
Glu
Leu
Gl

39
Arg

410 -

Arg Leu
425

Leu Ala

ArgrA1é
Glu val

Gin Leu
490

Lys Thr
505

Ala Leu
Glu Leu
Ile His

Thr Ala
570

Pro val
58S

Glu Gly

Arg val

G1n Glu

Leu

His

Leu

fhe
475

Glu

Glu
Arg
Thr
Pro
555
Thr
Arg

Gly

Leu.

Gly
S

63

val Pro
650

ile Asn
665
Glu Leu

Phe Gln

166

Arg
Phe
Ala

ser

Ala

'GTy.

Leu

Arg

Leu
365

Asp

380

Gly
Leu
Tre
Met
ser
460
Arg
Arg
Lys
Glu
Lys
540
Arg
Gly
Thr
Trp
Ala
620
Arg
Glu
Gly
Ile

Phe

Glu

rPhe

Leu

Glu

445

Leu
Leu
val
Thr
o
Leu
Thr
Arg
Pro
Leu

605

His

Asp

Ala
val
Pro

685

Pro

Gly
350

Gly

Pro

Trp

Ala

Tyr
430
Ala
Glu
Ala
Leu
Gly
510
His
Lys
Gly

Leu

Leu
590

Leu.

Leu

Ile
val
Leu
670

Tyr

Lys

Leu
Leu
ser
Thr
AsSn
415
Arg
Thr
val
Gly
Phe
495
Lys
Pro
ser
Arg
ser
575
Gly
val

Ser

His

ASp
655

Tyr.

Glu

val

Leu
Pro
Asn
Glu
400
l.eu
Gly
Gly
Ala
His
480
AsSp
Arg
Ile
Thr
Leu
560
ser
Gjn
val
Gly
Thr
640
Pro
Gly

Glu

Arg
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15

20
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30

35

40
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690 695

Ala Trp Ile Glu Lys Thr Leu Glu Glu
705 T 710

Glu Thr Leu Phe g}g Arg Arg Arg Tyr

val Lys Ser val Arg Glu Ala Ala Glu
: 740 745

val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Thr
' 755 760

Phe Pro Arg Leu Glu Glu Thr Gly Ala
. 770 775

Asp Glu Leu val Leu Glu Ala Pro Lys
785 790 - .

Arg Leu Ala Lys gsg val Met Glu Gly

Leu Glu val Glu val Gly Ile Gly Glu
. 820 . 825

<210> 104
<211> 59
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (37)..(37)
<223> n es dU-biotina

<400> 104

Gly

val

730

Arg
Lys
Arg
Glu
val

810
ASp

Ar
71
Pro

Met

Leu

Met -

Arg
795

Trp

tagctcggta acgccggctt ccgtcgegac cacgttnttc gtggtcgcga cggaagcecg

<210> 105
<211>60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(38)
<223> n es dU-biotina

<400> 105

tagctcggta aacgccggct tcegtcgega ccacgttntt cgtggtcgeg acggaagcecg

<210> 106
<211> 61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

167

700

Lys

Asp

“Ala

Ala
Leuy
780
Ala

Pro

Leu

Arg
Leu
Phe

Met

Gly
Asn

Asn

750

val

765

Leu

Glu

Leu

ser

6In

Ala

Ala

Ala
830

59

60

Tyll‘
Ala
735
Met
Lys
val
val
val

815
Lys

val
720
Arg
Pro
Leu
His
Ala
800

Pro

Gly
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<220>

<221> misc_feature
<222> (39)..(39)
<223> n es dU-biotina

<400> 106

tagctcggat tttcgeegge ttccgtcgeg accacgttnt tcogtggtcgdo gacggaagcc

9

<210> 107
<211>60
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(38)
<223> n es dU-biotina

<400> 107

tagctaccag ggctceggct tcecgtcgega ccacgttntt cgtggtcgeg acggaagecg

<210> 108
<211> 67
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> N es un sitio abasico

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(45)
<223> n es du-biotina

<400> 108

ES 2 546 945 T3

60

60
61

agctaccatg cctgcacgea gncggcatce gtcgogacca cgttnttcgt ggtcgcgacg

gatgccg

<210> 109
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 109
taatacgact cactataggg aga

<210> 110
<211>29
<212> ADN

168

- 60

67
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 110
attatgctga gtgatatccc tctatcgat

<210> 111
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 111
taatacgact cactataggg aga

<210> 112
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223>nesA, T,CoG

<400> 112
attatgctga gtgatatccc tetngtca

<210> 113
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 113
geggtgtaga gacgagtgeg gag

<210> 114
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 114

ES 2 546 945 T3

29

23

28

23

ctctcacaag cagccaggca agctccgcac tegtetctac accgetecge

<210> 115
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 115

169

50
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ctctcacaag cagccaggca agctccgcac tegtetctac accgetecge 50

<210> 116
<211> 61
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador FITC

<220>

<221> misc_feature
<222> (39)..(39)
<223> n es biotina

<400> 116

tagctaccat tttcgccgge ttecgtcgcg accacgttnt tcgtggtcgc gacggaagece
q

<210> 117
<211> 67
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador FITC

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(45)
<223> n es biotina

<400> 117

tagctaccat trtttttrtc gocggettce gtcgegacca cgttnttcgt ggtcgegacy
gaagccg ' '

<210> 118
<211> 61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador ELISA

<220>

<221> misc_feature
<222> (39)..(39)
<223> n es biotina

<400> 118

tagctaccag gggctccggce ttccgtcgcg‘ accacgttnt tcgtggtcgc gacggaagcc
g

<210> 119
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

170
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60
67

60
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<220>
<223> Cebador ELISA

<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(38)
<223> n es biotina

<400> 119

tagctcggta aacgcecggct tccgtcgega ccacgttntt cgtggtcgeg acggaagcecg

<210> 120
<211> 67
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223> N es un sitio abasico

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(45)
<223> n es biotina

<400> 120

agcraccatg cctgcacgca gncggecatcec gtcgegacca cgttnttcgt ggtcgegacg

gatgcceg

ES 2 546 945 T3
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REIVINDICACIONES
1. Una ADN polimerasa pol A con una seleccion mas amplia de sustratos que es capaz de evitar un sitio abasico, en
la que la polimerasa comprende la secuencia de aminoacidos del clon designado en el presente documento como
3A10 (SEC ID N° 80).

2. Una ADN polimerasa pol A de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la DNA polimerasa consiste en la
secuencia de aminoacidos del clon designado en el presente documento como 3A10 (SEC ID N° 80).

3. Una construccion de acido nucleico que codifica una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con
la reivindicacion 1 o 2.

4. Un vector que comprende una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. El uso de una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 en una
cualquiera o mas de las siguientes aplicaciones seleccionadas del grupo que consiste en las siguientes:
amplificacion por PCR, secuenciacion de moldes de ADN dafiados, la incorporacién de analogos de bases
artificiales a ADN vy la creacién de nuevas actividades de polimerasa.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5 de una combinacién de polimerasas obtenidas por ingenieria genética.
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La Figura 1a muestra la secuencia de acido nucleico de M1

ATGCTCCCTCTTTTTGAGCCCAAAGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCT
ACCGCACCTTCCACGCCCTGAAGGGCCTCACCACCAGCCGGGGGGAGCCGGTGCAGGCGG
TCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGGCOCTCAAGGAGGACGGGGACGCGGTGATCG
TGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCCTTCCGCCACGAGGCCTACGGGGGGTACAAGGCGG
CCCGGGCCCCCACGCCGGAGGACTTTCCCCGGCAACTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGG
ATCTCCTGGGGCTGGCGCGCCTCGAGGTCCCGGGCTACGAGGCGGACGACGTCCTGGCCA
GCCTGGCCAAGAAGGCGGAAAAGGAGGGCTACGAGGTCCGCATCCTCACCGCCGACAAA
GGCCTTTACCAGCTCCTTTCCGACCGCATCCACGTCCTCCACCCCGAGGGGTACCTCATCA
CCCCGGCCTGGCTTTGGGAAAAGTACGGCCTGAGGCCCGACCAGTGGGCCGACTACCGGG
CCCTGACCGGGGACGAGTCCGACAACCTTCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACG
GCGAGGAAGCTTCTGGAGGAGTGGGGGAGCCTGGAAGCCCTCCTCAAGAACCTGGACCG
GCTGAAGCCCGCCATCCGGGAGAAGATCCTGGCCCACATGGACGATCTGAAGCTCTCCTG
GGATCTGGCCAAGGTGCGCACCGACCTGCCCCTGGAGGTGGACTTCGCCAAAAGGCGGGA
GCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGAGTTTGGCAGCCTCCTCCA
CGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGGA
AGGGGCCTTCGTGGGCTITGTCCTTTCCCGCAGGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTGGCC
CTGGCCGCCGCCAGGGGGGGCCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCAGG
GACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTGAGGGAA
GGCCTTGGCCTCCCGCCCGGUCGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTTCCA
ACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCGGGG
GAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTGAGGGGGAG
GAGAGGCTCCTTTGGCTTTACCGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCACA
TGGAGGCCACGGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTGG
CCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGCCACCCCTTCAACC
TCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCG
GCAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGGGGCCCTCOGC
GAGGCCCACCOCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAGC
ACCTACATTGACCCCTTACCGGACCTCATCCACCCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGCT
TCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAACA
TCCCCGTCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGGGT
GGCTATTGGTGGTCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCG
GCGACGAGAACCTGATCCGGGTCTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGCC
AGCTGGATGTTOCGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAG
ACCATCAACTTCGGGGTCCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGCCA
TCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGCG
GGCCTGGATTGAGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCT
TCGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGACCTAGAGGCCCGGGTGAAGAGCUTGCGGGGGGCG
GCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCCGACCTCATGAAGCTG
GCTATGGTGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTTCAGGTC
CACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTGGCCCGGCTGGC
CAAGGAGGTCATGGAGGGGGTGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGGGGAT
AGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

-~ FIG. 1a
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ql 'Ol
DAVSIMA

ADIDATATTIAVTAAADTAATIV TIVAVIVITId VI TATIGHAO TTARIVOWHA THdd THAWV TN TAVV LOOAIN
NAVIAEVVOUASIAYVITAdA ANNED A TLIAADNNAOFT TINTIM VEANIASOI A YFIVOVITALIVIIOS THH
VSWOATADINI LAV AW TdAAVIIdAD JANMSV LA LHITIOZOIA M INTAOS THY TAY TAIOS A TAATIMDIT
VIIVIINOO TdLIAJINO INIASSS IO LV LV LONN LH THOLAdHI TAd TdAIA IS I I L TTAO TIIAAIJH
VIITVOIAVVS LSO LA LNOIVATOTIAd TANT TOQISN INAdHOV AN TV T VIHAVAT IS TVIIAVAQ]
VAOLVINHV IAVS TOIIATIA TM TTHEIOA TIOM INVATIAS TYVIIOVIZ LM IDO ANIVADHJI LINSIATIAVY']
TAdAADdJTOTOTHTYIAS TV TIDNVIN TMI TV AIAdVIHAADOAVY VIV TIAV AW THES TAIDAIVOIdd
dMIVITTYAISTTIOATHTISOAT A TV I NIAd TR VAAAT T TALIANYV TAMS T TAQNHY TIHTITVd

I TN TIVAISOMIT TNV INIDIONADI INASHAD L TVIAAY MOAIY TOANIM TM VLI TADIdH TAHNA
STIOATONAV L TRHATAOTNIVINVISVIAAVIADIAT TV IO TIAA TINI TV IO UddAdd LAVIVVIADDA YA
HYASIVIVAIAAIAVADATATVITISHVADAAVOAdIDUS LI TONTVHALIAVIHHD QA TTAYO NI Td TADIN
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La Figura 2a muestra la secuencia de acido nucleico de M4

ATGCTCCCTCTTTATGAGCCCAAGGGCCGCGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCT
ACCGCACCTTCCACGCCCTGAAGGGCCTCACCACCAGCCGGGGGGAGCCGGTGCAGGCGG
TCTACGGCTTCGCCAAGAGCCTCCTCAAGGCCCTCAAGGAGGGCGGGGACGCGGTGATCG
TGGTCTTTGACGCCAAGGCCCCCTCCTTCCCCCATGAGGCCTACGGGGGGTACAAGGCGG
GCCGGGCCCCCACGCCGGAGGACTTTCCCCGACAACTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGG
ACCTCCTGGGGCTGACGCGCCTCGAGGTCCCGGGCTACGAGGCGGACGACGTCCTGGCCA
GCCTGGCCAAGAAGGCGGAAAAGGAGGGCTACGAGGTCCGCATCCTCACCGCCGACAAA
GACCTTTACCAGCTCCTTTCCGACCGCATCCACGTCCTCCACCCCGAGGGGTACCTCATCA
CCCCGGCCTGGCTTTGGGAAAAGTACGGCCTGAGGCCCGACCAGTGGGCCGACTACCGGG
CCCTGACCGGGGACGAGTCCGACAACCTTCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACG
GCGAGGAAGCTTCTGGAGGAGTGGGGGAGCCTGGAAGCCCTCCTCAAGAACCTGGACCG
GCTGAAGCCCGCCATCCGGGAGAAGATCCTGGCCCACATGGACGATCTGAAGCTCTCCTG
GGACCGGGCCAAGGTGCGCACCGACCTGCCCCTGGAGGTGGACTTCGCCAAAAGGCGGG
AGCCCGACCGGGAGAGGCTTAGGGCCTTTCTGGAGAGGCTTGAGTTTGGCAGCCTCCTCC
ACGAGTTCGGCCTTCTGGAAAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGCCCCCGCCGG
AAGGGGCCTTCGTGGGCTTTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTGGGCCGATCTTCTAGC
CCTGGCCGCCGCCAGGGGGGGCCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTATAAAGCCCTCGG
GGACCTGAAGGAGGCGCGGGGGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGGCCCTGAGGGA
AGGCCTTGGCCTCCCGCCCGACGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCTTCC
AACACCACCCCCGAGGGGGTGGCCCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGAGGCAGG
GGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGGCTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTGAGGGGGA
GGAAAGGCTCCTTTGGCTTTACCGGGAGGTGGAGAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCCCAC
ATGGAGGCCACGGGGGTGCGCCTGGACGTGGCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTG
GCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGGTCTTCCGCCTGGCCGGCCACCCCTTCAAC
CTCAACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTTTGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATC
GGCAAGACGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGCCGCCGTCCTGGGGGCCCTCCG
CGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGAGCTCACCAAGCTGAAGAG
CACCTACATTGACCCCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGACGGGCCGCCTCCACACCCGC
TTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCAACCTCCAGAGC
ATCCCCGTCCGCACCCCGCTTGGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCGAGGAGGGG
TGGCTATTGGTGGCCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCTCTCCG
GCGACGAGAACCTGATCCGGGTCTTCCAGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGCC
AGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGGGAGGCCGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAG
ACCATCAACTTCGGGGTCCTCTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGCCA
TCCCTTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTAAGCGCTACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGCG
GGCCTGGATTGAGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGGCGGGGGTACGTGGAGACCCTCT
TCGGCCGCCGCCGCTACGTGCCAGACCTAGAGGCCCGGGTGAAGAGCGTGCGGGAGCCG
GCCGAGCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGTACCGCCGCCGACCTCATGAAGCTG
GCTATGGTGAAGCTCTTCCCCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCTCCTTCAGGTC
CACGACGAGCTGGTCCTCGAGGCCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTGGCCCGGCTGGC
CAAGGAGGTCATGGAGGGGGTGTATCCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGGGGAT
AGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGAGTGA

FIG. 2a
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ADIDATATTIAY TAADTAATIVTIVAVIVITAIVI TA THAHAD TTAN VOWTI TIdI TIAWY TN TAYV LOOAIN
NAVNEIVdTIAS ATV I TAdAATNAD A TLAAADNNUO T TLATIM VIA N ASOAADIIVOVITALIV IHOS THH
VSIWOATADANILIVV N TdAAVIEdAD TN MS VLA LHICUOFO AN INAAOS THY TAY TIIOSAQTVATIMOAH
VIIVNRIOD T LIAJISO INIASSS TYO LY L VIONTHIH TID LIJHI TAd TdAIA LS T L TTHAO TIAAIIH

VAU TVOTIAVVSLSWIOINZLADIVA IO TIAS TA YT TOISN INAJHOV THAATVI TIVIZIVAT IS TVI TAVAQT

- YADLVIWHVIAVSTHIATIATA TTIHIDI IO M INVATIIS TV VIZO VAL LMHOO AYYVADId LINSdA TIA VT

TAdAAAddTOTOTI TVIAS TAAVTIDAVIATAD TY AAdEdVIHARD DAV VYV IVTIAV AN S TAIDA I VOddd
dMdVITTVAdSTTTIOATH TISOA I T AV TETHAd TRV AAA T Td TALYANVIAMS T TAQAH Y TEATETVd
AT INATIVIISOMTI TIRIVINEDIONADI INASIAD LTVIAAY AOAIN TOANIM TM VA LITAOEdHTAHNA
STIOATAIAVLTEATADTINAVINV ISV IAAAVAADIAT TUL IO TIAA T TV 10 ¥dId3d LAVIOVIADOAVE
HAISIVIVAIAAIAVADOTH TYATISHVIDAAVOAdIDYS LLTONTVHILIAVTHHO A TIAYONdIA Td TAO W
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c A G G A
P GCG GC GC GG GG GG
T CGC CGC CGA GCG CCA CCG

Taq de
tpo | Gl

silvestre

Propiedades de extension de desapareamientos de polimerasas

seleccionadas.
FIG. 4a
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Propiedades de extension de desapareamientos
de polimerasas seleccionadas

FIG. 4b
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oX M1 wt M1 wt M1 wt  AH

Actividad de la polimerasa sobre sustratos artificiales (dANTP aS)

FIG. 6a

4kb

FITC-12-dATP Biotina-16-dUTP

Actividad de la polimerasa sobre sustratos artificiales

FIG. 6b
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0 10" 20" 30" 40 0 10" 20' 30" 40
Actividad de la polimerasa sobre sustratos artificiales (5NI)

FIG. 6¢

AH 88 128 187 231  25.1kb
23,1 — [ |

wt M1 wt M1 wt M1 wt M1 wt M1

PCR de rango largo

FIG. 7
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Experimento I.
ELISA con fluoresceina 12-dATP de los clones seleccionados por la extensién de 4 desapareamientos
usando el cebador FITC4

(5-TAGCTACCATTTTCGCCGGCTITCCGTCGCGACCACGTIPITTCGTGGTCGCGA
CGGAAGCCG-3', p1=Biotina)

6 7 8 9 10 11 12

@ mmoOoOOo>»

Limite superior = 1,600
Limite inferior = 0,000

0,315 0,489 0846 1,558 0,652 1,378 0,360 0,216 0,566 0,290 0,259 0,042
0,513 0,038 0,061 0461 0449 0,640 0,523 0444 0412 0,222 0404 0476
0.467 1,125 0,588 0,818 0,311 0,718 0,292 1,169 0,736 0,551 0,222 0,260
0.627 0,574 0,340 0422 0,593 0,581 0,399 0,556 0,347 0280 0472 0,157
1,056 0,357 0,316 0927 1,021 0,843 0,636 1,018 1,057 0632 0,933 0,638
0,046 0,499 0906 0,489 0,774 0408 0444 0867 0,576 0366 1,344 1,070
0,404 0,286 0455 0,335 1,140 0972 0467 1,448 0,366 0408 0988 0410
1,612 1,291 0,063 1,034 0663 0419 0,346 1,117 1,204 0936 1,239 0,750

FIG. 8a
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ELISA con Bio-11-dATP de los clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos y

actividad visualizada con fluoresceina 12-dATP en el ELISA que ensaya el cebador FITC102

(5-

TAGCTACCATTTTTITTTITCOGCCGGCTTCOGTCGOGACCACGTTPITTCGTGGTCGCGACGGAA

GCCG-3',

P1 = Biotina)

a0

11 12

G Mmoo W@

Limite superior = 1,200

Limite inferior = 0,000

0,044
0,275
0,204
0,288
1,540
0,038
0.062
1,332

0,048
0,097
0,373
0,094
0,061
0,069
0,043
0,758

0,200
0,014
0177
0,038
0,054
0,639
0,135
0,036

0,660
0,107
0,219
0,050
0,928
0,089
0,057
0,535

0.464
0,161
0,142
0,381
1,106
0,184
0,904
0.212

FIG. 8b

0,459
0,059
0,080
0,076
0,151
0,045
0.546
0.057

0,053
0,092
0,033
0,057
0,152
0,055
0,182
0,049

184

0,042
0,138
1,821
0,264
0,441
0,401
0,844
0.214

0,325
0,070
0,147
0,052
0,342
0,154
0.054
0.070

0,067
0,044
0,310
0,044
0,381
0,072
0,064
0.494

0,035
0,050
0,050
0,056
0,345
0,715
0,250
0.570

0,027
0,160
0,032
0,031
0,802
0,647
0,188
0,839
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Experimento lil.
ELISA con CyDye 5-dCTP de los clones seleccionados por la extensién de 4 desapareamientos usando
el cebador ELISAC4P

(3
TAGCTACCAGGGGCTCCGGCTTCCGTCGCGACCACGTTPITTCGTGGTCGCGACGGAAGCC
G-3, P1=Biotina)

0,000
0,040
0,080
0120
0.160
0,200

000

i

Limite superior = 0,200
Limite inferior = 0,000

0,053 0,062 0,054 0,058 0,048 0,083 0,063 0,043 0,081 0066 0,065 0,058
0.079 0,057 0,055 0,084 0,058 0,078 0,060 0,061 0061 0,058 0,054 0,075
0113 0,136 0,134 0129 00120 0,122 0,111 1,176 0,109 0,419 0,112 0,415
0,081 0,075 0,068 0,068 0,083 0,076 0065 0072 00860 0,061 0,065 0,065
0119 0,079 0,074 0,092 0,142 0,106 0,091 0,103 0.084 0,092 0,077 0,101
0,086 0,079 0112 0,092 0113 0,079 0075 0089 0081 0086 0,133 0,131
0,076 0,085 0,077 0,084 0105 0115 0,088 0,126 0.068 0,074 0,080 0,101
0,422 0,209 0143 0,175 0,197 0,142 0,144 0,155 0,182 0,168 0,156 0,156

FIG. 8c
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Experimento V.
ELISA con CyDye 3-dCTP de los clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos usando
el cebador ELISAT3P

(5-
TAGCTOGGTAAACGCCGGCTTCCGTOGOGACCACGTTPSTTCGTGGTCGCGACGGAAGCCG
-¥, P1=Biotina)

3

_nﬂrﬁunm:p

Limite superior = 1,650
Limite inferior = 0,000

0104 0,141 0,226 0,316 0,244 0878 0,352 0107 0.310 0,147 0,090 0,022
0,578 0,014 0,029 0,255 0,297 0,629 0,541 0,347 0,346 0,191 0206 0,522
0.261 0516 0,399 0.643 0,188 0,339 0,285 1,051 0.546 0,501 0,174 0,183
0.651 0277 0,372 0,540 0444 0485 0311 0569 0.236 0173 0,222 0,077
0716 0143 0,215 0,574 0782 0492 0,509 0910 0.617 0615 0515 0,719
0.01¢ 0,380 0,331 0,336 0582 0,187 0,253 0,768 0,391 0,285 0,829 0,789
0.291 0174 0,388 0,363 0735 0,827 0435 1,072 0230 0332 0545 0,394
1673 0724 0,031 0,795 0454 0400 0,297 0,649 1.139 0,755 0,407 0,509

FIG. 8d
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Experimento V.
ELISA de los clones seleccionados por la extension de 4 desapareamientos usando el cebador de
ELISA de tipo horquilla que contiene un sitio abasico.

(Cebador: PscreeniAbas; 1 = sitio abasico; 5 = U-biotina; secuencia:

AGCTACCATGCCTGCACGCAGI1CGGCATCCGTCGCGACCACGTTSTTCGTGGTCGCGAC
GGATGCCG)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- Limite superior = 1,200
Limite inferior = 0,000

0,075 0,092 0,137 0882 0,453 0441 0,185 0,058 0,931 0,108 0,040 0,023
0445 0,011 0,035 0,096 0,095 0,086 0,059 0,093 0,089 0,071 0,037 0,113
0314 0512 0,091 0113 0,086 0,092 0,083 0,746 0,122 0,304 0,065 0,093
0144 0,098 0,063 0,071 0,129 0,093 0,107 0,095 0,019 0,089 0,110 0,079
1,170 0,220 0,073 0,563 0,343 0,099 0,280 0,099 0,596 0442 0,135 0,883
0,025 0,077 0913 0,094 0,150 0,062 0,229 0,092 0,087 0271 0,814 0912
0,099 0,075 0,102 0,021 0,742 0,666 0,990 0,659 0,063 0,095 0,070 0,106
0913 0957 0,038 1,382 0,575 0,101 0,105 0125 0,761 1,099 0,285 0,800

FIG. 8e
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M Taq BS B§ Dl1. M C12

Extension de 4 apareamientos erréneos en PCR
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Tag A9 Tth A10 TAi A11 M1 A12 A5

M Tag ML B6 B8 Cl2 DI M

Evitacion del sitio abasico en PCR

FIG. 10
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Taq Ml AlO
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. ———
. |
L L

“eemcwm-w
Taq M l

Amplificacién por PCR de una mezcla de extractos de hiena cavernaria (Crocuta
spelea) que anteriormente no habia producido ningun producto de amplificacién.

FIG. 12
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ACCCCATGCATATAGGCATGTACATATTATGCTTGATCTTACATGAGGACTTACA
_ TCTCAAAAGTTTATTTCAAGTGTATAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGFCCA- — — -
GGAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGT

_F'G'- 13
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Muestra | Dilucion SuperTaq Mezcla mutante Mejora
Experimento PCR PCR PCR PCR
positiva | negativa | Positiva | negativa

| GS83-7 | 500 24 12 28 3 16 %
2 (GS3-7 | 2000 2 22 b 19 150 %
3 G83-7 | 1000 21 21 24 24 14 %
4 366 5 2 2 4 0 100 %
5 366 10 12 12 16 3 3%
6 GS3-7 [1000 - |12 - <[36 . -|14 " |34 - [16%
7 GS3<7 [1000 |10 {14 7 17 -30 %
8———GS3-7 1000 12 {36 |13 ~ |35 8 %

9 GS§3-7 11000 12 -136 13 35 3 %
Total 107 197 124 180 15 %

PCRS en presencia de cantidades limitantes de aADN de oso cavernario

FIG. 14
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+dATP

+dTTP +dCTP +dGTP

P 10 20 30 Ch 10 20 30 Ch 10 20 30 Ch 10 20 30 Ch

FIG. 15

-

P

+dATP

10 20 30 Ch

10

+dTTP

—— e S

20 30 Ch 10

-“:.-""

+dCTP +dGTP

ol

20 30 Ch 10 20 30 Ch

FIG. 16
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X =dA X =dT X =dC X=

dG

P 10 20 30 Ch 10 20 30 Ch 10 20 30 Ch 10 20 30 Ch

P 10 20 3{] Ch 10 20 .30 Ch 10 20 30" Ch 10 20 30 Ch-

FIG. 18
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Hibridaciones con micromatrices de sondas marcadas con FITC

Taq RT ADN de esperma de salmén
Diana (impresa en
portachjetos) sonda
(ngful) 100
50

25
125

6.25

Cy3 equimolar,
aleatorizadores Cy5

100

50
25
125

6.25

FITC100p,4 vs
C'F'STaq

50
25
12.5

6.25

FITC10p4 vs
CB"5Taq

100

50
25
125

6.25

FITC107,q vs
C?5Taq

100

Sin marcar vs
CysTaq

25
125

6.25

FIG. 19
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Senal de fluorescencia relativa de FITC
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o FITC100M1
=R FITC10Taq

30.000 2 FITC10M1 %
25.000 +

20.000 +
15.000
10.000 -

5.000 -

Oﬂw T i}: - y %—6

0 20 40 60 80 1

Secuencia de Taq impresa (ng/pl)

Analisis con micromatriz de sondas marcadas con FITC

FIG. 20
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Senal de FITC media por mancha

Senal de FITC media por mancha

ES 2 546 945 T3

Senales de micromatrices de

sondas marcadas con FITC

|
A Secuenicia de Taq
40000
30000 o & )
c oo @ ¥ e & Sin marcar
o u D
- 4  FITC10p1
fa]
10000 &% FITC100p4
o
e i "‘ F &
s 40000 50000 60000

Sefial de Cy5 media por mancha

Secuencia de RT

C

12000

10000 J

8000 -
6000 4
4000 -
2000 -

0 . ; .
200 400 600 800 1000
Sefial de Cy5 media por mancha

D

Comparacion del fondo para las sondas FITC

Secuencias de ADN de esperma de salmoén

-
s
=
o

10000 4

8000 1

6000 +

4000 1
2000 4

0

200 300 400 500

Senal de FITC media por mancha

Senal de Cy5 media por mancha

30
[Te]
3 s
é m Sin marcar
E 20 o FITC‘UTHq
. a FITC10m+
:E o FITC100pm1
2 101
3
E 5

FIG. 21
0

Proporcion media de FITC:Cy5
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% de sustituciones totales
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Fidelidad

Tag WT M1 M4

2010 2010 2010 20 10 2010 20 10 ng
04kb 25kb 04kb 25kb 04kb 25kb  Molde

0O Taq WT
O mi

1 [T] ﬂ

GC->AT AT->GC TA->AT TA->GC CG->AT CG->GC

FIG. 22
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Capacidad de procesamiento

i ' —_ 123
8.2 = @ = W=
— 8
- —51
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— w— -1
e —2
. o — |
ke SO S8
—————————————) ————r) ——— ]
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——22 - - — bo
—V
—bB
A —— o _5
e - - —Hf
- - & —pB
- - -—2
eoad oad ol
——————] = . —
Tag WT M1 M4

FIG. 23
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