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DESCRIPCION
Inmunoglobulina citotdxica
La invencion se refiere a una inmunoglobulina citotéxica.

Los anticuerpos monoclonales se han usado ampliamente como agentes de unién terapéuticos. La estructura basica
de los anticuerpos se explicara en el presente documento usando como ejemplo una inmunoglobulina IgG1 intacta.

Dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras (L) idénticas se combinan para formar la molécula de
anticuerpo con forma de Y. Cada una de las cadenas pesadas tiene cuatro dominios. Los dominios variables (VH) en el
extremo amino son las puntas de la Y. A estos les siguen tres dominios constantes: CH1, CH2 y el dominio CH3 en el
extremo carboxi, en la base del tallo de la Y. Un tramo corto, la zona de intercambio, conecta las regiones variable y
constante de la cadena pesada. La bisagra conecta CH2 y CH3 (el fragmento Fc) con el resto del anticuerpo (los
fragmentos Fab). Mediante escision proteolitica de la bisagra en una molécula de anticuerpo intacta se pueden
producir un fragmento Fc y dos fragmentos Fab idénticos. Las cadenas ligeras estan formadas por dos dominios, el
variable (VL) y el constante (CL), separados por una zona de intercambio.

Los puentes disulfuro en la region de bisagra conectan las dos cadenas pesadas. Las cadenas ligeras se acoplan a las
cadenas pesadas mediante puentes disulfuro adicionales. Los restos de hidrato de carbono unidos por Asn estan
unidos en diferentes posiciones en los dominios constantes en funcion de la clase de inmunoglobulina. Para la IgG1,
dos puentes disulfuro en la regiéon de bisagra, entre los pares Cys235 y Cys238, unen las dos cadenas pesadas. Las
cadenas ligeras se acoplan a las cadenas pesadas mediante dos puentes disulfuro adicionales, entre las Cys229 en
los dominios CH1 y las Cys214 en los dominios CL. Los restos de hidrato de carbono estan unidos a la Asn306 de cada
CH2 de modo que se genera un saliente pronunciado en el tallo de la Y.

Estas caracteristicas tienen profundas consecuencias funcionales. Las regiones variables de las cadenas tanto
pesadas como ligeras (VH) y (VL) residen en las "puntas" de la Y, en las que estan colocadas para reaccionar con el
antigeno. Esta punta de la molécula es el lateral sobre el cual se localiza el extremo N de la secuencia de aminoacidos.
El tallo de la Y se proyecta de un modo para mediar con eficacia en las funciones efectoras, tales como la activacion
del complemento y la interaccion con los receptores Fc, o ADCC y ADCP. Sus dominios CH2 y CH3 sobresalen para
facilitar la interaccién con las proteinas efectoras. El extremo C de la secuencia de aminoacidos se localiza en el lado
opuesto de la punta, que puede denominarse "parte inferior" de la Y.

En los anticuerpos se encuentran dos tipos de cadenas ligeras, denominadas lambda (A) y kappa (k). Una
inmunoglobulina dada tiene cadenas k o cadenas A, nunca una de cada. No se han encontrado diferencias funcionales
entre los anticuerpos que tienen cadenas A o k.

Cada dominio en una molécula de anticuerpo tiene una estructura similar de dos laminas beta empaquetadas
fuertemente una contra otra en un barril beta antiparalelo comprimido. Esta estructura conservada se denomina el
pliegue de la inmunoglobulina. El pliegue de la inmunoglobulina de los dominios constantes contiene una lamina de 3
hebras empaquetada contra una lamina de 4 hebras. El pliegue se estabiliza con puentes de hidrégeno entre las
hebras beta de cada lamina, mediante enlaces hidréfobos entre los restos de las laminas opuestas en el interior y
mediante un puente disulfuro entre las laminas. La Idamina de 3 hebras comprende hebras C, F y G, y la lamina de 4
hebras tiene hebras A B, E y D. Las letras A a G indican las posiciones secuenciales de las hebras beta a lo largo de la
secuencia de aminoacidos del pliegue de inmunoglobulina.

El pliegue de los dominios variables tiene 9 hebras beta dispuestas en dos laminas de 4 y 5 hebras. La lamina de 5
hebras es estructuralmente homologa a la lamina de 3 hebras de los dominios constantes, pero contiene las hebras
adicionales C'y C". El resto de las hebras (A, B, C, D, E, F, G) tienen la misma topologia y una estructura similar a la de
sus homdlogos en los pliegues de inmunoglobulina del dominio constante. Un enlace disulfuro une las hebras By F en
laminas opuestas, como en los dominios constantes.

Los dominios variables de las cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas contienen tres bucles hipervariables,
o regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Las tres CDR de un dominio V (CDR1, CDR2, CDR3) se
agrupan en un extremo del barril beta. Las CDR son bucles que conectan las hebras beta B-C, C’-C" y F-G del pliegue
de inmunoglobulina. Los restos en las CDR varian de una molécula de inmunoglobulina a la siguiente, de modo que se
confiere especificidad a cada anticuerpo.

Los dominios VL y VH en las puntas de las moléculas de anticuerpo estan estrechamente empaquetados de modo que
las 6 CDR (3 en cada dominio) colaboran en la construccién de una superficie (o cavidad) para la unién especifica de
antigeno. Por lo tanto, el sitio de unién al antigeno natural de un anticuerpo estd compuesto por los bucles que
conectan las hebras B-C, C-C" y F-G del dominio variable de la cadena ligera y las hebras B-C, C-C" y F-G del
dominio variable de la cadena pesada.
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Los bucles que no son bucles CDR en una inmunoglobulina nativa o que no forman parte de la cavidad de unién a
antigeno determinada por los bucles CDR y, opcionalmente, bucles adyacentes dentro de la region del bucle CDR, no
tienen especificidad de unién a antigeno o de unién a epitopo, pero contribuyen al correcto plegamiento de la totalidad
de la molécula de inmunoglobulina y/o su funcién efectora o de otro tipo y, por lo tanto, se denominan bucles
estructurales para los fines de la presente invencion.

Ciertos documentos de la técnica anterior muestran que, hasta ahora, se ha usado el armazoén de tipo inmunoglobulina
con el fin de manipular el sitio de union a antigeno existente, de modo que se introducen nuevas propiedades de union.
En la mayoria de los casos, las regiones CDR se han modificado mediante ingenieria para la union al antigeno, en
otras palabras, en el caso del pliegue de inmunoglobulina, solo el sitio de unién a antigeno natural se ha modificado
con el fin de cambiar la afinidad o especificidad de unién. Existe una gran cantidad de bibliografia que describe
diferentes formatos de dichas inmunoglobulinas manipuladas, con frecuencia expresadas en forma de fragmentos Fv
monocatenarios (scFv) o fragmentos Fab, expresados sobre la superficie de particulas de fagos o expresados de
forma soluble en diversos sistemas de expresién procariotas o eucariotas.

El documento WO06/072620A1 describe un procedimiento de modificacion por ingenieria de una inmunoglobulina que
comprende una modificacion en una region de bucle estructural para obtener nuevos sitios de unién a antigeno. Este
procedimiento es ampliamente aplicable a las inmunoglobulinas y se puede usar para producir una biblioteca de
inmunoglobulinas dirigidas a diversos antigenos. Se ha demostrado que una biblioteca de CH3 es util para seleccionar
agentes de unién especificos de un antigeno.

El documento WO08/003103A2 describe la seleccién (panning) de una biblioteca de CH3, CH1 o CL en un péptido
sintético, que representa un mimotopo del antigeno CD20.

En la técnica se han propuesto varias bibliotecas de inmunoglobulina para obtener agentes de union especificos de
inmunoglobulinas. La técnica anterior, por lo general, hace referencia a la expresion monovalente monomérica de
dominios de union. El documento W09209690A2 describe particulas de fagémido que muestran una unica copia de
una proteina de fusién sobre la superficie de la particula. De este modo, se describié la obtenciéon de agentes de unién
de alta afinidad a partir de una biblioteca de particulas de fagémido, también denominados bacteriéfagos. Se
proporcionan vectores de expresion replicables que comprenden genes que codifican un polipéptido de unién y una
proteina de la cubierta del fago, para formar una fusion génica que codifica una proteina de fusion, que es una proteina
quimérica de una particula de fagémido, la proteina de la cubierta del fago y el polipéptido de union.

El documento US5223409 describe, en general, el procedimiento de fusion de un gen que codifica una proteina de
interés al dominio en el extremo N de la proteina de la cubierta Il génica del fago filamentoso M13. La fusién génica se
muta para formar una biblioteca de proteinas de fusion relacionadas estructuralmente que se expresan en cantidad
baja sobre la superficie de una particula de fagémido. Se usan selecciéon y deteccion selectiva biologicas para
identificar ligandos nuevos utiles como candidatos a farmacos.

Sin embargo, existen algunas limitaciones al uso de dicho "fago de fusion" o presentacién en fago monovalente y las
respectivas proteinas de fusion unicas. Muchos agentes biolégicos estan en la naturaleza en forma oligomérica. Para
los fines de la presente invencion, oligomérico significa dimérico, trimérico o incluso formas poliméricas superiores, de
hasta 24 mondmeros.

Se ha descrito que los fagos de fusion de acuerdo con la técnica anterior presentan proteinas de fusidn monoméricas,
principalmente porque se creia que los agentes de unién de afinidad mas alta solo se podian seleccionar de una
biblioteca si las particulas de fagémido presentaban proteinas de fusion sencillas. No obstante, las proteinas nativas a
menudo se ensamblan como un dimero o incluso en un grado de oligomerizacién mas alto. Para obtener presentacion
dimérica con una proteina de fusiéon sencilla, se han desarrollado algunas técnicas que implican codones de
terminacion condicionales localizados entre la proteina de la cubierta y el polipéptido de unién (Dall'Acqua et al. The
Journal of Immunology, 2002, 169: 5171-5180). De este modo, se expresan monémeros solubles de los polipéptidos
ademas de los fusionados al fago, y se permite de esta manera la formacién de un dimero. Sin embargo, dichos
codones de terminacién requieren la propagacion en células hospedadoras supresoras especificas que puedan
traducir un codén de terminaciéon en un aminoacido, para proporcionar una cantidad adecuada de proteinas de fusion
ademas de los polipéptidos de unién solubles.

Las proteinas de fusion de la técnica anterior implican, en algunos casos, secuencias enlazadoras para presentar
polipéptidos de unién mas grandes. Normalmente se usan secuencias enlazadoras de hasta 24 aminoacidos con fines
convencionales de presentacion de dominios variables de un anticuerpo. Véase, por ejemplo, el vector de expresion
pCOMB3x (Hybrid. Hybridomics. Abr 2003;22(2):97-108. Development of functional human monoclonal single-chain
variable fragment antibody against HIV-1 from human cervical B cells. Berry JD, Rutherford J, Silverman GJ, Kaul R,
Elia M, Gobuty S, Fuller R, Plummer FA, Barbas CF).

Las inmunoglobulinas basadas en IgG1 de longitud completa se han usado ampliamente para tratar a los pacientes
que padecen tumores solidos, en particular, los que sobreexpresan un receptor de la clase erbB. Entre estos
receptores estan e EGFR (Her1), Her2, Her2neu, Her3 y Her4.
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Herceptin (trastuzumab, humAb4D5) es un producto basado en un anticuerpo monoclonal para usar en la terapia del
cancer de mama. El anticuerpo Herceptin es especifico del epitopo 4D5 del dominio extracelular HER2 de her2neu
(también denominado c- erbB-2 o MAC117).

El "dominio extracelular de HER2" O "DEC HER2" se refiere a un dominio de HER2 que esta fuera de la célula, anclado
a una membrana celular, o en circulacion, incluyendo fragmentos del mismo. El dominio extracelular de HER2 puede
comprender cuatro dominios: "Dominio I" (restos de aminoacido de aproximadamente 1-195 "Dominio II" (restos de
aminoacido de aproximadamente 196-319), "Dominio IlI" (restos de aminoacido de aproximadamente 320-488) y
"Dominio IV" (restos de aminoacido de aproximadamente 489-630) (numeracién de restos sin péptido sefal).

El “epitopo 4D5” es la regién en el dominio extracelular de HER2 a la que se une el anticuerpo 4D5 (ATCC CRL 10463)
y el trastuzumab. Este epitopo esta cerca del dominio transmembrana de HER2 y dentro del dominio IV de HER2. El
epitopo 4D5 de HER2 abarca uno cualquiera o0 mas restos en la region desde aproximadamente el resto 529 hasta
aproximadamente el resto 625, incluido el DEC de HER2, incluyendo la numeracién de restos el péptido seal.

El EGFR es una glicoproteina monomeérica grande (1.186 restos) con una Unica region transmembrana y un dominio
tirosina quinasa citoplasmatico flanqueado por regiones reguladoras no cataliticas. Los andlisis de secuencia han
mostrado que el ectodominio (restos 1-621) contiene cuatro subdominios denominados en el presente documento L1,
CR1, L2 y CR2, en los que L y CR son acrénimos de grande (/arge) y rico en cisteina (CR), respectivamente. Los
dominios L1 y L2 también se han denominado dominios | y Ill, respectivamente. Los dominios CR también se han
denominado anteriormente dominios Il y IV, o S1.1-S1.3 y S2.1-S2.3, en los que S es la abreviatura de pequefio
(small).

Se han desarrollado mAb (anticuerpos monoclonales) contra el dominio externo del EGFR que rompen la unién del
ligando al receptor y la posterior transduccion de sefiales. Se han caracterizado tres anticuerpos de bloqueo
especificos de EGFR con mayor detalle in vitro y en la actualidad se usan en estudios clinicos; estos son mAbC225
(ERBITUX/cetuximab), mAb425 (EMD72000) y el MAb humano ABX-EGF. C225 (Cetuximab/Erbitux) esta aprobado
por la FDA para el cancer colorrectal metastasico y el mAb425 (EMD59000), cuya versién humanizada (EMD72000)
esta actualmente en ensayos clinicos de fase ll, para diversos tumores solidos que expresan EGFr. C225 se une a
distintos epitopos en el dominio extracelular de EGFr. Se ha demostrado la unién independiente de ambos anticuerpos
al receptor de tipo silvestre y al receptor mutante (EGFrVIIl), que principalmente se expresa en células tumorales.
Cetuximab interacciona exclusivamente con el dominio Il de la region extracelular de EGFR (sEGFR), de modo que
obstruye particularmente la region de unién al ligando sobre este dominio e impide estéricamente la dimerizacion del
receptor.

El receptor mutante del EGF de origen espontaneo se demostr6 por primera vez en el glioblastoma. Conocido como
EGFRUVIII, esta molécula representa una delecion de los exones 2 a 7 en el dominio extracelular del receptor del EGF.
Esto elimina 273 aminoacidos y crea una nueva glicina en la unién de la fusién. EI EGFRvIII (denominado segun los
casos 2-7 EGFR o delta EGFR) tiene una delecion en fase del dominio extracelular y se encuentra en numerosos tipos
de tumores humanos.

El documento WO9720858A1 se refiere a anticuerpos anti-Her2 que inducen la apoptosis en células que expresan
Her2. Por tanto, los anticuerpos monoclonales (mAb) que se unen a Her2 se generan inmunizando ratones con Her2
soluble purificado.

El documento WO06087637A2 se refiere a anticuerpos que reconocen Her2/neu y ejercen un efecto antiproliferativo
sobre las células que expresan Her2/neu. Este documento describe un anticuerpo aislado o un fragmento, variante o
derivado del mismo, en particular, el fragmento Fab humano y el fragmento scFv, capaces de unirse especificamente a
Her2neu, aunque sin actividad citotéxica.

El documento WO01/01748 describes a una fusion de péptido:Fc capaz de unirse a HER2.

Algunas revelaciones de la técnica anterior se refieren a formatos de anticuerpo con potencial para inhibir el
crecimiento tumoral, en ausencia de actividades citotéxicas tales como ADCC.

Rovers et al. (Cancer Immunol. Immunother. (2007) 56:303-317 describen nanocuerpos anti-EGFR con potencial para
inhibir el crecimiento de células tumorales.

El documento WO03/075840A2 desvela anticuerpos que se unen a KDR con una afinidad comparable o superior a la
que muestran por el VEGF humano y que neutralizan la activacion de KDR, entre ellos los Fab monovalentes que
neutralizan la activacion de KDR, de modo que inhiben la angiogénesis y el crecimiento tumoral.

Se han propuesto otros fragmentos de inmunoglobulina para terapia humana.

La solicitud de patente WO06036834A2 describe un péptido biolégicamente activo incorporado como secuencia
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interna en la region de bucle de un dominio Fc; la memoria descriptiva se refiere a una molécula cuya secuencia
peptidica interna se puede afadir mediante inserciéon o sustitucion de aminoacidos en el dominio Fc existente
previamente. Un péptido de ejemplo esta dirigido a p185HER2/neu.

Park et al Nat. Biotechnol. (2000) 18(2):194-8 han descrito péptidos dirigidos a Her2/neu. Aunque las afinidades de
unién al péptido normalmente estan en el limite inferior con una kD superior a 10-6 M, el mimético peptidico exociclico
anti-HER2/neu descrito ejercié una afinidad anormalmente alta (KD=300 nM).

El documento WO01/01748A2 describe compuestos peptidicos que se unen al producto génico erbB2 humano con
afinidades de unién bajas. Se ensay6 una proteina de fusion péptido de ejemplo-Fc dirigida a erbB2 en ensayos de
union competitiva, en los que se usaron como competidores una cantidad baja del mismo tipo de péptidos,
obteniéndose como resultado un valor de CI50 bajo que, sin embargo, no seria indicativo de un valor de Kd o de CE50,
como se determina en un ensayo de saturacion.

El objetivo de la presente invencidén es proporcionar mejores productos de inmunoglobulinas que se unan a las
superficies celulares.

El objetivo se logra con la materia sujeto conforme a lo reivindicado.
Sumario de la Invencion
La presente invencion es tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo modular citotéxico con un peso molecular de hasta 60 kD, que se une
especificamente a una superficie celular diana con una afinidad de union de Kd<10® M, preferentemente en el
intervalo nanomolar o inferior. El anticuerpo modular de alta afinidad es, por tanto, de pequefio tamario con la ventaja
de una facil penetracién a través de una capa de células o tumor, para efectuar la lisis celular o la muerte celular en el
sitio en el que se sobreexpresa la diana. Como alternativa, el anticuerpo modular puede tener una C150<10% M, como
se determina en un ensayo de unién de saturacion.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencion ejerce preferentemente al menos una de las actividades ADCC,
ADCP, CDC o apoptotica.

La actividad citotoxica del anticuerpo modular de acuerdo con la invencién esta determinada, preferentemente, por sus
funciones efectoras, medidas mediante al menos una de las actividades ADCC, ADCP y CDC.

El anticuerpo modular puede ser un oligdmero de dominios del anticuerpo modular, en particular un oligémero de
dominios de inmunoglobulina, o un fragmento de una inmunoglobulina de longitud completa. El anticuerpo puede ser
un dimero de Fc, o una cadena sencilla del mismo.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencién contiene al menos un sitio de unién dentro de una region de bucle
estructural. Por lo tanto, la unién a una diana o a un ligando funcional, tal como una molécula efectora, que en casos
preferidos también es un ligando estructural, es posible incluso a través de una inmunoglobulina sin region CDR, o en
un sitio ademas de una region CDR.

De acuerdo con una realizacién, el sitio de unién con especificidad por un ligando funcional o un ligando estructural
puede estar dentro de la region de bucle CDR y el sitio de union de la diana en la superficie celular localizado en una
regiéon bucle estructural.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencién tiene propiedades de uniéon especificas para la unién. Los
anticuerpos modulares preferidos de acuerdo con la invencién se proporcionan para usarse en el tratamiento de
pacientes que padecen un tumor soélido, expresando el tumor un receptor de la clase erbB, como se expone en las
reivindicaciones.

Los anticuerpos modulares anti-Her2 pueden contener una secuencia de aminoacidos dentro del bucle EF de una
region de bucle estructural, seleccionandose dicha secuencia del grupo que consiste en los nimeros de SEQ. ID.
Indicados en las tablas 4 y 5, que estan opcionalmente contenidas en un bucle EF y/o AB y/o CD.

Aunque habia una prolongada necesidad de anticuerpos altamente eficaces, pero de pequefio tamario, por primera
vez fue posible obtener un anticuerpo modular de este tipo de acuerdo con la invencién, usando una biblioteca de
dominios de anticuerpo modular, en particular una biblioteca de un oligomero de dominios de anticuerpo modular que
se unen a un ligando efector. Determinados miembros de dicha biblioteca tienen ambas propiedades, la unién a la
diana y la unién al ligando efector, como requisito previo para la citotoxicidad biolégica o citolisis. También se prefiere
que el formato de un armazon de anticuerpo modular no se modifique al producir variantes y bibliotecas de dicho
armazoén, de manera que los miembros de la biblioteca sigan manteniendo el formato funcional como determina la
unién a un ligando de armazon.
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También se describe un método para producir un anticuerpo modular, que comprende las etapas de:

a. proporcionar una biblioteca de un oligbmero de dominios de anticuerpo modular,
b. poner en contacto dicha biblioteca con dicha diana en presencia de un ligando efector,
c. seleccionar un miembro de la biblioteca que tenga ambas propiedades,

(i) afinidad por la unién a la diana de Kd<10® M o CI50<108 M, y
(ii) actividad citotoxica, y

d. fabricar una preparacién del anticuerpo modular,

Los métodos de seleccién proporcionan la unién simultanea de ambos, la diana y el ligando efector, que supone una
ventaja para una citolisis eficaz. La union simultdnea se determina, preferentemente, en un ensayo basado en células,
con diferenciacion bidimensional, por ejemplo, en un sistema de FACS.

Los miembros de la biblioteca contienen una secuencia de anticuerpo aleatorizada, en la que el sitio de mutagénesis
esta dentro de la region de bucle estructural, que potencialmente incluye una secuencia terminal.

La biblioteca puede producirse de acuerdo con un disefio que proporciona la mutagénesis aparte de los sitios de unién
que interaccionan con el ligando efector. Por lo tanto, preferentemente se usa una biblioteca de calidad elevada, como
se determina mediante medidas de control de la calidad usando ensayos de unién a la molécula efectora o unién al
ligando estructural.

El método puede comprender ademas la etapa de maduracién de la afinidad para aumentar la afinidad de union por la
diana de la superficie celular. Esta maduracion de la afinidad se realiza, preferentemente, mediante mutagénesis de
una inmunoglobulina seleccionada que tiene una especificidad de unién determinada para unirse a la diana, sin
producir reacciones cruzadas con las proteinas control, pero que sigue teniendo una afinidad media o baja.
Preferentemente, también se mutageniza un miembro de la biblioteca que tiene una afinidad de unién con una CI50 o
Kd<10¢ M para proporcionar un agente de union de afinidad madurada o un conjunto de dichos agentes de union, es
decir, una biblioteca de agentes de union de afinidad madurada con una afinidad mayor con una CI50 o Kd<107 M,
preferentemente con una CI50 o Kd<10® M, o incluso en el intervalo nanomolar o inferior. En este caso, se prefiere que
el anticuerpo modular de acuerdo con la invencion siga siendo funcional con respecto a su efecto citotoxico.

También se desvela un método de preparacién de un anticuerpo modular de acuerdo con la invencién para tratar a un
paciente que padece un tumor sélido, en el que el tumor expresa un receptor de la clase erbB.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencién es, preferentemente, para usarse en el tratamiento de un paciente

que padece un tumor sélido, en el que el tumor expresa un receptor de la clase erbB, como se expone en las
reivindicaciones.

Figuras:

Figura 1:
Presentaciéon esquematica de las PCR usadas para la produccion de los fragmentos usados para ensamblar la
biblioteca Fcab01. Los cebadores de la PCR estan indicados por flechas con su respectiva orientacién 5'-3', y
las lineas verticales indican las posiciones aproximadas de los sitios de restriccién introducidos que se usaron
para el ensamblaje del gen mutado. Los sitios de restriccion estan contenidos en los cebadores para el
ligamiento de los fragmentos de la PCR.

Figura 2:
Secuencia de aminoacidos y estructura secundaria de un dominio CH3 (IMGT, numeracion). El esquema de
aleatorizacion se proporciona para las bibliotecas Fcab01 a Fcab06. Las posiciones aleatorizadas en el bucle
AB y EF estan marcadas con un circulo. X representa los 20 aminoacidos, z es solo Ala, Asp, Ser, Tyr.

Figura 3:
Estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1 (secuencia de aminoacidos)

Figura 4:

IgG humana que incluye modificaciones de aminoacidos aleatorizadas (secuencia de aminoacidos)

Figura 5:
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Secuencia de aminoacidos de FcabRGDA4L (secuencia de aminoacidos)
Figura 6:

vector pHENFcabRGD4 (secuencia de nucleétidos)
Figura 7:

vector pHENFcabRGDA4L (secuencia de nucleotidos)
Figura 8 (SEQ ID No. 15):

vector pYD1 dX (secuencia de nucleétidos)
Figura 9 (SEQ ID No. 16):

vector pYD1 dXFc (secuencia de nucleétidos)
Figura 10 (SEQ ID No. 17):

pYD1CH12 (secuencia de nucleétidos)
Figura 11 (SEQ ID No. 18):

Fcab01 (secuencia de nucleétidos)
Figura 12 (SEQ ID No. 19):

Fcab02 (secuencia de nucleétidos)
Figura 13 (SEQ ID No. 20):

Fcab03 (secuencia de nucleétidos)
Figura 14 (SEQ ID No. 21):

Fcab04 (secuencia de nucleétidos)
Figura 15 (SEQ ID No. 22):

Fcab05 (secuencia de nucleétidos)
Figura 16 (SEQ ID No. 23):

Fcab06 (secuencia de nucleétidos)
Figura 17 (SEQ ID No. 72):

vector pYD1 (secuencia de nucleétidos)
Figura 18 (SEQ ID No. 73):

vector pYD1 Nhe modificado (secuencia de nucleétidos)
Figura 19 (SEQ ID No. 74):

vector pYD1Ink (secuencia de nucleotidos)
Figura 20 (SEQ ID No. 75):

vector pYD1 mata (secuencia de nucleétidos)
Figura 21 (SEQ ID No. 76):

vector pYD1gal (secuencia de nucleétidos)
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Figura 22 (SEQ ID No. 77):
4D5H (secuencia de nucleétidos)
Figura 23 (SEQ ID No. 78):
4D5L (secuencia de nucledtidos)
Figura 24 (SEQ ID No. 79):
vector pYD4D5hc (secuencia de nucleétidos)
Figura 25 (SEQ ID No. 80):
4D5hp (secuencia de aminoacidos)
Figura 26 (SEQ ID No. 81):
vector pYD4D5hl (secuencia de nucleétidos)
Figura 27 (SEQ ID No. 82):
4D5hp (secuencia de aminoacidos)
Figura 28 (SEQ ID No. 427):
plasmido pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt (secuencia de nucleottidos)
Descripcion detallada de la invencién
Definiciones
Los términos especificos, como se usan a lo largo de la memoria descriptiva, tienen los significados siguientes.

El término "inmunoglobulina”, como se usa de acuerdo con la presente invencion, se define como polipéptidos o
proteinas que pueden presentar propiedades de unién mono-, bi- o multiespecificas, o mono-, bi- o multivalentes,
preferentemente al menos dos, mas preferentemente al menos tres sitios de union especificos para epitopos de, por
ejemplo, antigenos, moléculas efectoras o proteinas de origen patdgeno o de estructura humana, como autoantigenos
que incluyen proteinas asociadas a células o séricas. El término inmunoglobulina, como se usa en el presente
documento, también incluye fragmentos funcionales de un anticuerpo, tales como Fc, Fab, scFv, dimeros
monocatenarios de los dominios CH1/CL, Fv, dimeros como VH/VL, CH1/CL, CH2/CH2, CH3/CH3, u otros derivados o
combinaciones de las inmunoglobulinas, tales como cadenas sencillas de pares de dominios de inmunoglobulina. La
definicion también incluye dominios de las cadenas pesadas y ligeras de la region variable (tales como dAb, Fd, VI, Vk,
Vh, VHH) y la regién constante o dominios individuales de un anticuerpo intacto, tal como CH1, CH2, CH3, CH4, Cly
Ck, asi como minidominios que consisten en al menos dos hebras beta de un dominio de inmunoglobulina conectado
por un bucle estructural.

"Anticuerpos modulares”, como se usan en el presente documento, se definen como moléculas de unién a antigeno,
como anticuerpos humanos, compuestas por al menos un médulo polipeptidico o dominio proteico, preferentemente
en la forma natural. La expresion "anticuerpos modulares" incluye moléculas de unién a antigeno que son
inmunoglobulinas, proteinas similares a inmunoglobulinas u otras proteinas que exhiben formatos modulares y
propiedades de uniéon a antigeno similares a las inmunoglobulinas o anticuerpos, que se pueden usar como
armazones de unién a antigeno, preferentemente basados en proteinas humanas.

La expresion "molécula similar a inmunoglobulina”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
proteina de unién a antigeno, en particular a una proteina humana, que tiene una estructura de dominio que puede
construirse de una forma modular. Las moléculas similares a inmunoglobulinas pueden ser receptores de linfocitos T
(TCR) o partes solubles de los mismos, fibronectina, transferrina, CTLA-4, receptores antigénicos monocatenarios, por
ejemplo los relacionados con los receptores de linfocitos T y anticuerpos, miméticos de anticuerpos, adnectinas,
anticalinas, filomeros, proteinas de repeticién tales como repeticiones de anquirina, avimeros, Versabodies™,
moléculas basadas en la toxina del escorpion y otros armazones proteicos que no son anticuerpos con propiedades de
unién a antigeno.

Las repeticiones de anquirina (AR), repeticiones de armadillo (ARM), repeticiones ricas en leucina (LRR) y repeticiones
de tetratricopéptidos (TPR) son los miembros mas importantes de la clase proteica de proteinas con repeticiones. Las
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proteinas con repeticiones estan compuestas por unidades estructurales homologas (repeticiones) que se apilan para
formar dominios alargados. La interaccion de union normalmente esta mediada por varias repeticiones adyacentes, lo
gue conduce a superficies de interaccién con la diana grandes.

Los avimeros contienen dominios A como cuerdas de multiples dominios en diversos receptores de superficie celular.
Los dominios de esta familia se unen de forma natural sobre 100 dianas conocidas diferentes, incluyendo moléculas
pequenias, proteinas y virus. El analisis del truncamiento ha mostrado que una diana normalmente se pone en contacto
mediante multiples dominios A con cada dominio de unién de forma independiente a un epitopo Unico. La avidez
generada combinando multiples dominios de union es un potente abordaje para incrementar la afinidad y la
especificidad, que estos receptores han explotado durante la evolucion.

Las anticalinas son proteinas humanas modificadas que derivan del armazoén de la lipocalina con propiedades de
unién prescritas tipicas de los anticuerpos humanizados. Las lipocalinas comprenden 160-180 aminoacidos y forman
proteinas de barril beta, coénicas, con una cavidad de unién a ligando rodeada de cuatro bucles. Los ligandos naturales
de las lipocalinas son compuestos hidréfobos pequefios y se han podido aislar diferentes variantes de la lipocalina con
nuevas especificidades del compuesto (también denominadas "anticalinas") después de aleatorizar los restos en esta
cavidad de union.

Los receptores antigénicos monocatenarios contienen un unico dominio variable y son un 20 % mas pequefios que los
anticuerpos de dominio unico de los camélidos.

Los filomeros son péptidos derivados de fragmentos proteicos naturales biodiversos.

Se entiende que la expresion "anticuerpo modular”, "inmunoglobulina" y "proteinas similares a inmunoglobulina"
incluye también un derivado de los mismos. Un derivado es cualquier combinacién de uno o mas anticuerpos
modulares de la invencion y o una proteina de fusion en la que cualquier dominio o minidominio del anticuerpo modular
de la invencion se puede fusionar en cualquier posicion de una o mas de otras proteinas (tales como otros anticuerpos
modulares, inmunoglobulinas, ligandos, proteinas armazén, enzimas, toxinas y similares). Un derivado del anticuerpo
modular de la invencién también se puede obtener mediante asociacién o unién a otras sustancias mediante varias
técnicas quimicas, tales como acoplamiento covalente, interaccién electrostatica, puentes disulfuro etc. Las otras
sustancias unidas a las inmunoglobulinas pueden ser lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, moléculas organicas e
inorganicas, o cualquier combinacion de las mismas (p. ej., PEG, profarmacos o farmacos). Un derivado también
comprenderia un anticuerpo con la misma secuencia de aminoacidos, pero formado completa o parcialmente por
aminoacidos no naturales o modificados quimicamente. El término derivado también incluye fragmentos y
equivalentes funcionales. Los derivados preferidos todavia son funcionales con respecto a la unién a la dianay a la
actividad citotoxica.

Un "bucle estructural" o un "bucle no CDR", como se usa en el presente documento, debe entenderse del siguiente
modo: los anticuerpos modulares, inmunoglobulinas o sustancias similares a inmunoglobulinas estan formadas por
dominios con un denominado pliegue de inmunoglobulina. En esencia, las laminas beta antiparalelas estan
conectadas por bucles para formar un barril beta antiparalelo comprimido. En la region variable, algunos de los bucles
de los dominios contribuyen esencialmente a la especificidad del anticuerpo, es decir, la unién a un antigeno mediante
el sitio de unién natural de un anticuerpo. Estos bucles se denominan bucles CDR. Los bucles CDR se localizan dentro
de la region de bucle CDR que, en algunos casos, puede también incluir parte de la regién marco variable
(denominada "VFR"), que esta adyacente a los bucles CDR. Se sabe que algunos bucles de la VFR pueden contribuir
a la cavidad de la union a antigeno de un anticuerpo, que por lo general esta determinada principalmente por los bucles
CDR. Por lo tanto, dichos bucles VFR se consideran parte de la region bucle CDR, y no se usarian adecuadamente
para modificar por ingenieria los nuevos sitios de unién a antigeno. Los bucles al lado de la cavidad de union a
antigeno o region de bucle CDR normalmente se denominan bucles estructurales o bucles no CDR. Al contrario que la
VFR dentro de la region bucle CDR, o localizada cerca de los bucles CDR, otros bucles de la VFR de los dominios
variables se considerarian bucles estructurales. Estos son, preferentemente, los bucles estructurales de la VFR
localizada en oposicién a la region de bucle CDR, o en el lado C-terminal de un dominio de inmunoglobulina variable.
Los dominios constantes tienen bucles estructurales dentro de una regién bucle estructural, por ejemplo, en el lado en
C-terminal de un dominio de anticuerpo o en el lado N-terminal, incluso dentro de una cadena lateral de un dominio de
anticuerpo. Los dominios constantes también se denominan parte de la regién marco.

El término "antigeno" o "diana", como se usa en el presente documento, incluira, en particular, todos los antigenos y
moléculas diana que pueden reconocerse por un sitio de unién de un anticuerpo modular. Son antigenos
especificamente preferidos como dianas por la molécula, los antigenos o moléculas que ya se ha demostrado que son
o pueden ser inmunoldgica o terapéuticamente relevantes, especialmente aquellos para los que se ha probado la
eficacia clinica.

El término "diana" o "antigeno", como se usa en el presente documento, comprendera, en particular, moléculas
seleccionadas del grupo que consiste en alérgenos, antigenos asociados con tumores, autoantigenos que incluyen
receptores de la superficie celular, enzimas, receptores Fc, FcRn, HSA, IgG, interleucinas o citocinas, proteinas del
sistema del complemento, proteinas transportadoras, moléculas séricas, antigenos bacterianos, antigenos fungicos,
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antigenos protozoarios y antigenos virales, también moléculas responsables de la encefalitis espongiforme
transmisible (EET), tales como priones, infecciosos o no, y marcadores o moléculas relacionadas con afecciones
inflamatorias, tales como factores proinflamatorios, esclerosis multiple o enfermedad de Alzheimer, o si no haptenos.

La expresiéon "antigenos de la superficie celular” incluird todos los antigenos que pueden ser reconocidos por una
estructura de anticuerpo sobre la superficie de una célula, y fragmentos de dichas moléculas. Los antigenos de la
superficie celular preferidos son los antigenos que ya se ha demostrado que son o pueden ser inmunoldgica o
terapéuticamente relevantes, especialmente aquellos para los que se ha probado una eficacia clinica o preclinica. Los
ejemplos incluyen moléculas de la superficie celular que participan en la actividad de la muerte celular. Tras la union de
la inmunoglobulina de acuerdo con la invencion a, preferentemente, al menos dos de las moléculas de la superficie
celular, el sistema inmunolégico proporciona citolisis o muerte celular, por lo tanto, se puede proporcionar un medio
potente para atacar a las células humanas.

El antigeno es reconocido como una molécula diana entera o como un fragmento de dicha molécula, especialmente
subestructuras de dianas, generalmente denominadas epitopos. Las subestructuras de los antigenos se denominan,
por lo general, "epitopos" (p. e€j., epitopos de linfocitos B, epitopos de linfocitos T), siempre que sean
inmunologicamente relevantes, es decir son también reconocibles por anticuerpos naturales o monoclonales. El
término "epitopo”, como se usa en el presente documento, se referira, en particular, a una estructura molecular que
puede formar completamente una pareja de unién especifica o ser parte de una pareja de union especifica a un sitio de
unién de un anticuerpo modular o una inmunoglobulina. El término epitopo puede también hacer referencia a
haptenos. Quimicamente, un epitopo puede estar compuesto por un hidrato de carbono, un péptido, un acido graso,
una sustancia organica, bioquimica o inorganica, o derivados de los mismos y cualquier combinacion de los mismos. Si
un epitopo es un polipéptido, normalmente incluira al menos 3 aminoacidos, preferentemente de 8 a 50 aminoacidos vy,
mas preferentemente, entre aproximadamente 10 y 20 aminoacidos en el péptido. No existe un limite superior critico
de la longitud del péptido, la cual podria comprender casi toda la longitud de una secuencia polipeptidica de una
proteina. Los epitopos pueden ser epitopos lineales o conformacionales. Un epitopo lineal estd compuesto por un
unico segmento de una secuencia primaria de una cadena polipeptidica. Los epitopos lineales pueden ser contiguos o
solapantes. Los epitopos conformacionales estan compuestos por aminoacidos juntados plegando el polipéptido para
formar una estructura terciaria y los aminoacidos no son necesariamente adyacentes entre si en la secuencia lineal.
De forma especifica, los epitopos son, al menos, parte de moléculas relevantes en términos diagnésticos, es decir, la
ausencia o presencia de un epitopo en una muestra se correlaciona de forma cualitativa o cuantitativa con una
enfermedad o el estado de salud de un paciente o con un estado del proceso de fabricacion o con el estado ambiental
o de alimentacion. Los epitopos pueden ser también al menos parte de moléculas relevantes en términos terapéuticos,
es decir, moléculas que pueden establecerse como diana de un dominio de unién especifica que cambia la evolucion
de la enfermedad

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "se une especificamente” o "unioén especifica” se refiere a una
reaccion de unién que determina el ligando afin de interés en una poblacién heterogénea de moléculas. Porlo tanto, en
las condiciones indicadas (p. ej., condiciones de inmunoensayo), el anticuerpo modular se une a su diana concreta y
no se une en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en una muestra. La unién especifica significa que
la union es selectiva en términos de identidad de la diana, afinidad de unién o avidez alta, media o baja, segun se
seleccione. La union selectiva normalmente se consigue si la constante de union o la dinamica de unién presenta una
diferencia de al menos 10 veces, preferentemente, la diferencia es de al menos 100 veces y, mas preferentemente, de
al menos 1.000 veces.

La expresion "sistema de expresion” se refiere a moléculas de acido nucleico que contienen una secuencia de
codificacién deseada y secuencias control en unién operativa, de modo que los hospedadores transformados o
transfectados con estas secuencias son capaces de producir las proteinas codificadas. Con el fin de efectuar la
transformacion, el sistema de expresion puede estar incluido en un vector, sin embargo, el ADN relevante puede
también estar integrado en el cromosoma del hospedador. Como alternativa, se puede usar un sistema de expresion
para la transcripcién/traduccion in vitro.

Toda la numeracion de las secuencias de aminoacidos de las inmunoglobulinas es conforme al esquema de
numeracion de IMGT (IMGT, the international InMunoGeneTics, Lefranc et al., 1999) Nucleic Acids Res. 27) 209-212).

La expresién "agente de uniéon" o "ligando" se refiere a un miembro de un par de unién, en particular polipéptidos de
unién que tienen el potencial de servir como dominio de unién para una pareja de union. Los ejemplos de parejas de
unién incluyen parejas de agentes de union con interacciones funcionales, tales como receptores que se unen a
ligandos, anticuerpos que se unen a antigenos o receptores, un farmaco que se une a una diana y enzimas que se
unen a un sustrato.

La expresion "proteina de fusion" o "proteina de fusiéon quimérica" hara referencia a la molécula compuesta por un
paquete genético, al menos parte de una estructura de la superficie externa, tal como una proteina de la cubierta,
opcionalmente una secuencia enlazadora y un agente de unién. La proteina de fusién se codifica por un vector con el
gen del agente de union e informacién para presentar una copia del agente de unién en la superficie del paquete
genético.
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El término "citotdxico" o "actividad citotoxica" se refiere a cualquier molécula especifica dirigida contra antigenos
naturales que, cuando se unen al antigeno, activa la via del complemento o activa a las células asesinas, lo que tiene
como resultado lisis celular o desencadena la apoptosis. En particular, se refiere a la actividad sobre células efectoras
que tienen como resultado la activacion de los linfocitos T citotoxicos o células que median en la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o la fagocitosis celular
(ADCP). También se refiere a un efecto apoptotico, de modo que se desencadena la muerte celular programada
(PCD). Por lo tanto, los anticuerpos modulares de acuerdo con la invencién matan las células diana recubiertas con
anticuerpo, opcionalmente mediante la unién a los receptores Fc de las células efectoras o mediante la induccion de la
muerte celular programada.

"Armazén" hara referencia a una estructura temporal, natural o artificial, usada para soportar la estructura molecular de
un polipéptido en la construccion de variantes o un repertorio del polipéptido. Normalmente, es un sistema modular de
dominios polipeptidicos que mantiene la estructura terciaria o la funcién de la molécula parental. Son ejemplos de
armazones anticuerpos modulares que pueden mutagenizarse para producir variantes dentro de dicho armazén, para
obtener una biblioteca.

La expresion "ligando estructural" significa un ligando que se une a un armazoén o a la estructura de anticuerpos
modulares, de modo que se determina la estructura molecular o la funcién primaria y la especificidad de dicho
anticuerpo modular. En casos preferidos, el ligando estructural es un ligando funcional que media en una funcion
biolégica tras la unién, como un ligando efector. En una realizacion alternativa, el ligando estructural es un ligando
funcional, que es una diana especifica unida por la region CDR o regién bucle estructural. EI mismo ligando estructural
se puede unir a muchas variantes de un anticuerpo modular con independencia de sus especificidades por la diana. En
general, la presencia de un sitio de unién al ligando estructural indica que la variante se expresa y se pliega de forma
correcta. Por lo tanto, la unién del ligando estructural a su sitio de unién proporciona un método para preseleccionar,
coseleccionar, caracterizar y detectar de forma selectiva polipéptidos funcionales de un repertorio de polipéptidos. El
disefio de variantes de anticuerpos modulares que conservan la propiedad de union a un ligando estructural evita la
preparaciéon de variantes que son no funcionales, por ejemplo, como resultado de la introduccién de mutaciones,
mutantes de plegamiento o mutantes de expresién que serian o son incapaces de unirse a sustancialmente cualquier
diana o ligando efector. Dichos mutantes no funcionales en ocasiones se generan mediante la aleatorizacién normal y
procedimientos de variacion usados en la construccién de repertorios de polipéptidos. Proporcionar mutantes
funcionales que se unen a un ligando estructural permite al experto en la materia preparar una biblioteca de
anticuerpos modulares que esta enriquecida en miembros de la biblioteca funcionales, bien plegados y altamente
expresados. Por ejemplo, el armazon puede ser un Fab parental y al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30
%, mas preferentemente al menos un 40 % de las variantes del Fab parental se unen a la diana de CDR de dicho Fab
parental.

La expresion "ligando efector" significa un ligando que participa en las funciones efectoras, como una molécula
efectora. Son ejemplos de ligandos efectores receptores Fc o moléculas similares a receptores Fc que interfieren con
las inmunoglobulinas. Un receptor Fc es una proteina que se encuentra sobre la superficie de determinadas células,
incluyendo las células asesinas naturales, macrofagos, neutréfilos y mastocitos, que contribuyen a las funciones
protectoras del sistema inmunolégico. Su nombre deriva de su especificidad de unién para una parte de un anticuerpo
conocido como la regién Fc (fragmento cristalizable). Los receptores Fc se unen a anticuerpos que estan unidos a las
células infectadas o patdégenos invasores. Su actividad estimula las células fagociticas o citotoxicas para destruir
microbios, o células infectadas por la fagocitosis celular mediada por anticuerpos (ADCP) o citotoxicidad mediada por
las células dependientes de anticuerpos (ADCC). Existen varios tipos diferentes de receptores Fc, que se clasifican
basandose en el tipo de anticuerpo que reconocen, por ejemplo, los que se unen a la clase mas frecuente de
anticuerpos, IgG, se denominan receptores Fc gamma (FcyR), los que se unen a IgA se denominan receptores Fc alfa
(FcaR) y los que se unen a IgE se denominan receptores Fc épsilon (FcsR). Es un equivalente de un ligando efector y,
por lo tanto, se incorpora en la definicion, cualquier ligando sustituto que reconoce el mismo sitio de union o uno similar
dentro del anticuerpo modular, tal como la proteina A.

Todos los FcyR pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y son los receptores Fc mas importantes para
inducir la fagocitosis de los microbios opsonizados (recubiertos). Esta familia incluye varios miembros; por ejemplo,
FcyRI (CD64), FcyRIIA (CD32a), FcyRIIB (CD32b), FcyRIIIA (CD16a) y FcyRIIIB (CD16b); que difieren en sus
afinidades de los anticuerpos debido a su diferente estructura molecular. Por ejemplo, FcyRI se une a IgG con mas
fuerza que FcyRlIl y FcyRIll, y tiene una porcién extracelular compuesta por tres dominios de tipo inmunoglobulina (Ig),
un dominio mas que FcyRIl y FcyRIIl. Estas propiedades permiten la activacion de FcyRI por una sola molécula de IgG
(o monomero), mientras que los ultimos dos receptores Fcy deben unirse a multiples moléculas de 1gG dentro del
complejo inmunitario a activar.

Otro FcR se expresa en varios tipos celulares y tiene una estructura similar al MHC de clase |. Este receptor también se
une a IgG y esta implicado en la conservacion de este anticuerpo. Sin embargo, dado que este receptor Fc también
esta implicado en la transferencia de la IgG de una madre a través de la placenta a su feto o en la leche al lactante, se
denomina receptor Fc neonato (FcRn). Recientemente, este receptor se ha implicado en la participacién en la
homeostasis de los niveles séricos de IgG.
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La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) es un mecanismo de inmunidad celular en el que una célula
efectora del sistema inmunolégico lisa de forma activa una célula diana que a la que se han unido anticuerpos
especificos. Es uno de los mecanismos a través de los cuales los anticuerpos, como parte de la respuesta
inmunoloégica humoral, puede actuar para limitar y contener la infeccion. La ADCC clasica esta mediada por las células
asesinas naturales (NK); los monocitos y eosinofilos también pueden participar en la ADCC. Por ejemplo, los
eosinodfilos pueden matar determinados gusanos parasitarios conocidos como helmintos a través de la ADCC. La
ADCC forma parte de la respuesta inmunolégica adaptativa debido a su dependencia de una respuesta de anticuerpos
anterior.

El término "extrafio", en el contexto de aminoacidos, significara que los aminoacidos recién introducidos son de origen
natural, pero extrafios al sitio de modificacion, o sustitutos de los aminoacidos de origen natural. "Extrafio" con
referencia a sitios de unién a antigeno significa que el sitio de union a antigeno no esta formado de forma natural por la
region de union especifica del agente, y una pareja de unién extrafa, pero no la pareja de unién natural del agente, se
une al sitio de union recién modificado por ingenieria.

La expresiéon "region de unién variable", en ocasiones denominada "region CDR" como se usa en el presente
documento, se refiere a moléculas con estructuras variables capaces de producir interacciones de uniéon con
antigenos. Dichas moléculas se pueden usar como tales o integrarse dentro de una proteina mas grande, de modo que
se forma una regién especifica de dicha proteina con la funcién de union. Las estructuras variables pueden derivar de
repertorios naturales de proteinas de unién tales como inmunoglobulinas o filomeros o diversidad sintética, incluyendo
proteinas de repeticiones, avimeros y anticalinas. Las estructuras variables también se pueden producir mediante
técnicas de aleatorizacion, en particular las descritas en el presente documento. Estas incluyen regiones CDR o no
CDR mutagenizadas, y regiones bucle de dominios variables o dominios constantes de inmunoglobulinas.

Los agentes de union modificados con diferentes modificaciones en sitios especificos se denominan "variantes". Las
variantes de un armazon se agrupan, preferentemente, para formar bibliotecas de agentes de unién, que se pueden
usar para seleccionar miembros de la biblioteca con funciones predeterminadas. De acuerdo con ello, una secuencia
de anticuerpos preferentemente se aleatoriza, por ejemplo, a través de métodos de mutagénesis. De acuerdo con una
realizacién preferida, una regiéon bucle de un agente de union, tal como la secuencia de anticuerpo parental que
comprende las posiciones dentro de uno o mas bucles o en un sitio terminal, que contribuye potencialmente a un sitio
de union, preferentemente se muta o modifica para producir bibliotecas, preferentemente mediante métodos de
mutagénesis aleatoria, semialeatoria o, en particular, aleatoria dirigida, en particular para eliminar, intercambiar o
introducir insertos generados aleatoriamente en bucles o una region bucle, preferentemente en la region bucle CDR o
en la region bucle estructural, que pueden incluir secuencias terminales, que se localizan en uno de los extremos de un
dominio de anticuerpo o subestructura.

Como alternativa, se prefiere el uso de enfoques combinatorios. Se puede usar cualquiera de los métodos de
mutagénesis conocidos, entre ellos la mutagénesis por casete. Estos métodos se pueden usar para realizar
modificaciones de aminoacidos en las posiciones deseadas de la inmunoglobulina de la presente invencion. En
algunos casos, las posiciones se eligen de forma aleatoria, por ejemplo, con cualquiera de los posibles aminoacidos o
una seleccion de aminoacidos preferidos para aleatorizar las secuencias bucle, o se realizan cambios de aminoacidos
usando normas simples. Por ejemplo, todos los restos se pueden mutar, preferentemente, en aminoacidos
especificos, tales como alanina, lo cual se conoce como escaneo de aminoacidos o de alanina. Dichos métodos se
pueden acoplar a enfoques de ingenieria mas sofisticados que usan métodos de seleccion para detectar niveles
mayores de diversidad de secuencia.

El anticuerpo modular citotéxico de acuerdo con la invencién con un peso molecular inferior a 60 kDa o hasta 60 KDa
tiene un tamano pequefio en comparacion con los anticuerpos de longitud completa. El tamario preferido es de hasta
55 kDa. Los dominios sencillos de anticuerpos modulares normalmente tienen un tamario molecular de 10-15 kDa, por
lo tanto, una molécula basada en, o que consiste en, 4 dominios de anticuerpos modulares tendria un tamaro
molecular de 40-60 kDa, dependiendo de la glicosilacién o cualquier conjugacion adicional de sustancias
farmacoldgicamente activas, como toxinas o péptidos.

El formato preferido es un oligdmero, compuesto de dominios de anticuerpos modulares, preferentemente hasta 4
dominios, mas preferentemente 3 dominios, e incluso mas preferentemente basado en 2 dominios, en el que el
oligbmero comprende, preferentemente, un heterodimero tal como Fab o un homodimero tal como Fc. Habitualmente
se piensa que los formatos basados en la combinacién de 5 dominios de anticuerpos modulares o mas no ejercen las
ventajas especificas de los fragmentos de anticuerpo de tamafio pequefio que son faciles de expresar en varios
sistemas de expresion y penetracion de tejidos.

Es viable proporcionar un anticuerpo modular como un anticuerpo de dominio Unico. Sin embargo, los dominios de
anticuerpo tienden a dimerizar tras la expresion, bien como un homodimero tal como un Fc, o un heterodimero tal
como un Fab. Por lo tanto, la estructura dimérica se considera ventajosa para proporcionar una molécula estable. Los
dimeros preferidos de los dominios de inmunoglobulinas se seleccionan del grupo que consiste en dimeros de dominio
unico tales como VH/VL, CH1/CL (kappa o lambda), CH2/CH2 y CH3/CH3. Los dimeros u oligémeros de los dominios
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de anticuerpo modular también se pueden proporcionar como moléculas monocatenarias o bicatenarias, en particular
los que unen el extremo C de un dominio al extremo N de otro.

Las parejas de union son agentes que se unen especificamente uno a otro, normalmente a través de las interacciones
no covalentes. Los ejemplos de parejas de union incluyen parejas de agentes de unién con interacciones funcionales,
tales como receptores que se unen a ligandos, anticuerpos que se unen a antigeno, un farmaco que se une a una
diana y enzimas que se unen a un sustrato. Las parejas de unién han encontrado utilidad en muchas aplicaciones
terapéuticas, diagnosticas, analiticas e industriales. Las parejas de union mas prominentes son anticuerpos o
inmunoglobulinas, fragmentos o derivados de los mismos. En la mayoria de los casos, se requiere que la unién de
dichos agentes de union medie en un efecto o una funcion biolégica, una "interaccion funcional".

El anticuerpo modular citotéxico puede ser un agente de union, que es una inmunoglobulina de origen humano o
murino, y se puede usar para varios fines, en particular en composiciones farmacéuticas. Por supuesto, la
inmunoglobulina modificada también puede ser una inmunoglobulina humanizada o quimérica.

El agente de unién, que es una inmunoglobulina humana, preferentemente se selecciona o deriva del grupo que
consiste en IgA1, IgA2, IgD, IgE, 19G1, 1gG2, 1gG3, IgG4 e IgM. El agente de union de inmunoglobulina murino se
selecciona o deriva preferentemente del grupo que consiste en IgA, IgD, IgE, 1I9G1, IgG2A, 1gG2B, 1gG2C, 1IgG3 e IgM.

Dicho agente de unién comprende, preferentemente, una cadena pesada y/o ligera o parte de las mismas. Una
inmunoglobulina modificada puede comprender una cadena pesada y/o ligera, al menos un dominio variable y/o
constante, o una parte del mismo que incluye un minidominio.

Un dominio constante es una unidad de pliegue de inmunoglobulina de la parte constante de una molécula de
inmunoglobulina, también denominada dominio de la region constante (p. ej., CH1, CH2, CH3, CH4, Ck, ClI).

Un dominio variable es una unidad de pliegue de inmunoglobulina de la parte variable de una inmunoglobulina,
también denominada dominio de la regién variable (p. €j., Vh, VK, VI, Vd).

Un ejemplo de anticuerpo modular puede consistir en un dominio constante seleccionado del grupo que consiste en
CH1, CH2, CH3, CH4, Igk-C, Igl-C, combinaciones, derivados o una parte de los mismos, incluido un minidominio, con
al menos una region bucle, y se caracteriza porque dicha al menos una regién bucle comprende al menos una
modificacion de aminoacidos que forma al menos una region bucle modificada, en el que dicha al menos una region
bucle modificada se une especificamente a al menos un epitopo de un antigeno.

Otro anticuerpo modular puede consistir en un dominio variable de una cadena pesada o ligera, combinaciones,
derivados o una parte de los mismos, incluido un minidominio, con al menos una regién bucle, y se caracteriza porque
dicha al menos una region bucle comprende al menos una modificacion de aminoacidos que forma al menos una
region bucle modificada, en el que dicha al menos una region bucle modificada se une especificamente a al menos un
epitopo de un antigeno.

El anticuerpo modular puede comprender uno o mas dominios (p. €j., al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, diez
dominios). Si en el anticuerpo modular esta presente mas de un dominio, estos dominios pueden ser del mismo tipo o
de varios tipos (p. ej., CH1-CH1-CH2, CH3-CH3, (CH2)2-(CH3)2, con o sin la regiéon de bisagra). Por supuesto,
asimismo el orden de los dominios sencillos puede ser de cualquier tipo (p. ej., CH1-CH3-CH2, CH4-CH1-CH3-CH2).

En el presente documento se desvelan partes de anticuerpos, tales como partes de IgG, IgA, IgM, IgD, IgE y similares.
Los anticuerpos modulares también pueden ser un fragmento de anticuerpo funcional tal como Fab, (Fab)z, scFv, Fv,
Fc, Fcab™, un Fc de unién a antigeno o partes de los mismos, u otros derivados o combinaciones de las
inmunoglobulinas, tales como minicuerpos, dominios de cadenas pesadas y ligeras de la region variable (tales como
dAb, Fd, VL, incluyendo Vlambda y Vkappa, VH, VHH) asi como minidominios que consisten en dos hebras beta de un
dominio de inmunoglobulina conectados por al menos dos bucles estructurales, como dominios aislados o en el
contexto de moléculas asociadas de forma natural. En el presente documento también se desvela el fragmento Fc de
una molécula de anticuerpo, bien como fragmento Fc de unién a antigeno (Fcab™) mediante modificaciones de la
secuencia de aminoacidos o como conjugados o fusiones a receptores, péptidos u otros médulos de unién a antigeno,
tales como scFv.

Los anticuerpos modulares se pueden usar como polipéptidos aislados o como moléculas de combinacién, por
ejemplo, mediante técnicas de recombinacion, fusion o conjugacién, con otros péptidos o polipéptidos. Los péptidos
son, preferentemente, homologos a las secuencias de los dominios de inmunoglobulina y, preferentemente, tienen una
longitud de al menos 5 aminoacidos, mas preferentemente una longitud de al menos 10 o incluso al menos 50 o 100
aminoacidos, y constituyen al menos parcialmente la regién bucle del dominio de inmunoglobulina. Las caracteristicas
de union preferidas se refieren a la union, afinidad y avidez por el epitopo predefinidas.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencién ademas se combina, posiblemente, con uno o mas anticuerpos
modulares modificados o con anticuerpos modulares sin modificar, o partes de los mismos, para obtener un anticuerpo
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modular de combinacion. Preferentemente, las combinaciones se obtienen mediante técnicas de recombinacion, pero
también mediante union a través de adsorcion, interacciones electrostaticas o similares, o incluso a través de la
conjugacién o union quimica con o sin un enlazador. La secuencia enlazadora preferida es una secuencia enlazadora
natural o una secuencia artificial funcionalmente adecuada.

En general, el anticuerpo modular de acuerdo con la invencién se puede usar como bloque componente para combinar
molecularmente otros anticuerpos modulares o sustancias o moléculas biolégicamente activas. Se prefiere combinar
molecularmente al menos un anticuerpo que se une a la pareja especifica mediante las secuencias variables o no
variables, como bucles estructurales, con al menos otra molécula de unién que puede ser un anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, un receptor soluble, un ligando u otro dominio de anticuerpo, o un resto de uniéon del mismo. Otras
combinaciones se refieren a moléculas proteicas, acidos nucleicos, lipidos, moléculas organicas e hidratos de
carbono.

Las moléculas modificadas por ingenieria de acuerdo con la presente invencion seran utiles como moléculas
auténomas, asi como proteinas o derivados de fusién, normalmente fusionadas antes o después de la modificacién de
un modo tal que forme parte de estructuras mas grandes, por ejemplo, de moléculas de anticuerpo completo, o partes
de las mismas. Por lo tanto, las inmunoglobulinas o proteinas de fusion también comprenden fragmentos Fc.,
fragmentos Fab, fragmentos Fv, anticuerpos monocatenarios, en particular, fragmentos Fv monocatenarios, scFv bi- o
multiespecificos, diacuerpos, unicuerpos, multicuerpos, multivalentes o multimeros de dominios de inmunoglobulina, y
otros. Sera posible usar las proteinas modificadas por ingenieria para producir moléculas que son monoespecificas,
biespecificas, triespecificas, e incluso pueden portar mas especificidades. Es posible controlar y preseleccionar la
valencia de union al mismo tiempo de acuerdo con los requisitos del uso planificado de dichas moléculas.

El anticuerpo modular ejerce opcionalmente una o mas regiones de union a antigenos, incluyendo el sitio de union que
se une especificamente a la diana de la superficie celular y los sitios de union que participan en la funcién efectora. Los
sitios de unién a antigeno que se unen a uno o mas antigenos pueden estar presentados por la region CDR o cualquier
otra estructura de union al receptor natural, o estar introducidos en una region bucle estructural de un dominio de
anticuerpo, de una estructura de dominio variable o constante. Los antigenos que se usan para analizar las
propiedades de unién de los sitios de union pueden ser moléculas de origen natural o moléculas sintetizadas
quimicamente o moléculas recombinantes, bien en solucién o en suspensién, por ejemplo, localizadas sobre o en
particulas tales como fases solidas, sobre o en células o sobre superficies virales. Se prefiere que la unién de una
inmunoglobulina a un antigeno se determine cuando el antigeno todavia esta adherido o unido a moléculas y
estructuras en el contexto natural. De este modo, es posible identificar y obtener esas inmunoglobulinas modificadas
que son mas adecuadas para el fin del uso diagnéstico o terapéutico.

El anticuerpo modular o los dominios de inmunoglobulina pueden modificarse (como se usa en el presente documento,
los términos inmunoglobulina y anticuerpo son intercambiables), efectuandose dichas modificaciones preferentemente
en dominios de inmunoglobulina o partes de los mismos que son secuencias terminales, preferentemente una
secuencia C-terminal, y/o parte de una regién bucle que contiene un bucle, bien un bucle CDR o un bucle no CDR,
siendo los bucles estructurales los sitios preferidos de modificaciones o mutagénesis. De acuerdo con una realizacion
especifica, la region bucle estructural también incluye una secuencia terminal, que contribuye a la union al antigeno.
En algunos casos, es preferible usar un bucle estructural modificado definido o una region bucle estructural, o partes
de los mismos, como moléculas aisladas para fines de unién o combinacién.

El anticuerpo modular puede unirse a dicha diana de la superficie celular mediante al menos parte de un bucle
estructural y/o un bucle CDR.

Como alternativa, el anticuerpo modular puede unirse a dicho ligando efector, o un ligando sustituto para dicho ligando
efector, como la proteina A, a través de al menos parte de un bucle estructural y/o bucle CDR, mediando de este modo
en la funcion efectora.

En una realizacion preferida, el agente de union se une a su estructura de union nativa o modificada o sitio de union
recién formado, especificamente a al menos dos de estos epitopos que son idénticos o difieren entre si, bien del
mismo antigeno o de diferentes antigenos.

En una estructura de dominio preferida de un agente de unién, se prefiere modificar o aleatorizar el anticuerpo modular
dentro de al menos una regién bucle o regiéon terminal, obteniéndose como resultado una sustitucién, delecion y/o
insercion de uno o mas nucleétidos o aminoacidos, preferentemente una mutacién puntual, o incluso el intercambio de
bucles enteros, mas preferentemente el cambio de al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15, hasta 30
aminoacidos. De este modo, la secuencia modificada comprende aminoacidos no incluidos en las regiones
conservadas de los bucles, siendo los aminoacidos recién introducidos de origen natural, pero extrafios al sitio de
modificacién, o sustitutos de los aminoacidos de origen natural.

Sin embargo, el nimero maximo de aminoacidos insertados en una region bucle de un agente de unién puede,

preferentemente, no superar el numero 30, preferentemente 25, mas preferentemente 20 aminoacidos como maximo.
La sustitucion y la insercién de los aminoacidos se produce, preferentemente, de forma aleatoria 0 semialeatoria
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usando todos los posibles aminoacidos o una seleccién de aminoacidos preferidos para fines de aleatorizacién,
mediante métodos conocidos en la técnica y como se desvela en la presente solicitud de patente.

El sitio de modificacion puede estar en un bucle Unico especifico o una region bucle, en particular, un bucle estructural
0 una region bucle estructural. Una regiéon bucle normalmente esta compuesta por al menos dos, preferentemente al
menos 3 o al menos 4 bucles que son adyacentes entre si, y que pueden contribuir a la uniéon de un antigeno a través
de la formacion de un sitio de union a antigeno o cavidad de unién a antigeno. Se prefiere que dichos uno o mas sitios
de modificacion se localicen dentro del area de 10 aminoacidos, mas preferentemente en 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
hasta 100 aminoacidos, en particular dentro de una region estructural para formar una superficie o cavidad en la que el
antigeno puede acceder estéricamente a las regiones bucle.

A este respecto, las modificaciones preferidas se someten a ingenieria en las regiones bucle de CH1, CH2, CH3 y
CH4, en particular en el intervalo de los aminoacidos 7 a 21, los aminoacidos 25 a 39, los aminoacidos 41 a 81, los
aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 89 a 103 y los aminoacidos 106 a 117, o dentro de las secuencias terminales,
preferentemente dentro de 6 aminoacidos desde los extremos C o N del dominio de anticuerpo modular.

En otra realizacion preferida, una modificacion en la regién bucle estructural que comprende los aminoacidos 92 a 98
se combina con una modificacion en la regién bucle estructural que comprende los aminoacidos 8 a 20.

Las regiones de los aminoacidos identificados anteriormente de las respectivas inmunoglobulinas comprenden
regiones bucle a modificar. Preferentemente, una modificacién en la regiéon bucle estructural que comprende los
aminoacidos 92 a 98 se combina con una modificaciéon en uno o mas de los otros bucles estructurales.

En una realizacion preferida, una modificacion en la region bucle estructural que comprende los aminoacidos 92 a 98
se combina con una modificacion en la regién bucle estructural que comprende los aminoacidos 41 a 45,2.

Lo mas preferentemente, cada uno de los bucles estructurales que comprenden los aminoacidos 92 a 98, los
aminoacidos 41 a 45,2 y los aminoacidos 8 a 20, contiene al menos una modificacién de aminoacido.

En otra realizacion preferida, cada uno de los bucles estructurales que comprenden los aminoacidos 92 a 98, los
aminoacidos 41 a 45,2, y los aminoacidos 8 a 20, contiene al menos una modificacion de aminoacido.

De acuerdo con otra realizacion preferida, los restos de aminoacido en el area de las posiciones 15a 17,29 a 34,41 a
45,2, 84 a 85,92 a 100 y/o de 108 a 115 de CH3 estan modificados.

Las modificaciones preferidas de Igk-C e Igl-C de origen humano se modifican por ingenieria en las regiones bucle en
al area de los aminoacidos 8 a 20, los aminoéacidos 26 a 36, los aminoacidos 41 a 82, los aminoacidos 83 a 88, los
aminoacidos 92 a 100, los aminoacidos 107 a 124 y los aminoacidos 123 a 126, o dentro de las secuencias terminales,
preferentemente dentro de 6 aminoacidos desde los extremos C o N del dominio de anticuerpo.

Las modificaciones preferidas de las regiones bucle de Igk-C e Igl-C de origen murino se modifican por ingenieria en
los sitios en el area de los aminoacidos 8 a 20, los aminoacidos 26 a 36, los aminoacidos 43 a 79, los aminoacidos 83
a 85, los aminoacidos 90 a 101, los aminoacidos 108 a 116 y los aminoacidos 122 a 126.

Otra inmunoglobulina que se puede usar como agente terapéutico consiste en un dominio variable de una cadena
pesada o ligera, o una parte del mismo que incluye un minidominio, con al menos una region bucle, preferentemente
una regién bucle estructural, y se caracteriza porque dicha al menos una regiéon bucle comprende al menos una
modificacién de aminoacidos que forma al menos una region bucle modificada, en el que dicho al menos una region
bucle modificada forma un sitio de union relevante como se ha descrito en lo que antecede.

De acuerdo con una realizaciéon especifica, la inmunoglobulina puede contener una modificacion dentro del dominio
variable, que se selecciona del grupo de VH, Vkappa, Vlambda, VHH y combinaciones de los mismos. Mas
especificamente, comprende al menos una modificacién dentro de los aminoacidos 7 a 22, los aminoacidos 39 a 55,
los aminoécidos 66 a 79, los aminoacidos 77 a 89 y los aminoacidos 89 a 104, en los que la numeracion de la posicion
de los aminoacidos de los dominios es la del IMGT o dentro de las secuencias terminales, preferentemente dentro de
6 aminoacidos de los extremos C o N del dominio de anticuerpo.

La inmunoglobulina se puede caracterizar por que las regiones bucle de VH o Vkappa o Vlambda de origen humano
comprenden al menos una modificacion dentro de los aminoacidos 7 a 22, los aminoacidos 43 a 51, los aminoacidos
67 a 77, los aminoacidos 77 a 88, y los aminoacidos 89 a 104, aun mas preferentemente las posiciones de
aminoacidos 12 a 17, las posiciones de aminoacidos 45 a 50, las posiciones de aminoacidos 68 a 77, los aminoacidos
79 a 88, y las posiciones de aminoacidos 92 a 99, en los que la numeracién de la posicion de los aminoacidos de los
dominios es la del IMGT.

Las regiones bucles estructurales del dominio variable de la inmunoglobulina de origen humano, como posibles
seleccionadas para fines de modificacion, se localizan, preferentemente, en el area de los aminoacidos 8 a 20, los
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aminoacidos 44 a 50, los aminoacidos 67 a 76, los aminoacidos 78 a 87, y los aminoacidos 89 a 101, o dentro de las
secuencias terminales, preferentemente dentro de 6 aminoacidos de los extremos C o N del dominio de anticuerpo.

De acuerdo con una realizacién preferida, las regiones bucle estructurales del dominio variable de la inmunoglobulina
de origen murino como posibles seleccionadas para fines de modificacion se localizan, preferentemente, en el area de
los aminoacidos 6 a 20, los aminoacidos 43 a 52, los aminoacidos 67 a 79, los aminoacidos 79 a 87, y los aminoacidos
91 a 100, o dentro de las secuencias terminales, preferentemente dentro de 6 aminoacidos de los extremos C o N del
dominio de anticuerpo modular.

La inmunoglobulina usada como agente terapéutico también puede ser de origen camélido. Los anticuerpos de
camélidos comprenden Unicamente una cadena pesada y tienen la misma afinidad por el antigeno que los anticuerpos
normales que consisten en cadenas ligeras y pesadas. En consecuencia, los anticuerpos de camélidos son mucho
mas pequefios que, por ejemplo, los anticuerpos humanos, lo cual les permite penetrar en los tejidos densos para
alcanzar el antigeno, donde las proteinas mas grandes no pueden. Ademas de la simplicidad comparativa, la elevada
afinidad y especificidad y el potencial para alcanzar e interaccionar con los sitios activos, los anticuerpos de cadena
pesada de camélidos presentan ventajas sobre los anticuerpos habituales en el disefio, produccion y aplicaciéon de los
compuestos clinicamente valiosos.

Las regiones bucles estructurales de un anticuerpo modular o una inmunoglobulina de origen camélido se pueden
modificar, por ejemplo, dentro de una VHH en la region de los aminoacidos 7 a 19, los aminoacidos 43 a 55, los
aminoacidos 68 a 76, los aminoacidos 80 a 87 y los aminoacidos 91 a 101, o dentro de las secuencias terminales,
preferentemente dentro de 6 aminoacidos desde los extremos C o N del dominio de anticuerpo.

El método preferido de producir un anticuerpo modular se refiere a la modificacion por ingenieria de un anticuerpo
modular que se une especificamente a al menos un primer epitopo, que comprende modificaciones en cada uno de al
menos dos sitios o bucles dentro de una regién bucle estructural, y determinar la unién especifica de dicha region bucle
estructural a al menos un segundo epitopo, en el que la region bucle estructural sin modificar (regién no CDR) no se
une especificamente a dicho al menos un segundo epitopo. Por lo tanto, un anticuerpo o estructura de union a
antigeno para un primer antigeno se puede mejorar afadiendo otra valencia o especificidad contra un segundo
antigeno, donde la especificidad puede ser idéntica, ya sea frente a diferentes epitopos o frente al mismo epitopo, para
aumentar la valencia o para obtener moléculas oligo- o multiespecificas.

Por otro lado, se prefiere hacer uso de los anticuerpos modulares que contienen estructuras nativas que interaccionan
con moléculas efectoras o células inmunitarias, preferentemente para unirse a un ligando efector. Dichas estructuras
nativas permanecen sin modificar o se modulan para conseguir una funcién efectora incrementada. Se ha descrito que
los sitios de unién para, por ejemplo, receptores Fc, se localizan en una regiéon de dominio CH2 y/o H3 y pueden
mutagenizarse mediante técnicas bien conocidas.

La ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, es la destruccion de células diana recubiertas por
anticuerpos por células con receptores Fc que reconocen la regién constante del anticuerpo unido. La mayor parte de
la ADCC esta mediada por las células NK que tienen el receptor Fc FcgammaRIIll o CD16 sobre su superficie. Los
ensayos tipicos usan células diana, tales como células Ramos, incubadas con anticuerpos diluidos en serie antes de la
adicion de células efectoras recién aisladas. El ensayo ADCC se incuba después durante varias horas y se detecta el
% de citotoxicidad. Normalmente, la proporcion diana:efectores es de aproximadamente 1:16 pero puede serde 1:1 a
1:50.

La citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) es un mecanismo de matar células en el que el anticuerpo unido
a la superficie de la célula diana fija el complemento, lo que tiene como resultado un ensamblaje del complejo de
ataque a la membrana que perfora orificios en la membrana de la célula diana, lo cual tiene como resultado la lisis
celular posterior. El ensayo CDC de uso habitual sigue el mismo procedimiento que para la determinacién de ADCC,
sin embargo, conteniendo el complemento suero en lugar de células efectoras.

Se ha probado la actividad citotéxica determinada mediante ADCC y CDC para un anticuerpo modular de acuerdo con
la invencion, si existe un incremento significativo en el porcentaje de citolisis en comparaciéon con un control. La
actividad citotéxica relacionada con la ADCC o CDC se mide, preferentemente, como el incremento de porcentaje
absoluto, que es, preferentemente, superior al 5 %, mas preferentemente superior al 10 %, e incluso mas
preferentemente superior al 20 %.

La fagocitosis celular dependiente de anticuerpos, ADCP, en ocasiones denominada ADPC, normalmente se investiga
junto con la citolisis de células humanas cultivadas. La fagocitosis por los fagocitos, normalmente monocitos humanos
o macrofagos derivados de monocitos, mediada por un anticuerpo, se puede determinar del siguiente modo. Los
monocitos purificados se pueden cultivar con citocinas para potenciar la expresion de los FcyR o para inducir la
diferenciacion en macrofagos. Los ensayos de ADCP y ADCC se realizan después con las células diana. La
fagocitosis se determina como el porcentaje de células positivas medidas mediante citometria de flujo. La actividad de
ADCP positiva se demuestra con una captacion significativa del complejo anticuerpo-antigeno mediante los fagocitos.
La actividad citotoxica relacionada con la ADCP se mide, preferentemente, como el porcentaje absoluto de la
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captacion del complejo antigeno-anticuerpo mediante los fagocitos, que es, preferentemente, superior al 5 %, mas
preferentemente superior al 10 % e incluso mas preferentemente superior al 20 %.

En un ensayo tipico, los PBMC o monocitos o macréfagos derivados de monocitos se suspenden en medio RF2 (RPMI
1640 suplementado con 2 % de FCS) en placas de 96 pocillos a una concentracion de 1 x 10° células viables en 100
ml/pocillo. Las células diana adecuadas, que expresan el antigeno diana, por ejemplo, antigeno Her2/neu y células
SKBR3, se tifien con colorante fluorescente verde PKH2. Después, 1 x 10* células diana marcadas con PKH2 y un
anticuerpo (IgG1) especifico de Her2 (o anticuerpo modular) o isotipo de IgG1 de ratdbn como control (o anticuerpo
modular de control) se afiaden al pocillo de PBMC a concentraciones diferentes (p. €j., 1-100 mg/ml) y se incuban en
un volumen final de 200 ml a 37 °C durante 24 horas. Tras la incubacién, los PBMC o monocitos o macrofagos
derivados de monocitos y las células diana se recogen con EDTA-PBS y se transfieren a placas de 96 pocillos de fondo
en V. Las placas se centrifugan y se aspira el sobrenadante. Las células se contratifien con una mezcla de 100 ml de
anti-CD11 b, anti-CD14 e IgG humana conjugados con RPE, se mezclan y se incuban durante 60 minutos en hielo. Las
células se lavan y se fijan con 2 % de formaldehido-PBS. Se realiza un andlisis citométrico de flujo con dos colores con,
por ejemplo, FACS Calibur en acotamiento 6ptimo. Las células diana marcadas con PKH2 (verde) se detectan en el
canal FL-1 (longitud de onda de emisién, 530 nm) y los PBMC o monocitos marcados con RPE o macréfagos
derivados de monocitos (rojo) se detectan en el canal FL-2 (longitud de onda de emision, 575 nm). Las células diana
residuales se definen como células que son células marcadas doblemente PKH2*/RPE- (PKH2*/RPE") y se considera
que representan la fagocitosis de las dianas por PBMC o monocitos o macréfagos derivados de monocitos. La
fagocitosis de las células diana se calcula con la ecuacion siguiente: porcentaje de fagocitosis = 100x [(porcentaje de
dobles positivas)/(porcentaje de dobles positivas + porcentaje de dianas residuales)]. Todas las pruebas normalmente
se realizan por duplicado o por triplicado y los resultados se expresan como la media 6 SD.

La actividad apoptotica se mide, preferentemente, usando métodos estandar de determinacion de las células
moribundas o muertas. Con el fin de medir la necrosis y la apoptosis, se pueden usar ensayos de citotoxicidad. Estos
ensayos pueden ser ensayos radiactivos y no radiactivos que miden incrementos en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, ya que las células moribundas presentan fugas, o ensayos colorimétricos que miden la reduccion de la
actividad metabdlica de las mitocondrias; las mitocondrias en las células muertas no pueden metabolizar los
colorantes, mientras que las mitocondrias de las células vivas si pueden.

También se pueden medir indicadores tempranos de la apoptosis, tales como la fragmentacién del ADN en
poblaciones de células o en células individuales, en los que el ADN apoptético se rompe en piezas de diferente
longitud, las alteraciones en la asimetria de la membrana (ensayos basados en fosfatidil serina y anexina V), medicion
de la activacion de las caspasas apoptoticas o medicion de la liberacion del citocromo C y AlF en el citoplasma por las
mitocondrias.

La actividad citotdxica preferida del anticuerpo modular de acuerdo con la invencién constituye al menos el 20 % de la
citolisis, medida en un respectivo ensayo de lisis celular ex vivo.

Preferentemente, la actividad citotdxica del anticuerpo modular de acuerdo con la invenciéon es mediar en la lisis celular
o en la muerte celular en un ensayo basado en células con una CE50<10% M, preferentemente en el intervalo
nanomolar o inferior.

La funcion efectora del anticuerpo modular de acuerdo con la invencion es, preferentemente, una actividad citotéxica
biolégica, que normalmente difiere de cualquier actividad citotoxica sintética, por ejemplo, como se proporciona
mediante una toxina que puede estar conjugada a una estructura de inmunoglobulina. Las toxinas normalmente no
activan las moléculas efectoras y el mecanismo de defensa biolégica. Por lo tanto, la actividad citotdxica preferida de
los anticuerpos modulares de acuerdo con la invencién es una actividad citotéxica biolégica, que normalmente es
inmunoestimulante, lo que conduce a una citolisis eficaz.

La actividad citotoxica se diferencia ademas del simple efecto de inhibicién celular en que una sustancia esta
inhibiendo el crecimiento celular, por ejemplo, uniéndose al receptor de un factor de crecimiento, de modo que se
bloquea la funcion del factor de crecimiento, o inhibiendo la angiogénesis. La citotoxicidad se considera esencialmente
un ataque activo para matar células, lo que conduce a la muerte o lisis celular y, por lo tanto, se considera una forma
altamente eficiente para reducir inmediatamente el niumero de células malignas o infectadas. En comparacion con los
compuestos citotdxicos, los inhibidores del crecimiento celular no matan las células inmediatamente, sino que
unicamente reducen el crecimiento y la proliferaciéon celular, por lo que se consideran menos activos para fines
terapéuticos.

El anticuerpo modular puede unirse especificamente a cualquier tipo de moléculas o estructuras de union, en particular
a antigenos, moléculas proteicas, proteinas, péptidos, polipéptidos, acidos nucleicos, glicanos, carbohidratos, lipidos,
moléculas organicas, en particular moléculas organicas pequefias, moléculas anorganicas, o combinaciones o
fusiones de los mismos, incluyendo PEG, profarmacos o farmacos. El anticuerpo modular puede comprender al menos
dos bucles o regiones bucle en las que cada uno de los bucles o regiones bucle puede unirse especificamente a
diferentes moléculas o epitopos.
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Preferentemente, el antigeno diana se selecciona de antigenos de la superficie celular, incluyendo receptores, en
particular del grupo que consiste en las tirosinas quinasas receptoras de erbB (tales como EGFR, HER2, HER3 y
HERA4, en particular los epitopos de los dominios extracelulares de dichos receptores, p. €j.., el epitopo 4D5),
moléculas de la superfamilia del receptor del TNF, tales como el receptor de Apo-1, TNFR1, TNFR2, el receptor del
factor de crecimiento nervioso NGFR, CD40, moléculas de la superficie de los linfocitos T, receptores de linfocitos T,
antigeno OX40 de los linfocitos T, receptor TACI, BCMA, Apo-3, DR4, DR5, DR6, receptores sefiuelo tales como
DcR1, DcR2, CAR1, HVEM, GITR, ZTNFR-5, NTR-1, TNFL1, pero no se limitan a estas moléculas, antigenos de la
superficie de los linfocitos B, tales como CD10, CD19, CD20, CD21, CD22, antigenos o marcadores de tumores
solidos o células cancerosas hematologicas, células de linfoma o leucemia, otras células sanguineas, incluyendo
plaquetas, pero no se limitan a estas moléculas.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, el antigeno diana se selecciona de los antigenos presentados por
las células, como células epiteliales, células de tumores sélidos, células infectadas células sanguineas, células
presentadoras de antigeno y células mononucleares. Dichos antigenos diana expresados y sobreexpresados por las
células estan preferentemente dirigidos y que se seleccionan del grupo que consiste en antigenos asociados a
tumores, en particular EpCAM, glicoproteina 72 asociada a tumores (TAG-72), antigeno asociado a tumores CA 125,
antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA), antigeno asociado con el melanoma de peso molecular alto
(HMW-MAA), antigeno asociado a tumores que expresa hidratos de carbono relacionados con cuerpos de Lewy,
antigeno carcinoembrionario (CEA), CEACAM5, HMFG PEM, MUC1 de mucina, MUC18 y antigeno asociado con
tumores de citoqueratina, antigenos bacterianos, antigenos viricos, alérgenos, moléculas de IgE relacionadas con la
alergia, cKIT y receptor de Fc-épsilon, IRp60, receptor de IL-5, CCR3, receptor de glébulos rojos (CR1), seroalbimina
humana, seroalbumina de ratén, seroalbumina de rata, receptores Fc, receptor FcRn-Fc gamma nenonatal, receptores
Fc-gamma, Fc-gamma RI, Fc-gamma-RIl, Fc-gamma RIIl, receptores Fc-alfa, Fc épsilon, fluoresceina, lisozima,
receptor 9 de tipo toll, eritropoyetina, CD2, CD3, CD3, CD4, CD11, CD11a, CD14, CD16, CD18, CD19, CD20, CD22,
CD23, CD25, CD28, CD29, CD30, CD32, CD33 (proteina p67), CD38, CD40, CD40L, CD52, CD54, CD56, CD64,
CD80, CD147, GD3, IL-1, IL-1R, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, IL-6R, IL-8, IL-12, IL15, IL-17, IL-18, IL-23, LIF, OSM,
interferon alfa, interferon beta, interferon gamma, TNF alfa, TNFbeta2, TNFalfa, TNF alfa beta, TNF-R1, TNF-RII,
FasL, CD27L, CD30L, 4-1 BBL, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, LIGHT, VEG1, OX40L, receptor 1 de TRAIL,
receptor A1 de adenosina, receptor beta de linfotoxinas, TACI, BAFF-R, EPO; LFA-3, ICAM-1, ICAM-3, integrina
beta1, integrina beta1, integrina alfa-4/beta 7, integrina alfa 2, integrina alfa 3, integrina alfa 4, integrina alfa 5, integrina
alfa 6, integrina alfa v, integrina alfa V beta 3, FGFR-3, Factor de crecimiento de queratinocitos, GM-CSF, M-CSF,
RANKL, VLA-1, VLA-4, L-selectina, anti-Id, E-selectina, HLA, HLA-DR, CTLA-4, receptor de linfocitos T B7-1, B7-2,
integrina VNR, TGF beta 1, TGF beta 2, eotaxinl, BLyS (estimulador de los linfocitos B), complemento C5, IgE, IgA,
IgD, IgM, 1gG, factor VII, CBL, NCA 90, EGFR (ErbB-1), Her2/neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3), Her4 (ErbB4), factor tisular,
VEGF, VEGFR, receptor de la endotelina, VLA-4, hidratos de carbono, tales como los antigenos del grupo sanguineo
e hidratos de carbono relacionados, glicosilacion de Galili, Gastrina, receptores de la gastrina, hidratos de carbono
asociados con tumores, proteccion NP o proteccion NIP de hapteno, receptor alfa/beta de linfocitos T, E-selectina,
P-glicoproteina, MRP3, MRP5, glutatién-S-transferasa pi (proteinas de resistencia a multiples farmacos), proteina de
la membrana de granulos alfa (GMP) 140, digoxina, fosfatasa alcalina de la placenta (PLAP) y fosfatasa alcalina de
tipo PLAP testicular, receptor de la transferrina, Heparanasa |, miosina cardiaca humana, Glicoproteina lIb/llla
(GPlIb/llla), glicoproteina de la cubierta de gH del citomegalovirus humano (HCMV), gp120 del VIH, HCMV, virus
sincitial respiratorio, RSVF, Fgp del RSVF, integrina VNR, gp120 de Hep B, CMV, gplibllla, bucle V3 de gp120 de HIV
I1IB, Fgp del virus sincitial respiratorio (RSV), glicoproteina gD del virus del herpes simple (VHS) glicoproteina gB del
VHS, glicoproteina de la cubierta gB del HCMV, toxina de Clostridium perfringens y fragmentos de la misma.

Los anticuerpos modulares se pueden unir a dicho antigeno diana con una afinidad elevada, en particular con una
constante de asociacion alta y/o de disociacién baja, o una avidez alta por la union. Normalmente, se considera que un
ligante tiene una afinidad elevada con una Kd<10-° M. Se pueden preparar agentes de unién de afinidad media con una
Kd inferior a 10 hasta 10, preferentemente junto con un proceso de maduracion de la afinidad.

La maduracién de la afinidad es el proceso por el cual se producen anticuerpos con una mayor afinidad por el antigeno.
Con cambios estructurales de un anticuerpo, incluyendo mutagénesis de aminoacidos o como consecuencia de la
mutacion somatica en los segmentos génicos de la inmunoglobulina, se producen variantes de un sitio de unién a un
antigeno y se seleccionan las afinidades mayores. Los anticuerpos modulares de afinidad madurada pueden exhibir
una afinidad mayor que un anticuerpo parental. Los anticuerpos parentales individuales se pueden someter a
maduracion de la afinidad. Como alternativa, conjuntos de anticuerpos modulares con una afinidad de unién similar al
antigeno diana se pueden considerar estructuras parentales que varian para obtener anticuerpos individuales de
afinidad madurada o conjuntos de dichos anticuerpos con afinidad madurada.

La variante de afinidad madurada preferida de un anticuerpo modular exhibe al menos un incremento por 10 en la
afinidad de la union, preferentemente un aumento de al menos 100 veces. La maduracion de la afinidad se puede usar
en el transcurso de las camparias de seleccion que usan las respectivas bibliotecas de moléculas parentales, bien con
anticuerpos modulares con una afinidad de unién media para obtener el anticuerpo modular de la invencién que tiene
la propiedad de unién a la diana especifica de una afinidad de union Kd<10-® M y, opcionalmente, una potencia de
Cl150<10® M. Como alternativa, la potencia de unién o afinidad se puede aumentar todavia mas mediante la
maduracion de la afinidad del anticuerpo modular de acuerdo con la invencion para obtener los elevados valores
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correspondientes a una Kd o CI50 inferior a 10° M, preferentemente menor de 107'© M o incluso menor de 10" M, lo
mas preferido, en el intervalo picomolar.

La CI50, también denominada CE50 o concentracién de saturacion al 50 %, es una medida de la potencia de unién de
un anticuerpo modular. Es la concentracion molar de un ligante, que produce el 50 % de la uniéon maxima posible en el
equilibrio o en saturacién. La potencia de un ligante suele estar definida por su CI50 (en el presente documento se
entiende como un valor de CE50). Esto se puede calcular para un ligante dado determinando la concentracion de
ligante necesaria para provocar la mitad de la saturacion de la unién maxima. Determinar un valor de CI50 o CE50 es
util para comparar la potencia de los anticuerpos o variantes de anticuerpos con eficacias similares, en particular,
cuando se determina en ensayos de union de saturacion, no en ensayos competitivos.

En este caso, se considera la concentracion que determina la concentracion en plasma para obtener un efecto
semimaximo (50 %) in vivo. Cuanto menor es la CI150 o la CE50, mayor es la potencia del anticuerpo modular y menor
es la concentracién del anticuerpo necesaria para inhibir la respuesta biolégica maxima, tal como la funcion efectora o
la actividad citotoxica, Las concentraciones mas bajas de anticuerpos también se pueden asociar con menores efectos
secundarios.

La afinidad de unién de un anticuerpo normalmente se caracteriza en términos de la concentracion del anticuerpo a la
cual estan ocupados la mitad de los sitios de unién a antigeno, conocida como la constante de disociacion (Kd, o Ka).

Normalmente, la afinidad de un anticuerpo se correlaciona bien con la CI50, cuando se determina en un ensayo de
unioén de saturacion. La afinidad de un antagonista por su sitio de union (Ki) se entiende como su capacidad para unirse
a un receptor, que determina la duracién de la unién y la respectiva actividad agonista. Las medidas para aumentar la
afinidad mediante maduracion de la afinidad normalmente también aumentan la potencia de la unién, lo que tiene
como resultado la correspondiente reduccién de los valores de CI50 en el mismo intervalo de los valores de Kd.

Los valores de CI50 y Kd se pueden determinar usando los ensayos de union de saturacion bien conocidos en la
técnica. Al contrario que los ensayos de competicion, los ensayos de union de saturacion proporcionan un valor
independiente de la concentracién de un competidor y, por lo tanto, un valor comparable que puede ser indicativo de la
afinidad de union in vivo.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencion se conjuga, preferentemente, con una molécula marcadora o
indicadora seleccionada del grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores
radiactivos, marcadores coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores
luminiscentes, haptenos, digoxigenina, biotina, complejos metalicos, metales, oro coloidal y mezclas de los mismos.
Se pueden usar inmunoglobulinas modificadas conjugadas con moléculas marcadoras o indicadoras, por ejemplo, en
sistemas de ensayo o métodos diagndsticos.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencion se puede conjugar con otras moléculas que permiten la simple
deteccién de dicho conjugado en, por ejemplo, ensayos de unién (p. ej., ELISA) y estudios de union.

En una realizacion preferida, las variantes de anticuerpo se someten a deteccion selectiva usando uno o0 mas ensayos
basados en células o in vivo. Para dichos ensayos, las inmunoglobulinas modificadas purificadas o sin purificar
normalmente se afladen exégenamente de un modo tal que las células se exponen a inmunoglobulinas individuales o
conjuntos de inmunoglobulinas que pertenecen a una biblioteca. Estos ensayos normalmente se basan, aunque no
siempre, en la funcién de la inmunoglobulina; es decir, la capacidad del anticuerpo para unirse a su diana y participar
en algun acontecimiento bioquimico, por ejemplo, funcién efectora, inhibicién de la union ligando/receptor, apoptosis, y
similares. Dichos ensayos a menudo implican monitorizacion de la respuesta de las células al anticuerpo, por ejemplo,
la supervivencia celular, la muerte celular, cambio en la morfologia celular, o activaciéon transcripcional, tal como
expresion celular de un gen natural o gen indicador. Por ejemplo, dichos ensayos pueden medir la capacidad de las
variantes de anticuerpos para producir ADCC, ADCP, CDC o actividad apoptética. Para algunos ensayos, puede ser
necesario anadir células o componentes adicionales, es decir ademas de las células diana, por ejemplo, complemento
sérico, o células efectoras tales como monocitos de sangre periférica (PBMC), células NK, macroéfagos, y similares.
Dichas células adicionales pueden proceder de cualquier organismo, preferentemente seres humanos, ratones, rata,
conejo y monos. Los anticuerpos modulares pueden producir apoptosis de determinadas lineas celulares que
expresan la diana o pueden mediar en el ataque sobre las células diana por células inmunitarias que se han afiadido al
ensayo. Los métodos para monitorizar la muerte celular o la viabilidad celular son conocidos en la técnica e incluyen el
uso de colorantes, reactivos inmunoquimicos, citoquimicos, y radiactivos. Por ejemplo, los ensayos de tincion de la
caspasa pueden permitir medir la apoptosis, y la captacion o liberacion de sustratos radiactivos o colorantes
fluorescentes, tales como azul alamar, pueden permitir la monitorizacién del crecimiento activacion celular.

En una realizacion preferida, se puede usar el ensayo de citotoxicidad basado en DELFIART EuTDA (Perkin Elmer,
MA). Como alternativa, las células muertas o dafiadas se pueden monitorizar midiendo la liberacién de uno o mas
componentes intracelulares naturales, por ejemplo, lactato deshidrogenasa.

La activacién de la transcripcion también puede servir como método para analizar la funcién en ensayos basados en
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células. En este caso, la respuesta se puede monitorizar analizando los genes naturales o inmunoglobulinas que
pueden regularse por aumento, por ejemplo, se puede medir la liberacion de determinadas interleucinas o, como
alternativa, la lectura se puede realizar a través de una construccion indicadora. Los ensayos basados en células
también pueden implicar la medida de cambios morfolégicos de las células como respuesta a la presencia de
anticuerpos modulares. Los tipos de células para dichos ensayos pueden ser células procariotas o eucariotas, y se
puede usar diversas lineas celulares conocidas en la técnica. Como alternativa, la deteccién selectiva basada en
células se realiza usando células que se han transformado o transfectado con acidos nucleicos que codifican las
variantes. Esto es, las variantes de anticuerpos no se afiaden exdgenamente a las células. Por ejemplo, en una
realizacion, la deteccion selectiva basada en células usa expresion en superficie celular. Se puede usar una pareja de
fusién que permita expresar inmunoglobulinas modificadas sobre la superficie celular (Witrrup, 2001) Curr Opin
Biotechnol, 12:395-399).

En una realizacion preferida, la inmunogenicidad de los anticuerpos modulares se puede determinar
experimentalmente usando uno o mas ensayos basados en células. En una realizacion preferida, se usan ensayos de
activacion ex vivo de linfocitos T para cuantificar experimentalmente la inmunogenicidad. En este método, las células
presentadoras de antigeno y los linfocitos T nativos de donantes equivalentes se exponen a un péptido o a un
anticuerpo entero de interés una o mas veces. Después, la activacion de los linfocitos T se puede detectar usando una
serie de métodos, por ejemplo, mediante monitorizacion de la produccion de citocinas o midiendo la captacion de
timidina tritiada. En la realizacion mas preferida, la produccion de interferbn gamma se monitoriza usando ensayos
ELISPOT.

Las propiedades biologicas del anticuerpo modular de acuerdo con la invenciéon se pueden caracterizar in vivo en
experimentos con tejido, y organismos enteros. Como se conoce en la técnica, los farmacos a menudo se analizan in
vivo en animales, incluyendo, entre otros, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos y monos, con el fin de medir la
eficacia de un farmaco para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de enfermedad, o medir la
farmacocinética, la farmacodinamica, la toxicidad, y otras propiedades de un farmaco. Se puede hacer referencia a los
animales como modelos de enfermedad. A menudo, los agentes terapéuticos se prueban en ratones, incluyendo, entre
otros, ratones atimicos, ratones SCID, ratones con xenoinjertos y ratones transgénicos (incluyendo activados e
inactivados). Dicha experimentacién puede proporcionar datos significativos para la determinacién del potencial del
anticuerpo a usar como agente terapéutico con la semivida adecuada, funciéon efectora, actividad apoptética y
actividad citotdxica o citolitica adecuadas. Cualquier organismo, preferentemente mamiferos, se puede usar para las
pruebas. Por ejemplo, debido a su similitud genética con los seres humanos, primates, los monos pueden ser modelos
terapéuticos adecuados y, por lo tanto, se pueden usar para probar la eficacia y la toxicidad, la farmacocinética, la
farmacodinamica, la semivida, u otra propiedad del anticuerpo modular de acuerdo con la invencién. Las pruebas de
las sustancias en seres humanos son necesarias, en ultima instancia, para la aprobacién de los farmacos vy, por lo
tanto, por supuesto, se contemplan estos experimentos. Por consiguiente, los anticuerpos modulares de la presente
invencion se pueden analizar en seres humanos para determinar su eficacia terapéutica, de la toxicidad, la
inmunogenicidad, la farmacocinética, y/u otras propiedades clinicas. Especialmente, los anticuerpos modulares que se
unen a células Unicas o a un complejo celular a través de al menos dos motivos de union, preferentemente la union de
al menos tres estructuras con reticulacion con las células diana, se considerarian eficaces en la actividad efectora o la
actividad preapoptética o apoptoética tras la reticulacion y direccion celular. La unién multivalente proporciona una
asociacion relativamente grande de las parejas de unién, también denominada reticulacion, que es un requisito previo
para la apoptosis y la muerte celular.

El anticuerpo modular de la presente invencién puede encontrar uso en una amplia gama de productos de anticuerpos.
En una realizacion, el anticuerpo modular de la presente invencién se usa para terapia o profilaxis, por ejemplo, como
inmunoterapia activa o pasiva, para uso preparativo, industrial o analitico, como compuesto diagnoéstico, industrial o
reactivo de investigacion, preferentemente como un agente terapéutico. El anticuerpo modular puede encontrar uso en
una composicion de anticuerpo que es monoclonal o policlonal. En una realizacion preferida, los anticuerpos
modulares de la presente invencion se usan para capturar o matar células diana que portan el antigeno diana, por
ejemplo, células cancerosas. En una realizacion alternativa, los anticuerpos modulares de la presente invencion se
usan para bloquear, antagonizar o agonizar el antigeno diana, por ejemplo, antagonizando una citocina o receptor de
citocinas.

En una realizacion preferida alternativa, los anticuerpos modulares de la presente invencién se usan para bloquear,
antagonizar o agonizar los factores de crecimiento o receptores de factores de crecimiento y, de este modo, mediar en
la muerte de las células diana portadoras o que necesitan el antigeno diana.

En una realizacién preferida alternativa, los anticuerpos modulares de la presente invenciéon se usan para bloquear,
antagonizar o agonizar enzimas y sustratos de enzimas.

En una realizaciéon preferida, un anticuerpo modular se administra a un paciente para tratar un trastorno especifico. Un
"paciente", para los fines de la presente invencion, incluye seres humanos y otros animales, preferentemente
mamiferos y, lo mas preferentemente, seres humanos. Por "trastorno especifico” se quiere decir, en el presente
documento, un trastorno que se puede mejorar mediante la administracion de una composicién farmacéutica que
comprende una inmunoglobulina modificada de la presente invencion.
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En una realizacion, un anticuerpo modular de acuerdo con la presente invencion es el unico agente terapéuticamente
activo administrado a un paciente. Como alternativa, el anticuerpo modular de acuerdo con la presente invencién se
administra en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos, incluyendo, entre otros, agentes citotoxicos, agentes
quimioterapéuticos, citocinas, agentes inhibidores del crecimiento, agentes antihormonales, inhibidores de la quinasa,
agentes antiangiogénicos, cardioprotectores, u otros agentes terapéuticos. El anticuerpo modular se puede
administrar de forma concomitante con uno o mas de otros regimenes terapéuticos. Por ejemplo, un anticuerpo
modular de la presente invencion se puede administrar al paciente junto con quimioterapia, radioterapia, o tanto
quimioterapia como radioterapia. En una realizacion, el anticuerpo modular de acuerdo con la presente invencién se
puede administrar en combinacién con uno o mas anticuerpos, que pueden o no comprender un anticuerpo modular de
la presente invencion. De acuerdo con otra forma de realizacion de la invencion, el anticuerpo modular de la presente
invencion y una o mas terapias anticancerosas se usan para tratar las células cancerosas ex vivo. Se contempla que
dicho tratamiento ex vivo puede ser util en el trasplante de médula 6sea y, en particular, trasplante autélogo de médula
6sea. Por supuesto, se contempla que los anticuerpos de la invencién se puedan usar en combinacién con otras
técnicas terapéuticas mas, tales como cirugia.

Otros diversos agentes terapéuticos pueden encontrar uso para la administracion con el anticuerpo modular de la
presente invencion. En una realizacion, el anticuerpo modular se administra con un agente antiangiogénico, que es un
compuesto que bloquea, o interfiere en algun grado con el desarrollo de vasos sanguineos. El factor antiangiogénico
puede, por ejemplo, ser una molécula pequefia o una proteina, por ejemplo, un anticuerpo, una molécula de fusién Fc
o citocina, que se une a un factor de crecimiento o receptor de factor de crecimiento implicado en la estimulacion de la
angiogénesis. El factor antiangiogénico preferido en el presente documento es un anticuerpo que se une al factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). En una realizacion alternativa, el anticuerpo modular se administra con un
agente terapéutico que induce o potencia la respuesta inmunologica adaptativa, por ejemplo, un anticuerpo dirigido a
CTLA-4. En una realizacion alternativa, la inmunoglobulina modificada se administra con un inhibidor de la tirosina
quinasa, que es una molécula que inhibe en cierta medida la actividad tirosina quinasa de una tirosina quinasa. En una
realizacién alternativa, el anticuerpo modular de la presente invencién se administra con una citocina. Por "citocina",
como se usa en el presente documento, se quiere decir un término genérico para proteinas liberadas por una
poblacién celular que actua en otra célula como mediadores intercelulares, incluyendo quimiocinas.

Se contemplan composiciones farmacéuticas en las que se formulan los anticuerpos modulares de la presente
invencion y uno o mas agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones estables de los anticuerpos modulares de
la presente invencion se preparan para almacenar mezclando dicha inmunoglobulina que tiene el grado deseado de
pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales, en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Las formulaciones que se van a usar para la administracién in vivo
son, preferentemente, estériles. Esto se consigue facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracion
estériles u otros métodos. El anticuerpo modular y otros agentes terapéuticamente activos desvelados en el presente
documento también se pueden formular como inmunoliposomas y/o encerrarse en microcapsulas.

La administracion de la composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo modular de la presente invencién,
preferentemente en forma de una soluciéon acuosa estéril, puede realizarse de varios modos, incluyendo, pero sin
limitacion, las vias oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica, transdérmica, mucosal, topica (p. €j., geles,
unglientos, lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar (p. ej., tecnologia de inhalacién
AERx™ disponible en el mercado en Aradigm, o sistema de liberacion pulmonar Inhance™ disponible en el mercado
en Inhale Therapeutics), vaginal, parenteral, rectal, o intraocular.

Los anticuerpos modulares se pueden modificar mediante un método de mutagénesis para obtener un nuevo sitio de
unién. La mutagénesis preferida se refiere a técnicas de aleatorizacion, en las que la secuencia de aminoacidos de un
péptido o polipéptido estd mutada al menos en una posicién, por tanto, se obtiene una secuencia aleatorizada, que
participa en la union a antigeno. Por ejemplo, las secuencias de anticuerpo especificas se modifican de forma aleatoria
para obtener una molécula de acido nucleico que codifica una inmunoglobulina, dominios de inmunoglobulina o parte
del mismo, que comprende al menos una unidad de repeticidn de nucleétidos, preferentemente dentro de una region
de codificacion de bucle estructural o dentro de una regién terminal, que tiene la secuencia 5'-NNS-3', 5-NNN-3',
5'NNB-3’ o 5NNK-3'. En algunas realizaciones, el acido nucleico modificado comprende codones de nucleétidos
seleccionados del grupo de TMT, WMT, BMT, RMC, RMG, MRT, SRC, KMT, RST, YMT, MKC, RSA, RRC, NNK, NNN,
NNS o cualquier combinacién de los mismos (la codificacion es conforme a la IUPAC).

La modificacion de la molécula de acido nucleico puede realizarse introduciendo oligonucleotidos sintéticos en un
segmento mas grande de acido nucleico o mediante la sintesis de novo de una molécula de acido nucleico completa.
La sintesis de acido nucleico se puede realizar con bloques componentes de tres nucleétidos que reducirian el nimero
de combinaciones de secuencias sin sentido si se va a codificar un subconjunto de aminoacidos (p. €j., Yanez et al.
Nucleic Acids Res. (2004) 32:e158; Virnekas et al. Nucleic Acids Res. (1994) 22:5600-5607).

Cada dominio de unién potencial puede permanecer fisicamente asociado a la molécula de ADN o de ARN completa

que lo codifica y, ademas, las proteinas de fusion oligomerizan en la superficie de un paquete genético para presentar
el polipéptido de union en la estructura oligomérica nativa y funcional. Una vez que se han identificado dominios de
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unién satisfactorios, se puede obtener facilmente el gen para fines de expresion, recombinacion o ingenieria
adicionales. La forma que toma dicha asociacién es un "paquete genético replicable", tal como un virus, célula o
espora que se replica y expresa el gen que codifica el dominio de unién, y transporta el dominio de unién a su
superficie externa. Otra forma es un paquete genético replicable in vitro, tal como ribosomas que unen el ARN de
codificacion con la proteina traducida. En la expresion en ribosomas, el material genético se replica mediante
amplificacion enzimatica con polimerasas.

Esas células o virus de acido nucleico portadores de los agentes de unién que reconocen la molécula diana estan
aisladas y, en caso necesario, amplificadas. El paquete genético es, preferentemente, el fago M14, y la proteina
incluye la sefal de transporte a la superficie externa de la proteina génica Ill del M13.

El sistema de expresion preferido para las proteinas de fusion es una célula hospedadora no supresora, que seria
sensible a un codén de terminacién, tal como un codén de terminacion ambar y, por lo tanto, se detendria la traduccion.
En ausencia de dicho codén de terminacién, se usan dichas células hospedadoras no supresoras, preferentemente E.
coli. En presencia de dicho codén de terminacion, se usarian células hospedadoras supresoras.

Preferentemente, en el método, el vector o plasmido del paquete genético esta bajo el control estrecho del elemento
regulador de la transcripcion, y las condiciones de cultivo se ajustan de forma que la cantidad o el nimero de particulas
de vector o fagémido que muestran menos de dos copias de la proteina de fusion sobre la superficie de la particula es
inferior a aproximadamente un 20 %. Mas preferentemente, la cantidad de particulas de vector o fagémido que
muestran menos de dos copias de la proteina de fusion es inferior al 10 % de la cantidad de particulas que muestran
una o mas copias de la proteina de fusién. Lo mas preferentemente, la cantidad es inferior al 1 %.

El vector de expresion puede ser capaz de expresar un polipéptido de unién, y se puede producir del siguiente modo:
En primer lugar, se sintetiza una biblioteca génica de polipéptidos de unién introduciendo una pluralidad de
polinucleétidos que codifican diferentes secuencias de union. La pluralidad de polinucleétidos puede sintetizarse en
una cantidad adecuada para unirse en combinacion operable en un vector que se puede propagar para expresar una
proteina de fusién de dicho polipéptido de union. Como alternativa, la pluralidad de oligonucleétidos también se puede
amplificar mediante reaccién en cadena de la polimerasa para obtener suficiente material para expresion. Sin
embargo, esto solo seria ventajoso si el polipéptido de unién estuviera codificado por una secuencia de polinucleétidos
grande, por ejemplo, mayor de 200 pares de bases o, en ocasiones, mayor de 300 pares de bases. Por lo tanto,
preferentemente se forma una biblioteca sintética diversa, lista para seleccionar de dicha biblioteca diversa al menos
un vector de expresion capaz de producir polipéptidos de union que tienen la funcién y la propiedad de unién
preseleccionada deseada, tal como especificidad.

La molécula de acido nucleico modificada aleatoriamente puede comprender las unidades de repeticion identificadas
anteriormente, que codifican todos los aminoacidos de origen natural o un subconjunto de los mismos. Dichas
bibliotecas que contienen secuencias modificadas en las que un subconjunto especifico de aminoacidos se usa para
fines de modificacion se denominan bibliotecas "centradas". EI miembro de dichas bibliotecas tiene una probabilidad
mayor de ser un aminoacido de dicho subconjunto en la posicién modificada, que es al menos dos veces mayor de lo
normal, preferentemente al menos 3 veces o incluso al menos 4 veces mayor. Dichas bibliotecas también tienen un
numero limitado o menor de miembros de la biblioteca, de modo que el nimero de miembros reales de la biblioteca
alcanza el numero de miembros teoricos de la biblioteca. En algunos casos, el numero de miembros de biblioteca de
una biblioteca objetivo no es inferior a 103 veces el nimero tedrico, preferentemente, no inferior a 102 veces y, alin mas
preferentemente, no inferior a 10 veces.

Normalmente, las bibliotecas comprenden al menos 10 proteinas de fusiéon o potenciales agentes de unién o variantes
de proteinas estructurales, preferentemente al menos 100, mas preferentemente al menos 1.000, mas
preferentemente al menos 104 mas preferentemente al menos 10% mas preferentemente al menos 108, mas
preferentemente al menos 107, mas preferentemente al menos 108 mas preferentemente al menos 10°, mas
preferentemente al menos 10'°, mas preferentemente al menos 10", hasta 102, en los casos de métodos de
expresion in vitro, tal como expresién en ribosomas, es viable incluso un nUmero mas alto.

Se dispone de varias alternativas para la fabricacion del gen que codifica la biblioteca aleatorizada. Es posible producir
el ADN mediante un enfoque completamente sintético, en el que la secuencia se divide en fragmentos solapantes que
después se preparan como oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos se mezclan, y se hibridan entre si
calentando primero hasta aproximadamente 100 °C y, después, enfriando lentamente hasta la temperatura ambiente.
Después de esta etapa de hibridacion, el gen ensamblado sintéticamente se puede clonar directamente o se puede
amplificar mediante PCR antes de la clonacién.

Como alternativa, se pueden usar otros métodos para la mutagénesis dirigida para la generacién del inserto de la
biblioteca, tal como el método de Kunkel (Kunkel TA. Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic
selection. Proc Natl Acad Sci USA. Ene 1985; 82(2):488-92) o el método de Dpnl (Weiner MP, Costa GL, Schoettlin W,
Cline J, Mathur E, Bauer JC. Site-directed mutagenesis of double-stranded DNA by the polymerase chain reaction.
Gen. 30 de diciembre de 2005; 151(1-2):119-23).
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Con varios fines, puede ser ventajoso introducir mutaciones silenciosas en la secuencia que codifica el inserto de la
biblioteca. Por ejemplo, se pueden introducir sitios de restriccion que facilitan la clonacién o el intercambio modular de
partes de la secuencia. Otro ejemplo para la introduccién de mutaciones silenciosas es la capacidad para "marcar"
bibliotecas, que significa darles un codén especifico en una posicién seleccionada, lo que les permite (o a los clones
seleccionados derivados de los mismos), por ejemplo, ser reconocidos durante las siguientes etapas, en las que, por
ejemplo, diferentes bibliotecas con diferentes caracteristicas se pueden mezclar y usar como mezcla en el
procedimiento de seleccién (panning).

Asimismo, se desvela un método para producir un oligdmero de dominios de anticuerpo modular que se unen a una
diana, que comprende las etapas de:

- proporcionar una biblioteca de oligdmeros de los dominios de anticuerpo modular producidos de acuerdo con el
método tal como se ha descrito

- poner en contacto dicha biblioteca con dicha diana en presencia de un ligando estructural,

- seleccionar un miembro de la biblioteca que se una a dicha diana en presencia de un ligando estructural, y

- fabricar una preparacion del oligomero funcional.

El ligando estructural se puede seleccionar del grupo que consiste en una molécula efectora, FcRn, Proteina A,
Proteina G, Proteina L y diana en CDR. Como un ejemplo, la molécula efectora se puede seleccionar del grupo que
consiste en CD64, CD32, CD16 y receptores Fc.

Los oligdmeros pueden ser dimeros seleccionados del grupo de VH/VL, CH1/CL, CH2/CH2, CH3/CH3, Fcy Fab, o
cadenas sencillas de los mismos.

El método puede proporcionar una biblioteca que contiene al menos 10? clones independientes que expresan
oligbmeros funcionales de dominios de anticuerpo modular o variantes de los mismos. También se proporciona un
conjunto de clones independientes preseleccionados que, por ejemplo, tiene afinidad madurada, comprendiendo el
conjunto, preferentemente, al menos 10, mas preferentemente al menos 100, mas preferentemente al menos 1000,
mas preferentemente al menos 10000, incluso mas preferentemente mas de 100.000 clones independientes. Dichas
bibliotecas, que contienen los conjuntos preseleccionados, son fuentes preferidas para seleccionar los anticuerpos
modulares de alta afinidad.

Las bibliotecas como se usan de acuerdo con la invencion comprenden, preferentemente, al menos 102 miembros de
la biblioteca, mas preferentemente, al menos 10°, mas preferentemente, al menos 104, mas preferentemente, al menos
10%, mas preferentemente al menos 106 miembros de la biblioteca, mas preferentemente, al menos 107, mas
preferentemente, al menos 108, mas preferentemente, al menos 10°, mas preferentemente, al menos 10'°, mas
preferentemente, al menos 10", hasta 10'2 miembros de una biblioteca, derivados preferentemente de una molécula
parental, que es un anticuerpo modular funcional como un armazén que contiene al menos una funcion especifica o
resto de unién, y derivados de los mismos para obtener por ingenieria un nuevo sitio de unién aparte del original, la
region de union funcional de dicho resto parental.

Normalmente, las bibliotecas contienen ademas variantes del anticuerpo modular, resultantes de la mutagénesis o
técnicas de aleatorizacion. Estas variantes incluyen anticuerpos inactivos o no funcionales. Por lo tanto, se prefiere
que dichas bibliotecas se sometan a deteccién selectiva con el ensayo adecuado para determinar el efecto funcional.
Las bibliotecas preferidas comprenden al menos 102 variantes de anticuerpos modulares, mas preferentemente, al
menos 103, mas preferentemente, al menos 104, mas preferentemente, al menos 10°%, mas preferentemente, al menos
108, mas preferentemente, al menos 107, mas preferentemente, al menos 108, mas preferentemente, al menos 10°,
mas preferentemente, al menos 10'°, mas preferentemente, al menos 10", hasta 10'2 variantes o mas para
proporcionar un repertorio muy diverso de anticuerpos para seleccionar los mejores agentes de unién adecuados.
Cualquiera de estas bibliotecas sintéticas se puede generar usando métodos de mutagénesis como se desvela en el
presente documento.

Preferentemente, la biblioteca es una biblioteca de levaduras y la célula hospedadora de levadura exhibe en la
superficie los oligdmeros con la actividad biolégica. La célula hospedadora de levadura se selecciona,
preferentemente, de los géneros Saccharomyces, Pichia, Hansenula, Schizisaccharomyces, Kluyveromyces, Yarrowia
y Candida. Lo mas preferido, la célula hospedadora es Saccharomyces cerevisiae.

También se desvela una biblioteca de alta calidad que contiene al menos 102 clones independientes de dimeros
funcionales de dominios de anticuerpo modular o variantes de los mismos, o los conjuntos de clones optimizados o
preseleccionados, por ejemplo, los clones de afinidad madurada, conteniendo los conjuntos al menos 10 clones
independientes que se unen a una diana y a un ligando estructural. La diana puede ser un ligando que se une a una
molécula parental objeto de una variacion de aminoacidos. La molécula parental puede ser un oligémero funcional, en
particular un Fc funcional o un Fab funcional, o partes de los mismos.

La biblioteca puede contener dimeros funcionales de dominios de anticuerpo modular que se unen a una dianay a un
ligando estructural, y al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 %, mas preferentemente al menos un 40 %
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de los dimeros funcionales se unen a CD64. Esto es particularmente preferido con un anticuerpo modular que contiene
dominios CH2, tal como un armazoén Fc.

Como alternativa, la biblioteca puede contener dimeros funcionales de dominios de anticuerpo modular que se unen a
una diana y a un ligando estructural, y al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 %, mas preferentemente, al
menos un 40 % de los dimeros funcionales se unen a la proteina A. Esto es particularmente preferido con un
anticuerpo modular que contiene los dominios CH2 y CH3, tal como un armazén Fc.

Como alternativa, la biblioteca puede contener dimeros funcionales de dominios de anticuerpo modular que se unen a
una diana y a un ligando estructural, y al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 %, mas preferentemente al
menos un 40 % de los dimeros funcionales se unen a la misma diana de CDR. Esto es particularmente preferido con
los anticuerpos modulares que contienen una region variable, tal como un armazén Fab con especificidad por una
Unica diana de CDR.

Como es bien conocido en la técnica, existen varias tecnologias de expresion y seleccion que se pueden usar para la
identificacion y aislamiento de proteinas con determinadas caracteristicas y afinidades de union, incluyendo, por
ejemplo, tecnologias de expresion tales como celulares y no celulares, en particular sistemas de expresion
movilizados. Entre los sistemas celulares se pueden usar expresion en fagos, expresion en virus, expresion en
levaduras o en otras células eucariotas, tales como expresién en células de mamifero o de insectos. Los sistemas
movilizados estan relacionados con los sistemas de expresion en la forma soluble, tales como sistemas de expresion
in vitro, entre ellos la expresién en ribosomas, expresién de ARNm o expresion de acido nucleico.

Los métodos para la produccién y deteccion selectiva de las variantes de anticuerpos son bien conocidos en la técnica.
Se describen métodos generales para la biologia molecular de los anticuerpos, la expresion, la purificacion y la
deteccion selectiva en Antibody Engineering, editado por Duebel & Kontermann, Springer-Verlag, Heidelberg, 2001) y
Hayhurst & Georgiou, 2001, Curr Opin Chem Biol 5:683-689; Maynard & Georgiou, 2000, Annu Rev Biomed Eng
2:339-76.

Una biblioteca se puede disefiar como biblioteca exclusiva que contiene al menos un 50 % de formatos especificos,
preferentemente al menos un 60 %, mas preferentemente al menos un 70 %, mas preferentemente al menos un 80 %,
mas preferentemente al menos un 90 %, o los que consisten principalmente en formatos de anticuerpo especificos. Se
prefieren los formatos de anticuerpo especificos, de modo que la biblioteca preferida se seleccione del grupo que
consiste en una biblioteca de VH, biblioteca de VHH, biblioteca de Vkappa, biblioteca de Vlambda, biblioteca de Fab,
una biblioteca de CH1/CL, una biblioteca de Fc y una biblioteca de CH3. Se prefieren especialmente las bibliotecas
caracterizadas por el contenido de moléculas compuestas que contienen mas de un dominio de anticuerpo, tal como
una biblioteca de IgG o biblioteca de Fc. Otras bibliotecas preferidas son las que contienen receptores de linfocitos T,
que forman bibliotecas de receptores de linfocitos T. Otras bibliotecas preferidas son bibliotecas de epitopos, en las
que la proteina de fusion comprende una molécula con una variante de un epitopo, que también permite la seleccion
de moléculas competitivas que tienen una funcién de unién similar pero una funcionalidad diferente. Un ejemplo es una
biblioteca de TNF alfa, en la que trimeros de la proteina de fusion de TNF alfa se expresan mediante un Unico paquete
genético.

La descripcion anterior se entendera mas completamente con referencia a los ejemplos siguientes. Dichos ejemplos
son, sin embargo, meramente representativos de los métodos de la practica de una o mas realizaciones de la presente
invencién y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1: Construccién de la biblioteca de Fcab no centrada (Fcab01) y expresion en superficie de fagos

La estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1, publicada en la base de datos de Brookhaven como la entrada
10QO0.pdb, se uso para ayudar en el disefio de la biblioteca de Fcab.

La secuencia que se us6 como base para la construccién de la biblioteca de Fcab se proporciona en la SEQ ID No. 1
(Figura 3). En esta secuencia, el primer aminoacido corresponde a Glu 216 de IgG1 humana (numeracion de la UE: de
acuerdo con la base de datos de la IMGT
(http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire/Proteins/proteinfhuman/IGH/IGHC/Hu_IGHC allgenes.html; lookup 2007 06
25), es el primer resto de la regién de bisagra de la IgG1 humana, que se proporciona como: (E)PKSCDKTHTCPPCP)
de la regién de bisagra de la cadena constante pesada de la IgG1 humana). El penultimo resto de la SEQ ID No. 1
(Figura 3) corresponde a Gly 446 de la IgG1 humana (numeracion de la UE: IMGT: numero de resto 129 del dominio
CH3 de la IgG1 humana).

Después del detallado analisis de la estructura de 10go.pdb y mediante inspeccién visual de los restos que forman los
bucles que conectan las hebras beta, se decidi6 aleatorizar los restos 144, 145 y 146, que forman parte del bucle que
conecta la hebra beta A-B, asi como 198, 199, 200, 203 y 204, que forman parte del bucle que conecta la hebra beta
E-F de la SEQ ID No. 1 (FIGURA 3). Ademas de los restos mutados, se insertaron 5 restos en el niumero de resto 198
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de la SEQ ID No. 1 (Figura 3). En la SEQ ID No. 2 (Figura 4), se proporciona la secuencia del inserto de la biblioteca de
la biblioteca Fcab01 en la que todas las posiciones de los restos aleatorizados, asi como los 5 restos insertados se
designan con la letra X.

El gen modificado por ingenieria se produjo mediante una serie de reacciones de PCR usando cebadores
degenerados seguido de ligacion de los productos de la PCR resultantes. Para facilitar la union, algunos de los
codones de la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID No. 1 (Figura 3) se modificaron para producir sitios de
restriccion sin cambiar las secuencias de aminoacidos (mutaciones silenciosas). Para la insercion en el vector de
clonacion pHEN1 (Nucleic Acids Res. 11 Ago 1991; 19(15):4133-7. Multi-subunit proteins on the surface of filamentous
phage: methodologies for displaying antibody (Fab) heavy and light chains. Hoogenboom HR, Griffiths AD, Johnson
KS, Chiswell DJ, Hudson P, Winter G.) en marco con la sefial de secrecién pelB, se usé el sitio de restriccion Ncol
cerca del extremo 3' de la sefial de secrecién pelB. Para los restos aleatorizados, se eligié el codén NNS (cédigo
IUPAC, en el que S significa los nucleétidos C y G) que codifica los 20 aminoacidos de origen natural, pero evita 2 de
3 codones de terminacién. También se pueden usar otros codones tales como, por ejemplo, el NNB (en el que B
significa los nucleétidos T, C y G) también se pueden usar. La secuencia modificada por ingenieria se proporciona
como una secuencia de nucleotidos en la SEQ ID No. 3 (Figura 5). Esta secuencia también incluye los sitios de
restriccion usados para clonar en el vector de expresion en fagémido pHEN1, es decir, un sitio Ncol en el extremo 5'y
un sitio Notl en el extremo 3.

Las secuencias de los cebadores para PCR usados para ensamblar el dominio CH3 mutado se proporcionan en la
SEQ ID No. 4 a SEQ ID No. 9.

SEQ ID No. 4 (cebador para PCR EPKSNCO)
ccatggccgagcccaaatcttgtgacaaaactc

SEQ ID No. 4 (cebador para PCR CH3LSAC)
agtcgagctcgtcacgggatgggggcaggg

SEQ ID No. 6 (cebador para PCR CH3CSAC)
gtacgagctcnnsnnsnnscaagtcagcctgacctgcctgg

SEQ ID No. 7 (cebador para PCR CH3CHIN)
tgccaagcttgctgtagaggaagaaggagcecg

SEQ ID No. 8 (cebador para PCR CH3RHIN)
tgccaagcttaccgtgnnsnnsnnsaggtggnnsnnsgggaacgtcttctcatgctccg
SEQ ID No. 9 (cebador para PCR CH3RNOT) agttgcggccgctttacccggagacagggagag
agttgcggccgctttacccggagacagggagag

La Figura 1 muestra una presentacion esquematica de los fragmentos de PCR generados para el ensamblaje del gen
mutado y los cebadores usados.

Se us6 ADNc de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 3D6 (Felgenhauer M, Kohl J, Ruker F.
Nucleotide sequences of the cDNAs encoding the V-regions of Hand L-chains of a human mono-clonal antibody
specific to HIV-1- gp41. Nucleic Acids Res. 25 Ago 1990;18(16):4927) como molde para las reacciones de la PCR. Los
3 productos de la PCR se digirieron con Sacl y/o Hindlll respectivamente y se unieron entre si. El producto de la unién
se digiri6 adicionalmente con Ncol y Notl y se ligd en el vector fagémido de expresion en superficie pHEN1, que se
habia digerido previamente con Ncol y Notl. El producto de la ligaciéon se utilizé6 después para transformar E. coli
mediante electroporacién. Una serie de clones seleccionados se controlé6 mediante analisis de restriccion y mediante
secuenciacion de ADN y se hall6 que contenian el inserto segun lo planeado, incluyendo las secuencias aleatorizadas
correctamente insertadas. Para las etapas siguientes de la preparacion de fagos se siguieron protocolos estandar. En
resumen, la mezcla de la unién se utilizé después para transformar células TG1 de E. coli mediante electroporacién.
Posteriormente, las particulas de fago se rescataron de las células TG1 de E. coli con el fago colaborador M13-KO7.
Después, las particulas de fago se precipitaron del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en dos etapas, se
disolvieron en agua y se usaron para la seleccion mediante adsorcion o, como alternativa, se almacenaron a -80 °C

Ejemplo 2: Construccién de la biblioteca de Fcab centrada (Fcab02) y expresion en superficie de fagos

Como se describe en el Ejemplo 1, se prepar6 una biblioteca de Fcab en la que las posiciones aleatorizadas de la
biblioteca estan completamente aleatorizadas, es decir, estan codificadas por un codén, tal como NNS NNB, NNK,
NNN u otros.

Por claridad, el significado de letras tales como N, B, S o K se define en el codigo de ambigiiedad de nucleottidos de la
IUPAC, que se proporciona en la tabla siguiente:

Tabla1. Coédigo de ambigiedad de
nucleoétidos de la IUPAC

Simbolo Significado Acido nucleico
A A Adenina
C C Citosina
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G Guanina
T Timina
U Uracilo
AoC

AoG

AoT

CoG

CoT

GoT

AoCoG

AoCoT

AoGoT

CoGoT

GoAoToC
GoAoToC

ZXWOIKR<KOsSTEZCHO

Fuente: Nomenclature for incompletely specified bases in nucleic acid sequences: recommendations 1984. A
Cornish-Bowden, Nucleic Acids Res. 10 May 1985; 13(9): 3021-3030.

Estos codones indicados anteriormente estan disefiados de un modo tal que los 20 aminoacidos estan codificados por
ellos. Puede ser preferible elegir subconjuntos de los posibles aminoacidos. Se pueden encontrar ejemplos en la
bibliografia (Fellouse FA, Li B, Compaan DM, Peden AA, Hymowitz SG, Sidhu SS. Molecular recognition by a binary
code. J Mol Biol. 20 May 2005:348(5): 1153-62., Epub 1 Abr 2005.; Fellouse FA, Wiesmann C, Sidhu SS. Synthetic
antibodies from a four-amino-acid code: a dominant role for tyrosine in antigen recognition. Proc Natl Acad Sci USA. 24
Ago 2004; 101 (34):12467-72. Epub 11 Ago 2004). Se pueden construir bibliotecas centradas que, por ejemplo,
permiten solo 4 tipos de aminoacidos diferentes, por ejemplo, usando el codén KMT, que codifica los aminoacidos Ser,
Tyr, Ala 'y Asp.

Una biblioteca Fcab centrada, designada Fcab02, se ha construido del mismo modo que se describe en el ejemplo 1 a
excepcion de que los codones NNS se sustituyeron por los codones KMT.

Por lo tanto, la letra "X" en la SEQ ID No. 2 (Figura 4) ahora significa "S, Y, Ay D" (Ser, Tyr, Ala 'y Asp) con el fin de
describir la biblioteca Fcab02 centrada

Ejemplo 3: Construccion de una biblioteca de expresion en superficie de fagos con restos de aminoacidos adicionales
entre el inserto de la biblioteca (pareja de unién) y p3

Con el fin de investigar la accesibilidad del potencial sitio de unién de la proteina expresada, se realiza un ensayo de
unioén: la suspensién de fagos se hace reaccionar con microplacas (o inmunotubos) revestidas con mAb anti-myc
9E10. Después de lavar, los fagos unidos se detectan con el conjugado anti-M13-enzima. Como control, el fago
colaborador, que no expresa la proteina de fusion y el marcador myc, se hace reaccionar con las placas. Otros
controles son la reaccion de los fagos con placas no revestidas y la reaccion de los fagos con antisuero que reconoce
la pareja de fusion-p3 de los fagos.

Idealmente, la reactividad anti-myc de los fagos que expresan la proteina de fusion-p3 debera dar lecturas en ELISA
muy claras, mientras que las reacciones de fagos colaboradores al anti-myc-mAb no deberan estar por encima del
valor de fondo (placas no revestidas). La estructura de un dimero de CH3 expresado en la superficie de un fago M13 a
través de la union a la proteina Il como anclaje es tal que cada CH3 esta anclado a la proteina Ill usando varias
longitudes de enlazadores y composiciones. Por lo tanto, el dimero CH3 se expresa, preferentemente, mediante dos
anclas.

Optimizacion del enlazador:

El enlazador entre la proteina que se va a expresar y la proteina de anclaje del paquete genético (en el caso del fago
filamentoso, por ejemplo, p3, p8, pX, pIX, pVIl) es especialmente importante si el potencial sitio de unién de la molécula
expresada esta en las proximidades espaciales de la particula de fago. En bibliotecas de anticuerpo que utilizan
dominios variables y sitios de unién a antigeno formados por bucles CDR y expresan los miembros de la biblioteca
como fusién amino-terminal con p3, el potencial sitio de unién a antigeno esta alejado de la particula de fago. Por lo
tanto, la estructura del enlazador entre miembros de la biblioteca y la proteina de la cubierta del fago no es importante.
La modificacién por ingenieria de los bucles de la parte inferior de los dominios de inmunoglobulina y la realizaciéon de
expresion en fagos puede, no obstante, ser un proceso ineficiente y disminuye los rendimientos de los clones de union
a antigeno o, incluso, lo impide. La variacion del enlazador entre una proteina miembros de la biblioteca y su pareja de
fusién sobre la superficie puede resolver o puede al menos reducir este problema.

Con el fin de seleccionar secuencias de enlazadores 6ptimas (en términos de longitud y flexibilidad, asi como de
estabilidad), se puede preparar una biblioteca de enlazadores en la que la proteina de anclaje en la superficie del
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paquete genético replicable se fusiona con una proteina de unién conocida que es, por motivos estéricos,
considerablemente dificil de seleccionar.

Esta biblioteca de secuencias se puede modificar en longitud y contenido de aminoacidos.

Los métodos de seleccién de la biblioteca de enlazadores para los enlazadores 6ptimos dependen de la aplicacién,
pero basicamente deben ser para seleccionar todas las propiedades que se desea tener en determinada metodologia.
El enriquecimiento contra un antigeno dificil de seleccionar puede producir secuencias enlazadoras que permiten a los
miembros de la biblioteca un buen acceso al antigeno. La incubacion en soluciones de proteasas o en otras
condiciones adversas o los pases frecuentes a través de células hospedadoras en condiciones proteoliticas (por
ejemplo, antiguos cultivos microbianos) puede ser una seleccién adecuada de los enlazadores de expresion estables.

Una biblioteca de enlazadores se puede producir mediante cualquier tecnologia de biblioteca bien conocida. Las
longitudes de la secuencia enlazadora sintética pueden variar entre 10-500 aminoacidos. Como alternativa, el
enlazador puede ser proteinas completas que se sabe que son de naturaleza flexible.

Optimizacion del enlazador Fcab01:

Como un ejemplo, se puede usar la biblioteca Fcab01 (como se describe en el ejemplo 1). Originalmente, esta
biblioteca se clona en el vector pHEN1 de expresion en fagémidos usando los sitios de restriccion Ncol y Notl. Cuando
se clonan de esta manera, 18 restos de aminoacidos estan entre el resto de aminoacido C-terminal del inserto de la
biblioteca Fcab01 y el resto de aminoacido N-terminal del fago M13 p3. La secuencia de esta region de uniéon se
proporciona en la SEQ ID No. 10 SPGKAAAEQKLISEEDLNGAATVES - como se explica del siguiente modo: los
primeros 4 restos, SPGK, son los 4 restos en C-terminal del inserto de la biblioteca Fcab01, seguidos de la secuencia
de aminoacidos AAA, que son los restos de aminoacidos codificados por el sitio de restriccion Notl, seguido por la
secuencia EQKLISEEDL, que es el epitopo myc, seguido de NGAA, tras lo cual existe un codén de terminacién ambar,
que se traduce en glutamina (Q) en las cepas supresores ambar de E. coli, tales como TG1. Los 4 restos C-terminales
de la SEQ ID No. 10, TVES, son los 4 restos en N-terminal del fago M13 p3 que estan presentes en el vector pHEN1.

Con el fin de construir un fago que expresa un inserto de Fcab con un aumento de la distancia entre el Fcab (la pareja
de union) y el cuerpo del fago (el paquete genético), se insertaron 5 restos adicionales en el extremo C-terminal del
inserto de Fcab rFcabRGD4, directamente cadena arriba del sitio de clonacién Notl, lo que dio como resultado el clon
FcabRGDA4L. FcabRGD4 es un Fcab que tiene un motivo RGD de unién a integrina insertado en el bucle EF del
dominio CH3 y que se une a av33-integrina en el ELISA. Como una secuencia enlazadora de mayor longitud, se uso6 la
secuencia de aminoacidos EGGGS, que aparece 8 veces en la secuencia del fago M13 p3. La secuencia de
aminoacidos resultante de FcabRGDA4L tal como se expresa después de la clonacién en pHEN1 se daenla SEQ ID N
°11 (Figura 5). Enla SEQ ID No. 11 (Figura 5), los restos de aminoacidos 198-204 representan el motivo RGD, el resto
de aminoacido 237 es el resto C-terminal de la pieza de insercion Fcab, los restos 238-242 representan la secuencia
enlazadora insertada (que es la diferencia con el pHEN1 no modificado), seguido del marcador myc, el codén de
terminacion ambar y la secuencia p3.

Para la clonacion de la construccion, la secuencia de FcabRGD4 se amplifico a partir de pHENFcabRGD4 (SEQ ID No.
12) usando los cebadores de PCR EPKSNCO (SEQ ID No. 4) y CH3rlink
actagcggccgcagagccaccaccctccttacccggagacagggagag (SEQ ID No. 13) y se cloné a través de los sitios de restriccion
Ncol y Notl en el vector pHEN1. El vector resultante, pHENFcabRGDA4L (SEQ ID No. 14 / Figura 7), tiene la secuencia
enlazadora adicional en las posiciones de nucle6tidos 3.057 a 3.071.

Los dos vectores fagémidos, pHENFcabRGD4 y pHENFcabRGDA4L se utilizaron para transformar TG1 de E. coli.
Posteriormente, las particulas de fago se rescataron de las células TG1 de E. coli con el fago colaborador M13-KO7.
Después, las particulas de fago se precipitaron del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en dos etapas, se
disolvieron en agua y se usaron para el ELISA.

El ELISA del fago se realizé del siguiente modo:

La suspensién de fagos se hace reaccionar con microplacas (o inmunotubos) revestidos con avR3-integrina. Después
de lavar, los fagos unidos se detectan con el conjugado anti-M13-enzima. Como controles, el fago colaborador, que no
expresa la proteina de fusion y el marcador myc, se hace reaccionar con las placas, asi como las particulas de fago
portadoras de wtFcab sobre su superficie. Otros controles son la reaccién de los fagos con placas no revestidas y la
reaccion de los fagos con antisuero que reconoce la pareja de fusion-Fcab de los fagos. Las particulas de fago con el
enlazador de mayor longitud resultante de pHENFcabRGDA4L reaccionan mas facilmente con avf33-integrina que las
particulas de fago con el enlazador original, tal como figura en pHENFcabRGD4, y, por lo tanto, dan una sefial mas
fuerte en ELISA.

Se pueden realizar selecciones de fagos en las que las particulas de fago con wtFcab se mezclan con pequefias

cantidades de particulas de fago que llevan FcabRGD4 o FcabRGDA4L. Después de varias (normalmente 3-5) rondas
de adsorcioén se seleccionan, preferentemente, los fagos que expresan FcabRGDA4L.
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Ejemplo 4: Disefio de la biblioteca Fcab™

Disefio de Bibliotecas Fcab (ilustrado en la Figura 2): para la aleatorizaciéon se consideran posiciones de aminoacidos
gue no estan en los bucles CDR de los dominios constantes CH3 de los anticuerpos. Especialmente se consideran los
bucles A-B, C-D y E-F ya que estan en un lado del dominio. En el presente documento se describen algunos de los
criterios de disefio para la aleatorizacion en una posicion determinada.

Los aminoacidos involucrados con frecuencia en interacciones anticuerpo-antigeno se describen en el presente
documento para su inclusion en una biblioteca centrada.

Se ha demostrado que las bibliotecas con uso restringido de aminoacidos son suficientes para generar agentes de
unién contra virtualmente cualquier antigeno (Sidhu y Fellhouse, NATURE CHEMICAL BIOLOGY VOLUME 2 pagina
682ff.; Koide et al PNAS, volumen 104 p6632-6637). La ventaja de tales bibliotecas restringidas (o centradas) es que
pueden abarcarse completamente por las tecnologias actuales. Idealmente, el uso de aminoacidos refleja una
utilizacién de aminoacidos naturales de la union a los receptores de ligandos. Sin embargo, se ha notificado que
incluso las bibliotecas que utilizan solo 2 aminoacidos (tirosina y serina) producen buenos resultados de la seleccion
(en términos de frecuencia de los enlazadores contra enlazadores diferentes y en términos de afinidad).

Flexibilidad del bucle:

La proteina estructural puede requerir ciertas estructuras de bucle con el fin de mantener la estructura natural global.
La aleatorizacion de muchas posiciones de los aminoacidos en los bucles e incluso el alargamiento de los bucles se
puede facilitar generando determinadas secuencias en uno o en ambos lados de las posiciones aleatorizadas. Estas
secuencias pueden ser secuencias flexibles con el fin de permitir la compensacion por cualquier tensién con
determinadas secuencias de la biblioteca en dicha posicion.

Tabla 2: Ejemplos de bibliotecas Fcab™, centradas y no centradas

n° de posicionesDiversidad teérica a nivel deNumero de clones bacterianos|
aleatorizadas aminoacidos independientes

Fcab01 |13 8,2x10'° 0,6x10°

Fcab02 |13, centrada 6,7x10' 0,6x10°

Fcab03 |13 8,2x10'6 1,0x10°

Fcab04 |13, centrada 6,7x10' 0,8x10°

Fcab05 |15 1,3x10'8 0,8x10°

Fcab06 |15, centrada 1,3x10° 1,0x10°

La biblioteca Fcab01 se describe en los ejemplos anteriores. El espacio de la secuencia de los disefios de la biblioteca
centrada Fcab02, Fcab04 y Fcab06 estan cubiertos por los tamafos reales de las bibliotecas bacterianas de
aproximadamente 10e9. Por el contrario, las bibliotecas completamente aleatorias Fcab01, Fcab03 y Fcab05 en
realidad estan insuficientemente representadas.

Disefio de aleatorizacion de bucle en levaduras

De manera similar a los ejemplos mencionados anteriormente para el disefio de la biblioteca Fcab y la generacion de la
biblioteca en bacterias, se generaron bibliotecas de levaduras. Tal como se muestra en la Tabla 3, se generaron varias
combinaciones de bucles AB modificados, bucles CD y bucles EF. El bucle AB modificado en este ejemplo varia del
aminoacido 358 a 362 (secuencia wt "LTKNQ"), el bucle CD modificado del aminoacido 384 a 388 (secuencia wt
"LTKNQ") y el bucle EF de 413 a 419 (secuencia wt "DKSRWQQ").

Como se ha mencionado anteriormente, "X" representa una aleatorizacién completa y "Z" un disefio centrado. Los
aminoacidos que se insertaron y no estan presentes en el armazén de Fc silvestre se escriben entre paréntesis en la
tabla 3. Para las bibliotecas en las que no se modificaron los bucles, el cédigo de aminoacidos de una letra de la
respectiva secuencia wt se cita en la tabla. Como el nimero de combinaciones tedricas excede en la mayoria de estas
bibliotecas el numero experimental de los clones, el nimero de clones de levadura independientes generados se
muestra en la ultima columna.

Tabla 3: Ejemplos de bibliotecas Fcab™, centradas y no centradas, con mutaciones e inserciones en el bucle AB, el
bucle CD y el bucle EF.
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Nombre de la

biblioteca tamano teérico Bucle AB Bucle CD Bucle EF Clones independientes
Fcab05 2,0x10%2 ZXXXZ NGQPE (XXXXX)XXXRWXX 2,2x10*
Fcab05sABCD 7,5x10%' XXXXX XXXXX (XXXXX)XXXRWXX 1,1x108
Fcab05sCD  6,8x10%° ZXXXZ XXXXX (XXXXX)XXXRWXX 8,6x10°
Fcab05sAB  1,3x10% XXXXX NGQPE (XXXXX)XXXRWXX 5,3x107
Fcab07 3,4x1010 LTKNQ NGQPE  XXXXXXX 5,3x107
Fcab07AB 1,2x1018 XXXXX NGQPE  XXXXXXX 4,8x108
Fcab07ABb  1,2x10'® XXXXX NGQPE  XXXXXXX 1,3x107
Fcab07b 3,4x101° LTKNQ NGQPE  XXXXXXX 3,7x107
Fcab07CD 1,2x10'8 LTKNQ XXXPE XXXXXXX 1,9x107
Fcab07CDAB 3,9x10% XXXXX XXXPE XXXXXXX 1,7x107
Fcab08 3,4x107 XXXXX NGQPE DKSRWQQ 8,5x10°
FcabO8EF 1,2x10'8 XXXXX NGQPE  XXXXXXX 2,2x107

Ejemplo 5: Clonacion de bibliotecas de expresion en levadura mediante vector de recombinacion homéloga

El pYD1 (Invitrogen) se utiliza como el vector basico. El vector se modifica de la siguiente manera, con el fin de eliminar
un sitio Xhol: pYD1 se escinde con Xhol, se trata con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa y se vuelve aligar. La
secuencia resultante se da en pYD1dX (SEQ ID No. 15 / Figura 8). pYD1dX contiene un sitio de restriccion BamHI
unico en la posicién 921/925 y un sitio de restriccion Notl Unico en la posicion 963/967. Se abre con estas dos enzimas
de restriccion. Un inserto que codifica CH1-bisagra-CH2-CH3 de la IgG1 humana se prepara mediante PCR a partir de
ADNc que codifica la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal IgG1 humana. En este inserto se introduce una
mutacion puntual usando procedimientos estandar para mutar el resto de cisteina en C-terminal del dominio CH1 a una
serina. El inserto se amplifica usando cebadores de PCR que se unen a un sitio de restriccion BamHI y Not en ambos
extremos respectivamente. Estos sitios de restriccién se utilizan después para clonar el inserto en pYD1dX para
producir el vector de expresion pYD1dXFc (SEQ ID No. 16 / Figura 9). El codén mutado en el extremo C-terminal del
dominio CH1 (Cys a Ser) esta en las posiciones 1233 a 1235 en la secuencia de pYD1 DxFc. El codén de terminacion
del inserto esta en la posicién 1917/1919.

Este vector se utiliza como un control positivo para la expresion de CH1-bisagra-CH2-CH3 humano sobre la superficie
de la levadura y como punto de partida para la construccion del vector pYD1CH12 vector (ver mas adelante).

Clonacioén de las bibliotecas

La clonacién de las bibliotecas en las que las mutaciones se introducen en los bucles estructurales de los dominios
CH3 se realiza en la levadura mediante recombinacién homéloga (reparacion de huecos). Con este fin, se prepara un
vector receptor que carece del dominio CH3: se escinde el pYD1dXFc con Xhol (posicién 1603/1607) y Notl (posicién
1921/1925), el fragmento grande se prepara mediante electroforesis en gel preparativa, se trata con el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa y se vuelve a ligar. Este procedimiento reconstituye un sitio Xhol unico (posicion
1603/1607) y el vector dado pYD1 CH12 (SEQ ID No. 17 / Figura 10). Posteriormente, pYD1CH12 se escinde con Xhol
y se utiliza como vector receptor para la reparacion de huecos en la levadura.

Como alternativa, para las bibliotecas indicadas en la Tabla 3 se construyd un vector receptor diferente, que
comprendia solo la region de bisagra, los dominios CH1 y CH2, pero sin el dominio CH1. En este vector, el dominio
CH1 se eliminé cortando con BamH1 (posicién: 921/926) y Xho1 (posicion: 1603/1608). Sin embargo, los autores
introdujeron un fragmento producido mediante PCR que comprende la regién de bisagra, el dominio CH2 y los
correspondientes sitios de enzimas de restriccion. El plasmido resultante es pYD1_dX_dCH1_Fcab_wt (SEQ ID No.
428 / Figura 29). En una etapa adicional, los autores eliminaron el dominio CH3 del ultimo plasmido digiriendo con
Xho1 (1309/1314) y Not1 (1626/1633) y se sustituyod por dos marcadores secuenciales: el marcador V5 seguida del
marcador His6. Se obtuvo esta secuencia mediante amplificacion por PCR a partir del vector pYD1 y se clon6
utilizando los sitios de enzimas de restriccion Xho1 y Not1. El plasmido final, pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt (SEQ ID
No. 427 / Figura 28), se utiliz6 como el vector receptor biblioteca. El pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt codifica para un
fragmento de la IgG1 humana que empieza en la region de bisagra y termina en el comienzo de dominio CH3.
Contiene un unico sitio de restriccion BamHI (921/926), Xho1 (1309/1314) y Notl (1422/1429). Estos 2 ultimos se usan
para la introduccion de las bibliotecas CH3 mediante recombinacion de homoéloga. El vector pYD1_dX_dCH1_Fcab_wt
se utiliza como control positivo para la expresion de bisagra-CH2-CH3 humano sobre la superficie de la levadura y
pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt como punto de partida para la construccion de las bibliotecas enumeradas en la Tabla
3.

Como fuente del inserto para pYD1dXFc, se usan las bibliotecas de Fcab Fcab01 (SEQ ID No.18), Fcab02 (SEQ ID
No.19), Fcab03 (SEQ ID No. 20), Fcab04 (SEQ ID No. 21), Fcab05 (SEQ ID No. 22) y Fcab06 (SEQ ID No. 23). Estas
bibliotecas se preparan mediante sintesis de ADN estandar y contienen restos aleatorizados, asi como restos
insertados en el bucle AB (entre los restos 359 y 361 (numeracion de la UE)), asi como en el bucle EF (entre los restos
413 y 419 (numeracion de la UE)) del dominio CH3 de la IgG1 humana. A partir de este ADN sintético, el inserto para

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2609 359 T3

la reparacion de huecos en la levadura se amplifica mediante PCR usando el par de cebadores para PCR
gapch35

caacaaggccctgcctgcccccatcgagaagaccatctccaaggccaagggecagcectcgagaaccacaggtgtac accctgece (SEQ ID No.24)
y

gapfcs3

gagaccgaggagagggttagggataggcttaccticgaagggccctctagactcgatcgageggcecgctcatttaccc  ggagacagggagagcete  tic
(SEQ ID No.25).

Se mezclan 100 ug del vector pYD1CH12 escindido con Xhol y 100 ug del inserto y se utilizan para transformar la cepa
EBY100 de Saccharomyces (Invitrogen) utilizando el procedimiento de acetato de litio de acuerdo con el siguiente
protocolo, que se mejora con un factor de 100 para transformar la cantidad requerida de células y de ADN. En
resumen, para una unica transformacion de 1 yg de ADN del vector y 1 ug de ADN del inserto, se inoculan 10 ml de
YPD (2 % de peptona, 2 % de dextrosa (D-glucosa)) con una colonia de levaduras y se agita durante la noche a 30 °C.
Se determina la DOB600 del cultivo durante la noche y el cultivo se diluye hasta una DO600 de 0,4 en 50 ml de YPD y se
deja crecer durante 2-4 horas adicionales. Las células se sedimentan a 2.500 rpm y se resuspenden en 40 ml de 1X TE
(Tris 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM). Las células se sedimentan de nuevo a 2.500 rpm y se resuspenden en 2 ml de
LiAc/0,5X TE 1 M seguido de incubacién a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se mezclan 1 ug de ADN del
vector, 1 yg de inserto y 100 ug de ADN de esperma de salmoén sometido a cizalla y desnaturalizado (2 mg/ml) con 100
ul de la suspension de levadura. Se afiaden 700 pl de LiAc 1 M/40 % PEG3350/1X TE y se mezcla con la suspension
de levadura/ADN, seguido de incubacién a 30 °C durante 30 minutos. Se anaden 88 pl de DMSO, se mezclan y la
mezcla se incuba a 42°C durante 7 minutos, seguido de centrifugacion en una microcentrifuga durante 10 segundos.
Después se retira el sobrenadante, el sedimento celular se resuspende en 1 ml de 1X TE y se vuelve a sedimentar.
Después el sedimento se resuspende en 50-100 ul de TE y se cultiva en placas minimas de dextrosa que contienen
leucina (10 g/l de base de nitrogeno de levadura, 20 g/l de dextrosa, 0,1 g/l de leucina, 15 g/l de agar). Tras la
incubacién de las placas a 30 °C durante un periodo de 2 a 4 dias, aparecieron colonias individuales que se
recolectaron después.

Como fuente del inserto para el vector pYD1dX_dCH1dCH3, se usaron las bibliotecas Fcab enumeradas en la Tabla 3.
Estas bibliotecas se preparan mediante sintesis de ADN estandar y contienen restos aleatorizados, asi como restos
insertados en el bucle AB, y el bucle CD, asi como en el bucle EF del dominio CH3 de la IgG1 humana (véase la Tabla
3). A partir de este ADN sintético, el inserto para la reparacién de huecos en la levadura se amplifica mediante PCR
utilizando los oligos YCH3.25rec.back y YCH3.25rec.opt.for (los cebadores utilizados se enumeran a continuacion). La
mezcla de transformacion basica comprende 2 pg de pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt escindido con Xhol y 1 ug de
ADN de inserto, que se mezclan y se utilizan para transformar la cepa de Saccharomyces EBY 100 (Invitrogen) usando
el procedimiento con acetato de litio, que se mejora con un factor de 100 para obtener la cantidad requerida de
transformantes. En resumen, para una unica transformacion de 2 ug de ADN del vector y 1 ug de ADN del inserto, se
inoculan 10 ml de YPD (2 % de peptona, 2 % de dextrosa (D-glucosa)) con una colonia de levaduras y se agita durante
la noche a 30 °C. Se determina la DO600 del cultivo durante la noche y el cultivo se diluye hasta una DO600 de 0,3 en
50 ml de YPD y se dejan crecer durante 6 horas adicionales o DO600 de 2,5. Las células se sedimentan a 2500 rpm, se
lavan dos veces: primero con 25 ml de agua destilada y después con LiAc 100 mM; y, por ultimo, se resuspenden en
500 ul de LiAc 100 mM. Se mezclan 2 pg de ADN del vector, 1 ug del inserto y 100 ug de ADN de esperma de salmon
sometido a cizalla y desnaturalizado (2 mg/ml) con 50 pl de la levadura en una solucién que contiene PEG3500 (33 %
p/v) y LiAc 100 mM en un volumen final de 360 pl. Después de una buena homogeneizacion, las levaduras se
mantienen a 30 °C durante 30 minutos y, después, a 42 °C durante 45 minutos. Después se retira el sobrenadante y el
sedimento celular se resuspende en YPD y se deja que las células se recuperen durante otros 60-90 minutos a 30 °C.
Después, el sedimento se incuba en medio selectivo (placas y/o liquido, véase mas adelante) a 30 °C durante 2 dias.
La diversidad de la biblioteca se determina mediante el nUmero de células individuales cultivadas hasta colonias en
placas que se han preparado e inoculado inmediatamente después del periodo de recuperacion.

Lista de cebadores

a) CH3seqs/2 (SEQ ID No. 429): 5'-AAGGAGTACAAGTGCAAGG-3'
b) cebadores inversos:

CDmut_back (SEQ ID No. 430): 5'-GCT CTC CCA CTC CAC G-3'
EFmut_back (SEQ ID No. 430): 5'-CAC GGT GAG CTT GCT GTA GAG-3'
ABMUTS/2_back (SEQ ID No. 432): 5-CTCATCCCGGGATGGG-3'

c) cebadores directos (X=trinucleétidos - sintesis para aminoacidos aleatorios)

CDmut5cod_for (SEQ ID No.433):
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5-GTG GAG TGG GAG AGC X X X X X AAC AAC TAC AAG ACC ACG-3'
EFMUT7cod_for (SEQ ID No.434):
5'AGC AAG CTC ACC GTG X X X X X X X GGG AAC GTC TTC TCA TGC-3'

EFMUT3+2_for (SEQ ID No.435):
5’AGC AAG CTC ACC GTG XXX AGG TGG X X GGG AAC GTC TTC TCA TGC-3’
ABMUTS5 (wt)_for (SEQ ID No.436):
5'-CCA TCC CGG GAT GAG X X X X X GTC AGC CTG ACC TGC CTG G-3'
d) CH3segAS (SEQ ID No. 437): 5-TAGAATCGAGACCGAGG-3'
e) YCH3.25rec.opt.for (SEQ ID No. 438): 5'-A CCA TCT CCA AGG CCA AGG-3'
f) Ych3.25rec.back  (SEQ ID No. 439): 5-AAG GGC CCT CTA GAC TCG-3'

Induccién del cultivo

Las bibliotecas de levaduras recolectadas (bibliotecas y Fcab) se inoculan en 10 ml de medio SD-CAA (10 g/l de base
de nitrégeno para levaduras, 10 g/l de casaminoacidos y 20 g/l de dextrosa, 0,1 g/l de leucina, 9,67 g/l de
NaH2P04-2H20 y 10,19 g/l deNa2HPO4-7H20) y se cultivan en un agitador a 250 rpm a 28 °C durante 6-8 horas. La
DO600 del cultivo se determina y el cultivo de diluye hasta una DO600 de 0,2 y se cultiva en las mismas condiciones
hasta alcanzar una DO600 DE 1-2. Las células se recolectan mediante centrifugacion (3.000 rpm/5 min/4° C) y se
resuspenden en medio de induccion SG/R-CAA (10 g/l de base de nitrégeno de levadura, 10 g/l de casaminoacidos y
20 g/l de galactosa, 10 g/l de rafinosa, 0,1 g/l de leucina, 9,67 g/l de NaH2P04:2H20 y 10,19 g/l de Na2HPO4-7H20).
Los cultivos se inducen mediante incubacion durante 2 dias en un agitador a 250 rpm a 20 °C y después se analizan y
clasifican. Como alternativa, los cultivos se inducen mediante incubacion durante 1 dia en un agitador a 250 rpm a 37
°C y después se analizan y clasifican.

Control de calidad de las bibliotecas yFcab

Las bibliotecas yFcab se analizan para determinar su nivel de expresion y la calidad de los Fcab expresados dos dias
después de la induccién con medio SD-CAA. El nivel de expresién se analiza usando antisuero anti-lgG-Fc humano
policlonal (Sigma). Con este fin, se diluyen 0,5x10e6 células de la biblioteca en 1 ml de tampén de tincién (SB), que
comprende PBS con 2 % de BSA. Las células se sedimentan y se tifien con 100 yl de SB que contiene antisuero
anti-lgG-Fc-PE humano diluido a 1/2000 (Sigma) durante 30 minutos en hielo, se lavan dos veces con SB y después se
analizan en el FACS. En general, el 70-80 % de todas las células en cada biblioteca expresan Fcab sobre su superficie
celular. Para analizar el plegamiento correcto de Fcab, se realiza tincién con proteina A. De nuevo, 0,5x10e6 células
de la biblioteca se diluyen en 1 ml de tampén de tincién SB, las células se sedimentan y se tifien con 100 ul de SB que
contiene 1 pug/ml de ProtA-FITC (Fluka) durante 30 minutos en hielo, se lavan dos veces con SB y después se analizan
en el FACS. En general, las bibliotecas yFcab como se ha descrito anteriormente muestran = 40 % de células positivas
a la proteina A.

Con el fin de analizar si los Fcab se expresan como dimeros sobre la superficie de las células, se realiza una tincion
con CD64 humano. Se sedimentan 5x10e5 células y se tifien durante 30 min en hielo con 50 yl de SB que contiene 1
pug/ml de CD64 (R&D Systems). Después de una etapa de lavado, las células se resuspenden en 50 pl de SB que
contiene 1 pg/ml de Penta His Alexa Fluor 488 (QlAgen) y se incuban otros 30 minutos en hielo. Las células se lavan y
se resuspenden en 200 pl de SB enfriado con hielo para el analisis FACS. Como control, las células se incuban con
equivalente de Penta His Alexa Fluor 488, sin preincubacién con CD64. Tras la incubacién, las células se lavan una
vez con SB enfriado con hielo y se analizan en el FACS, En general, > 50 % de todas las células en cada biblioteca
expresan Fcab diméricos sobre su superficie celular.

Biotinilacion del antigeno (Her2)

El antigeno recombinante, por ejemplo, Her2 (Bendermed systems) se realiz6 con el sistema EZ-link de Pierce de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En pocas palabras, el antigeno se dializa contra PBS, se diluye a 1 mg/mi
en PBS y se mezcla con sulfo-LC-LC-biotina 10 mM (EZ link, Pierce), que previamente se habia disuelto en agua. La
proporcion final entre antigeno y biotina es 1:3 y la mezcla se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después, la mezcla se "dializa" contra PBS usando columnas Vivaspin MWCQO3000 (Sartorius) (5x8', 4.000 rpm). Por
ultimo, la concentracion del antigeno biotinilado (Her2) se analiza mediante HPLC y se almacenan alicuotas a -20 °C.

La calidad del antigeno biotinilado se analiza mediante ELISA. En primer lugar, las placas se recubren con un

anticuerpo anti-Her2 (por ejemplo, Herceptin) a 10 ug/ml en PBS, 100 pl/pocillo durante una noche a 4°C, después, la
placa se lava 3 veces con tampon de lavado (WB) (PBS + 0,05 % de Tween20) y se bloquea mediante tampén de
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bloqueo (BB) (PBS + 2 % BSA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar 3 veces con WB, se afiaden
diferentes concentraciones de Her2-biotina en 100 pl/pocillo de BB durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de
lavado 3 veces con WB. Por ultimo, la placa se incuba con 1-25.000 de estreptavidina-HRP (GE healthcare) en BB
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lava 3 veces con WB. Se desarrolla color afiadiendo 100 pl/pocillo del
sustrato TMB (Sigma) y después de -10 minutos, la reaccion se detiene afiadiendo 100 pl/pocillo de H2SO4 al 30 %.
Los resultados se analizan con un lector de ELISA a 450-630 nm.

Ejemplo 6: Produccion de Fcab especificos de antigeno
Seleccion de Fcab especificos de antigeno usando FACS
Primera ronda de seleccion:

Dos dias antes de la clasificacién con FACS, una biblioteca de levaduras que contiene 2,5 x10e8 clones de Fcab se
induce con medio SG/R-CAA para expresar los Fcab sobre la superficie celular como se ha descrito anteriormente.
Tras dos dias, la cantidad de células que cubren, por ejemplo, 10 veces la biblioteca (= 2,5 x10€9) se incuba durante
30 minutos en hielo con antigeno biotinilado 500 nM (Her2) en 2 ml de SB. Después, las células se lavan una vez con
SB frio y después se incuban durante 30 minutos en hielo con estreptavidina-PE (de R&D systems) diluido a 1:100 en
SB. Las células se lavan dos veces con SB enfriado con hielo hasta una concentracion final de 1x10e9 células/ml. Se
realizan tinciones de control con 5x10e6 células/ml en 100 pul solo con estreptavidina-PE, en ausencia de antigeno.
Tanto la biblioteca completa como las tinciones control se analizan, por ejemplo, en un FACS ARIA de BD. Para
configurar las puertas para la clasificacion se utilizan las células control. Primero, se establece una puerta FSC/SSC
(G1) para identificar células de levadura sanas del grafico del area de FSC frente a la anchura de FSC de G1 y solo se
seleccionan las células que no se agregan en una nueva puerta (G2). Las células en G2 se analizan después para
determinar la reactividad con estreptavidina-PE usando FSC frente a FL-2 (canal de PE). G3 se establece para incluir
un 0,1 % de células positivas (falsas). Posteriormente, al menos 5x10e8 células tefiidas (dos veces el tamafo de la
biblioteca, idealmente mas) se analizan con los parametros como se ha indicado anteriormente y las células en G3 se
clasifican en un tubo que contiene 2-3 ml de medio SD-CAA. Aproximadamente 5x10e5 células (Conjunto 1) se
recogen en la primera ronda de seleccion y se propagan durante de 1 a 2 dias, tras lo cual, las células se pueden
almacenar a -80 °C y los alicuotas se pueden inducir para expresar los Fcab como se ha descrito anteriormente. Tras
dos dias mas, puede tener lugar la siguiente ronda de seleccién.

Segunda ronda de seleccion:

El conjunto 1 seleccionado en la ronda 1 se induce para expresar el Fcab sobre su superficie como se ha descrito
anteriormente. Al menos 5x10e6 células (que comprenden multiples copias del conjunto 1) se incuban durante 30
minutos en hielo con antigeno biotinilado 500 nM (Her2) en 1 ml de SB, Después, las células se lavan una vez con SB
frio y después se incuban durante 30 minutos en hielo con estreptavidina-PE (de R&D systems) diluido a 1:100 en SB
junto con 2 pg/ml de proteina A-FITC (Fluka). A continuacién, las células se lavan dos veces con SB enfriado con hielo
hasta una concentracion final de aproximadamente 2x10e6 células/ml. Ademas, se realizan tinciones control en las
que 5x10e6 células/ml del Conjunto 1 en 100 pl se incuban con una mezcla de proteina A y estreptavidina-PE como se
ha indicado anteriormente, pero sin la incubacion con el antigeno (Her2). Ademas, 5x10e5 células en 100 pl de un clon
de levadura que expresa el fragmento Fc no aleatorizado de Fcab wt) se tifien con Prot A-FITC como se ha descrito en
lo que antecede en ausencia de estreptavidina-PE. Las células que expresan Fcab-wt se analizan en, por ejemplo,
FACS ARIA de BD para configurar las puertas para la clasificacion. Primero, se establece una puerta SSC FSC (G1)
para identificar células de levadura sanas, del grafico del area de FSC frente a la anchura de FSC de G1 y solo se
seleccionan las células que no se agregan en una nueva puerta (G2). Las células en G2 se analizan después para
determinar la expresién de la proteina A usando FSC frente a FL-1 (FITC). G3 se configura para cubrir las células
fuertemente positivas a la proteina A (50-60 % de la puerta parental) y G4 se configura para cubrir las células
débilmente positivas a proteina A (20-30 % de células parentales). G3+G4 incluiran aproximadamente el 70-80 % de
todas las células en G2. Ahora, el conjunto de células tefidas para estreptavidina-PE en presencia de Prot A-FITC se
usan para establecer el resto de las puertas de clasificacion. Primero se comprueban G1 y G2 con el conjunto de
células y, si es necesario, se ajustan. El conjunto de células tendra menos episodios en G3 y, quiza también en G4, lo
que indica que no todas las células del conjunto 1 expresan Fcab que se pliega como Fcab-wt. Usando el conjunto de
células tefidas control, se prepara una nueva puerta para G3 y para G4. Las nuevas puertas se configuran en el
grafico de FSC y FL-2 (PE). Se prepara una puerta (G5) que incluye 0,1 % de células positivas a estreptavidina (falsas)
en G3 y lo mismo se realiza para las células en G4, que da lugar a G6. En la siguiente etapa, al menos 5x10e6 células
tefiidas para her2-biotina + estreptavidina-PE y Prot A-FITC se clasifican mediante FACS-ARIA. Las células se
recogen de G5 (conjunto 2.1 y G6 (conjunto 2.2) en tubos separados que contienen 2-3 ml de medio de cultivo para
levaduras. Cabe esperar entre 10 y 1000 clones de ambas puertas. Ambos conjuntos nuevos se propagan durante 1 o
2 dias y se almacenan a -80 °C. Las células de 2.1y 2.2 se pueden usar para dirigir una clasificacién adicional en una
tercera ronda o se pueden someter (preferentemente después de mezclar los dos clones de nuevo) a una ronda de
aleatorizacion adicional del bucle AB (maduracién de la afinidad) antes de clasificarse adicionalmente en el FACS.

Maduracion de la afinidad para clones/conjuntos determinados
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Para la maduracién de la afinidad, se introduce diversidad en determinados clones o en conjuntos de clones
seleccionados, preferentemente solo en un bucle, en este caso el bucle AB. Con este fin, se efectué una PCR con un
cebador que contenia codones degenerados en las posiciones 359, 360 y 361 (numeracién de la UE (cebador Abmut,
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgnnbnnbnnbcaggtcagectgacctgec tggtcaaag, SEQ ID No. 26), o, como
alternativa, se efectué una PCR con un cebador que contenia codones degenerados en las posiciones 358, 359, 360,
361 y 362 (numeracién de la UE (cebador Abmut2LR,
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagnnbnnbnnbnnbnnbgtcagectgacctgectggtca aag, SEQ ID No. 27).

El segundo cebador usado en estas PCR es gapfcs3 en ambos casos. Con el fin de crear secuencias flanqueantes
para una reparaciéon de huecos eficiente en levaduras, los productos de la PCR resultantes se amplificaron
adicionalmente con el par de cebadores gapch35 y gapfsc3 y después se utilizaron para transformar la cepa EBY100
de Saccharomyces cerevisiae mediante transformacion con acetato de litio junto con pYD1CH12 escindido con Chol
como se ha descrito en lo que antecede. Como cebadores alternativos, para la aleatorizacién de los restos descritos en
el bucle AB, también se usaron cebadores tales como Abmut1L
(gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagnnbnnbnnbnnbcaggtcagcctgacctgectggtica aag, SEQ ID No. 28) o
Abmut1R (gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagetgnnbnnbnnbnnbgtcagectgacctgectggtca aag, SEQ ID No.
29). De forma analoga, los restos en el bucle EF se aleatorizaron mediante aleatorizacion total.

Como alternativa, la aleatorizacion se realizd usando oligonucleétidos enriquecidos como cebadores sobre el clon
individual y-Her.C2.P4.2-9. En este caso, los oligos se disefiaron de un modo similar a lo mencionado anteriormente
para la aleatorizacién completa de los respectivos bucles, no obstante, la parte aleatorizada contenia 70 % de la base
original en la primera y segunda posicion del codén y 10 % de cada uno de los otros 3 nucleoétidos. La tercera posicion
contenia un 70 % de la base original y 30 % de la base de acuerdo con el codén NNK o NNS.

El cebador Abmut tuvo como resultado 8.000 nuevas variantes (Conjunto 2.3) de cada clon y el cebador Abmut2LR
condujo a 3x10e6 nuevas variantes (Conjunto 2.4) tras la aleatorizacién completa. Por lo tanto, los conjuntos 2.3y 2.4
tuvieron como resultado nuevas bibliotecas de aproximadamente 10e8 individuos, ya que el material de partida
(Conjunto 2.1+2.2) ya contenia aproximadamente 10-1.000 clones.

Tercera ronda de selecciéon

En los conjuntos de afinidad madurada 2.3 y 2.4 y, en caso necesario, el conjunto 2.1 (solo se prefieren las células
positivas a Prot A) se indujo la expresion de Fcab en su superficie celular como se ha descrito en lo que antecede y,
después, se clasificaron como se ha descrito para la "Segunda ronda de seleccién”, con la excepcion de que los
conjuntos 2.3 y 2.4 son mucho mas grandes y, por lo tanto, los volimenes de tincion para los conjuntos son iguales a
los de la tincién de las bibliotecas descrita en la "Primera ronda de seleccién”. En la tercera ronda de seleccién, solo se
clasificaron las células positivas para Her2/positivas para Prot A. Los conjuntos derivados de estas selecciones
contenian normalmente > 20 % de células positivas para Her2/Prot A. En caso contrario, se realizaron una cuarta y una
quinta rondas de seleccién (o incluso mas) de Her2 junto con o también sin proteina A. Por ejemplo, la maduracién de
la afinidad del clon H242-9Q dio un incremento en la afinidad de union de CE50 = 155 nM a 18,9 nM (clon H10-03-6).

Analisis de los clones:

Los clones individuales de los conjuntos que contienen las células Her2/Prot (se prefiere >20 %) se prepararon
sembrando los conjuntos en placas de agar con medio SD-CAA o mediante transferencia de las células unicas
(=clones) directamente desde el FACS ARIA a placas sin generar un conjunto. Se dejan crecer los clones y se
transfieren a cultivos liquidos y se almacenan a -80 °C. Las alicuotas de los clones se indujeron después para expresar
Fcab sobre su superficie celular como se ha descrito en lo que antecede y se sometieron a deteccion selectiva para
una serie de parametros en el FACS. Estos parametros fueron: un intervalo de respuesta a la dosis del antigeno usado
para la seleccion (Her2) con y sin la presencia de Prot A- FITC. Tincion de CD64 como se ha descrito en lo que
antecede. Ademas, usando protocolos de tincion similares, se realiz6 la deteccion selectiva de una serie de antigenos
biotinilados irrelevantes para identificar los Fcab sin reacciones cruzadas.

Se observo que, tras varias rondas de seleccion de células positivas para antigeno (Her2) + Prot A, un gran porcentaje
de clones muestran > 25 % de positividad al antigeno (Her2) cuando se tifien con el antigeno (Her2) 500 nMy > 70 %
de positividad a la proteina A cuando se tifien con 2 pug/ml de Prot A-FITC. En la mayoria de los casos, estos clones
también mostraron > 50 % de unién a CD64. Por tanto, esto refleja los niveles de tincién con Prot A y CD64 de los
fragmentos Fc no aleatorizados (Fcab wt) expresados en levaduras.

Los clones seleccionados como se ha descrito en lo que antecede con caracteristicas como se ha descrito en lo que
antecede se produjeron como moléculas solubles. Esto se realizd principalmente mediante transfeccion transitoria,
pero también mediante transfeccién estable del ADN de Fcab en las nuevas células hospedadoras. Con este fin, el
ADN de clones de levaduras individuales se aislé usando procedimientos estandar. EI ADN relevante que codificaba el
dominio CH3 completo o solo la parte del dominio CH3 que se aleatoriz6 en la biblioteca se amplificé mediante PCR y
se transfirié a un vector de expresion nuevo que contenia la parte que falta de Fcab y un promotor adecuado y uno de
mas marcadores de seleccion, tales como G418, lo que permite la seleccion de células transfectadas de un conjunto
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de células no transfectadas. El nuevo vector se transfecté después transitoriamente en una nueva célula hospedadora,
tal como células HEK293 o CHO. Se dejo que las células hospedadoras se recuperaran y se cultivaron posteriormente
durante un maximo de 10 dias. El sobrenadante de los cultivos que contiene el Fcab soluble se utilizé para su analisis
adicional después de la purificacion sobre Prot A. Las lineas celulares estables también se pueden realizar por
procedimientos estandar.

Tabla 4. Secuencias de clones de levaduras de unién a Her2 seleccionados de bibliotecas iniciales, tras la expansion
del conjunto y tras la maduracion de la afinidad: con referencia a la numeracion de la SEQ ID No. 1 (Figura) (bucle CD);

AA169ff NGQPE)
Nombre del clon Bucle AB AA143ff Bucle EF AA198ff
Fcab wt LTKNQ -—DKSRWQQ

y-Her.C2-P3.1-1

LDNSQ (SEQ ID No. 30)

IRSSVGSRRWWS (SEQ ID No. 51)

y-Her.C2-P3.1-3

YEGSS (SEQ ID No. 31)

IRSSVGSRRWWS (SEQ ID No. 51)

y-Her.C2-P3.1-5

'YMSAD (SEQ ID No. 32)

SRRDSSLLRWAH (SEQ ID No. 53)

y-Her.C2-P3.1-6

YRRGD (SEQ ID No. 33)

APGSKGYRRWAL (SEQ ID No. 54)

y-Her.C2-P3.1-8

LMSRQ (SEQ ID No. 34)

DKPFWGTSRWSR (SEQ ID No. 55)

y-Her.C2-P3.1-16

LHLAQ (SEQ ID No. 35)

SINDLINHRWPY (SEQ ID No. 56)

y-Her.C2-P3.1-18

YLSKD (SEQ ID No. 36)

MWGSRDYWRWSH (SEQ ID No. 57)

y-Her.C2-P3.2-3

YRSGS (SEQ ID No. 37)

NSGSAMMVRWAH (SEQ ID No. 58)

y-Her.C2-P3.2-9

LRDGQ (SEQ ID No. 38)

QRSRLSRQRWWR (SEQ ID No. 59)

y-Her.C2.P4.2-1

YSANT (SEQ ID No. 39)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-3

YASNT (SEQ ID No. 40)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-4

YSDGD (SEQ ID No. 41)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-5

YSGGS (SEQ ID No. 42)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-6

'YGRDS (SEQ ID No. 43)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-8

YAGGT (SEQ ID No. 44)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-10

YSSDS (SEQ ID No. 45)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-12

YHSGS (SEQ ID No. 46)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-15

YLTNS (SEQ ID No. 47)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-18

YGSEE (SEQ ID No. 48)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-19

YRSGE (SEQ ID No. 49)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-20

YGTDD (SEQ ID No. 50)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

y-Her.C2.P4.2-9

YLHGD (SEQ ID No. 161)

ARYSPRMLRWAH (SEQ ID No. 60)

HAF1311A1 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VSRYSMTMWRWAH (SEQ ID No. 61)
HAF1311A10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSRSMMRWAH (SEQ ID No. 62)
HAF1311A11 YLHGD (SEQ ID No. 161) VPRYSQMMWRWAH (SEQ ID No. 63)
HAF1311A12 YLHGD (SEQ ID No. 161) [ITRYSRQMLRWAH (SEQ ID No. 64)
HAF1311A2 YLHGD (SEQ ID No. 161) VPRYSALMWRWAH (SEQ ID No. 65)
HAF1311A3 YLHGD (SEQ ID No. 161) VARHSEAMWKWGH (SEQ ID No. 66)
HAF1311A4 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VGRYSQRMWRWAH (SEQ ID No. 67)
HAF1311A5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [|[RSSVGSRRWWS (SEQ ID No. 51)
HAF1311A6 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VGRHSPTMWKWAH (SEQ ID No. 69)

34




ES 2609 359 T3

HAF1311A7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LGRWSPKMWRWAH (SEQ ID No. 70)
HAF1311A8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARWSPSMMRWAH (SEQ ID No. 71)
HAF1311A9 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARNSPSMWRWAH (SEQ ID No. 83)
HAF1311B1 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARWSPSMVRWAH (SEQ ID No. 84)
HAF1311B10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARKNHRKWRRTH (SEQ ID No. 85)
HAF1311B11 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VSRYSPTMWQWAH (SEQ ID No. 86)
HAF1311B12 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARHSLSMWRWAH (SEQ ID No. 87)
HAF1311B2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSQTMWRWAH (SEQ ID No. 88)
HAF1311B3 YLHGD (SEQ ID No. 161) [MPRFSPSMWRWAH (SEQ ID No. 89)
HAF1311B4 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VTRYSQSMWRWAH (SEQ ID No. 90)
HAF1311B5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IERYSTRMWSWAH (SEQ ID No. 91)
HAF1311B6 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARHSPEMWHWAH (SEQ ID No. 92)
HAF1311B7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARGSPSMWSWGH (SEQ ID No. 93)
HAF1311B8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARHSQTMWHWAH (SEQ ID No. 94)
HAF1311B9 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LARYSPGMWRWAH (SEQ ID No. 95)
HAF1311C1 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRFSPTMWKWAH (SEQ ID No. 96)
HAF1311C10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRWSRTMLRWAH (SEQ ID No. 97)
HAF1311C11 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSPRMWRWAH (SEQ ID No. 98)
HAF1311C2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [ARHSKSMWSWAH (SEQ ID No. 99)
HAF13112C3 YLHGD (SEQ ID No. 161) [MPRWSKSLSGWAH (SEQ ID No. 100)
HAF1311C5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYTPSMWRWAH (SEQ ID No. 101)
HAF1311C7 YLHGD (SEQ ID No. 161) |[VARNSLTMWRWAH (SEQ ID No. 102)
HAF1311C8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPSMWKWAH (SEQ ID No. 103)
HAF1311C9 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARFSPSMWRWAH (SEQ ID No. 104)
HAF1311D2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LARWSPSLSRWAH (SEQ ID No. 105)
HAF1311D3 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 106)
HAF1311D4 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRSSLTMWKWAH (SEQ ID No. 107)
HAF1311D5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRHSTRMWKWAH (SEQ ID No. 108)
HAF1311D6 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRHSRRMWRWAH (SEQ ID No. 109)
HAF1311D7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VTRYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 110)
HAF1311E10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRHSRRMWRWAH (SEQ ID No. 109)
HAF1311 E2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [MPRWSKSLSGWAH (SEQ ID No. 100)
HAF1311 E3 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VTRHSSSMWRWAH (SEQ ID No. 111)
HAF1311 E4 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSRSMKKWAH (SEQ ID No. 112)
HAF1311 E5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARGSTTMWRWGH (SEQ ID No. 113)
HAF1311 E6 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARSSPEMWRWAH (SEQ ID No. 114)
HAF1311 E7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSTGMWNWAH (SEQ ID No. 115)
HAF1311 E8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSQRMWRWAH (SEQ ID No. 116)
HAF1311 E9 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRNSPRMWRWAH (SEQ ID No. 117)
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HAF1312F1 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LARWSPSMSRWAH (SEQ ID No. 118)
HAF1312G12 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LARWSPSMKSWAH (SEQ ID No. 119)
HAF1312F11 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LPRYSTKMKRWAH (SEQ ID No. 120)
HAF1312F7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IRSSVGSRRWWS (SEQ ID No. 51)
HAF1312F3 YLHGD (SEQ ID No. 161) |IPRWSQQMSRWAH (SEQ ID No. 122)
HAF1312F5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VGRWTPSMWRWAH (SEQ ID No. 123)
HAF1312G10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VKRSSPSMWRWAH (SEQ ID No. 124)
HAF1312G2 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARFSPSMWRWAH (SEQ ID No. 104)
HAF1312G1 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LARYSPGMWNWAH (SEQ ID No. 125)
HAF1312G9 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IARYSPNMWNWAH (SEQ ID No. 126)
HAF1312G8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 127)
HAF1312F12 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARFSPSMLKWAH (SEQ ID No. 128)
HAF1312F2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSKSMLKWAH (SEQ ID No. 129)
HAF1312F10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARHSRTMWRWGH (SEQ ID No. 130)
HAF1312G7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IARHSREMLRWAH (SEQ ID No. 131)
HAF1312F8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSSTMSRWAH (SEQ ID No. 132)
HAF1321A1 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSQRMWRWAH (SEQ ID No. 116)
HAF1321B11 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSQMMWRWAH (SEQ ID No. 63)
HAF1321A2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSPRMWRWAH (SEQ ID No. 98)
HAF1321A10 YLHGD (SEQ ID No. 161) |IPRWSQQMSRWAH (SEQ ID No. 122)
HAF1321A4 YLHGD (SEQ ID No. 161) |[VPRHSLKKLQRKH (SEQ ID No. 133)
HAF1321B10 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARHSLSMWRWAH (SEQ ID No. 87)
HAF1321A5 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPSMWNWAH (SEQ ID No. 134)
HAF1321B1 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPTMWKWAH (SEQ ID No. 148)
HAF1321A11 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARFSPSMWRWAH (SEQ ID No. 104)
HAF1321B5 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VSRFSPSMWRWAH (SEQ ID No. 149)
HAF1321B2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VGRWTPSMWRWAH (SEQ ID No. 123)
HAF1321B6 YLHGD (SEQ ID No. 161) [JARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 127)
HAF1321 B7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 127)
HAF1321B9 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IPRYTPSMWRWAH (SEQ ID No. 150)
HAF1322C10 YLHGD (SEQ ID No. 161) |IPRWSQQMSRWAH (SEQ ID No. 122)
HAF1322C11 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VPRYSTLMWRWAH (SEQ ID No. 151)
HAF1322C7 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LPRHSRRMWRWAH (SEQ ID No. 152)
HAF1322C6 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LARWSPSMLRWAH (SEQ ID No. 153)
HAF1322C3 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARHSLSMWRWAH (SEQ ID No. 87)
HAF1322C4 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARHSPAMWRWAH (SEQ ID No. 154)
HAF1322C8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARSSPSMWRWAH (SEQ ID No. 147)
H10-03-6 YLYGD (SEQ ID No. 162) [VPRHSARMWRWAH (SEQ ID No. 155)
H 10-03-6 R YLYGD (SEQ ID No. 162) |VPRHSARMWRWAH (SEQ ID No. 155)
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H 1 0-03-6Y YLYGD (SEQ ID No. 162) |VPRYSARMWRWAH (SEQ ID No. 156)
ABEFs0101 YLSAD (SEQ ID No. 163) [VARYSPSMWRWGH (SEQ ID No. 135)
ABS0101G YLSAD (SEQ ID No. 163) [VARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 106)
ABS0101P YLSAD (SEQ ID No. 163) [VPRYSASMWRWGH (SEQ ID No. 136)
ABS0101PG YLSAD (SEQ ID No. 163) [VPRYSASMWRWAH (SEQ ID No. 137)
EF3-1 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LPRYSPGMWRWAH (SEQ ID No. 138)
EF3-2 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPSMWNWAH (SEQ ID No. 134)
EF3-3 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPSMWRWGH (SEQ ID No. 135)
EF3-4 YLHGD (SEQ ID No. 161) IPRWSQQMSRWAH (SEQ ID No. 122)
EF3-6 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSQTMSRWAH (SEQ ID No. 139)
EF3-7 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 127)
EF3-8 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VAGYRPRRSGSSH (SEQ ID No. 140)
EF3-9 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LARHSANMLRWAH (SEQ ID No. 141)
EF3-13 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARHSPSMWSWAH (SEQ ID No. 142)
EF3-14 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYTPSMWRWAH (SEQ ID No. 101)
EF3-15 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARWSPSMFRWAH (SEQ ID No. 143)
EF3-16 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LARWSPSMKSWAH (SEQ ID No. 119)
EF3-17 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARHSRTMWRWGH (SEQ ID No. 130)
EF3-18 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LARWSPSMSRWAH (SEQ ID No. 118)
EF3-20 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARWSPSMLRWAH (SEQ D No. 144)
EF10-01 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARSSPTMWRWAH (SEQ ID No. 145)
EF10-02 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPSMWRWAH (SEQ ID No. 106)
EF10-03 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARWSPSMMRWAH (SEQ ID No. 71)
EF10-04 YLHGD (SEQ ID No. 161) VTRWSPTMWRWAH (SEQ ID No. 146)
EF10-07 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARNSPSMWRWAH (SEQ ID No. 83)
EF10-08 YLHGD (SEQ ID No. 161) |LARWSPSLSRWAH (SEQ ID No. 105)
EF10-09 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARSSPSMWRWAH (SEQ ID No. 147)
EF10-10 YLHGD (SEQ ID No. 161) [VARYSPRMWRWAH (SEQ ID No. 157)
EF10-13 YLHGD (SEQ ID No. 161) |VARYSRKMSSWGH (SEQ ID No. 158)
EF10-14 YLHGD (SEQ ID No. 161) [LASYSPSMWRWGH (SEQ ID No. 159)
EF10-15 YLHGD (SEQ ID No. 161) [IRSSVGSRRWWS (SEQ ID No. 51)

Tabla 5. Secuencias de clones de levaduras de union a Her2 seleccionados de bibliotecas iniciales, tras la expansion
del conjunto y tras la maduracion de la afinidad: con referencia a la numeracion de la SEQ ID No. 1 (Figura 3)

Nombre del clon

Bucle AB AA143ff

Bucle CD AA169ff

Bucle EF AA198ff

H542-M3C8

LSLPC (SEQ ID No. 164)

ISGPE (SEQ ID No. 240)

PQTPPSQ (SEQ ID No. 340)

H541-M2D7

REGGR (SEQ ID No. 165)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DKPFWGTSRWSR (SEQ
No. 55)

ID
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H541-M2E11
DKPFWGTSRWSR (SEQ ID
LTKNQ (SEQ ID No. 166) [DGRPE (SEQ ID No. 242)No. 55)
H541-M2D12 TKAFY (SEQ ID No. 167) NGQPE (SEQ ID No. 241)PPSPPRT (SEQ ID No. 341)
H541-M2H10 PPSPPRT (SEQ ID No. 341)
TKGL_(SEQ ID No. 172) INGQPE (SEQ ID No. 241)
H541-M2H8 PPSPPRT (SEQ ID No. 341)
TKAFY (SEQ ID No. 167) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3A10
WWLFG (SEQ ID No. PWVRW MQ (SEQ D
168) NGQPE (SEQ ID No. 241) "y 1o
H542-M3F10 IKKKK (SEQ ID No.169) SRARWRH (SEQ ID No. 343)
NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3D5 SRSRWRG (SEQ ID No. 344)
KWNKK (SEQ ID No. 170)NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M4A4 PRWKM (SEQ ID No. 345)
KKKKK (SEQ ID No. 171) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3G11
KRYNPRMVRWAH (SEQ ID
YKTKD (SEQ ID No-173) [NGQPE (SEQ ID No. 241)[No. 346)
H542-M3D9 PQSRWYN (SEQ ID No. 347)
KKKKK (SEQ ID No. 171) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3F7 PWSRWRL (SEQ ID No. 348)
KKKKK (SEQ ID No. 171) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M4B 12 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
RKEKK (SEQ ID No. 174) [NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3D11 PWVRWMQ (SEQ ID No. 342)
WWVGG (SEQ ID No.
175) DAGPE (SEQ ID No. 243)
H542-M3A4 PWVRWLQ (SEQ ID No. 350)
WWRGG (SEQ ID No.
176) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3B8
WWRGG (SEQ ID No. PWRW MQ (SEQ D
176) NGQPE (SEQ ID No. 241)No.342)
H542-M3C4 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
YGHKY (SEQ ID No. 177)[NKQNH (SEQ ID No. 244)
H542-M4D4 ELEGEEQ (SEQ ID No. 351)
TKKET (SEQ ID No. 178) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3A7 NRSRWQQ (SEQ ID No. 352)
TGGNK (SEQ ID No. 179)NMGPE (SEQ ID No. 245)
H542-M3C12 KKKKLKQ (SEQ ID No. 353)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3E10 KKKQLKK (SEQ ID No. 354)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) NGQPE (SEQ ID No. 241)
H542-M3E6
QQKKRKKKK (SEQ ID No.
LDGDQ (SEQ ID No. 180)NGQPE (SEQ ID No. 241)355)
H542-M4E9Q FIPHN (SEQ ID No. 181) PPPLCAP (SEQ ID No. 356)
DCGPE (SEQ ID No. 246)
H542-M4D8 SLNRWKR (SEQ ID No. 357)

KKKGK (SEQ ID No. 182)

NGQPE (SEQ ID No.

241)
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H542-M4H8 SLNRWKR (SEQ ID No. 357)
KKKGK (SEQ ID No. 182)[NGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4B11 KNKKKRK (SEQ ID No. 358)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) [NGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4C10 KKKKIKK (SEQ ID No. 359)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) MDGPE (SEQ ID No. 247)

H542-M4F 11 KKKKMKK (SEQ ID No. 360)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4C8 KRKKLKK (SEQ ID No. 361)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4G2 REREWRK (SEQ ID No. 362)
KNKKK (SEQ ID No. 183) [NGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4C7 ELEGEEQ (SEQ ID No. 351)

TKKET (SEQ ID No. 178)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

H561 G3M1 B8

KKKNN (SEQ ID No. 184)

YPEKH (SEQ ID No. 248)

DKSRWQAQ (SEQ ID No. 363)

H542-M4D10 ELEGEEQ (SEQ ID No. 351)
TKKET (SEQ ID No. 178) INGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4B3 PLRLPPM (SEQ ID No. 364)
KKKKR (SEQ ID No. 185) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H542-M4A6 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

YGHKY (SEQ ID No. 177)

NKQNH (SEQ ID No. 244)

H561 G3M1 C6

LKKKT (SEQ ID No. 186)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PRSNWYGNRWRR (SEQ ID
No. 365)

H542-M4C1

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PQSRWYN (SEQ ID No. 347)

H542-M4F4

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PWSRWRL (SEQ ID No. 348)

H561G3M1E1

TKGRW (SEQ ID No. 187),

NGAPQ (SEQ ID No. 249)

SRARWRH (SEQ ID No. 343)

H542-M4F6

LSLPC (SEQ ID No. 164)

ISGPE (SEQ ID No. 240)

PQTPPSQ (SEQ ID No. 340)

H561G3M1A1

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

TPGNLAL (SEQ ID No. 366)

H561G3M1A10

KKKNK (SEQ ID No. 188)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

SREDFRA (SEQ ID No. 367)

H561G3M1A9

KHAET (SEQ ID No. 189)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

LVSISVG (SEQ ID No. 368)

H561G3M1B10

-KKKK (SEQ ID No. 190)

DYGPM (SEQ ID No. 250)

PSRRWRE (SEQ ID No. 369)

H561 G3M1 G4

FETYW (SEQ ID No. 191)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DRRRWTA (SEQ ID No. 370)

H561 G3M1 B9

EGKRK (SEQ ID No. 192)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

SRARWRH (SEQ ID No. 343)

H561 G3M1 ClI

RHGGW (SEQ ID No.

193)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DLQDKKY (SEQ ID No. 371)
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H561 G3M1 C2

KKKKK (SEQ ID No.

171) NGQPE (SEQ ID No. 241)

ISVPPDE (SEQ ID No. 372)

H561 G3M1 H8

-KSGY (SEQ ID No.

194)
RKKKE (SEQ ID No. 251)

SRARWRH (SEQ ID No. 343)

H561 G3M1 C8

AKEGG (SEQ ID No

. 195)NGQPE (SEQ ID No. 241)

TGPDITV (SEQ ID No. 373)

H561G3M1D1

KYWMA (SEQ ID No. 196)NGQPE (SEQ ID No. 241)

IVLSGFR (SEQ ID No. 374)

H561G3M1D5

KKKNK (SEQ ID No. 188) DAGPE (SEQ ID No. 243)

MGIHNIN (SEQ ID No. 375)

H564G11 M2F4

LTKNQ (SEQ ID No.

166) INGQPE (SEQ ID No. 241)

MKQDEMA (SEQ ID No. 376)

H561 G3M1 E2

FFTYW (SEQ ID No.

191)INGQPE (SEQ ID No. 241)

DRRRWTA (SEQ ID No. 370)

H561 G3M1 E6

KKKKK (SEQ ID No.

171) INGQPE (SEQ ID No. 241)

PQW RLQW (SEQ ID No.377)

H561 G3M1 E7

KKKNK (SEQ ID No.

188) NGQPE (SEQ ID No. 241)

HRRLVAR (SEQ ID No. 378)

H561G3M1F10

QLRNK (SEQ ID No.

197)INGQPE (SEQ ID No. 241)

KQNLRRK (SEQ ID No. 379)

H561 G3M1 F2

QRGRM (SEQ ID
198)

No.KGGRE (SEQ ID No. 252)

SRARWRH (SEQ ID No. 343)

H561G3M1G1

QRGRM (SEQ ID
198)

No.
KGGRE (SEQ ID No. 252)

SRARWRH (SEQ ID No. 343)

H564G11 M2F12

KNHNT (SEQ ID No.

199)INGQPE (SEQ ID No. 241)

SRSRLHGNRWRR (SEQ ID
No. 380)

H561 G3M1 H3

KKKKK (SEQ ID No.

171)[GNWQP (SEQ D No.
253)

NRERWRR (SEQ ID No. 381)

H561 G3M1 H7

MSENE (SEQ ID No

. 200)NGQPE (SEQ ID No. 241)

TWVRW MQ (SEQ ID No.382)

H564G11 M2G2

KKKNK (SEQ ID No.

188) [TTGPY (SEQ ID No. 254)

PWSRWRL (SEQ ID No. 348)

H564G11M2A10

KKKNK (SEQ ID No.

188) NGQPE (SEQ ID No. 241)

PHWQWKW (SEQ ID No. 383)

H564G11 M2A4

YGHKY (SEQ ID No

. 177)DMNQP (SEQ ID No. 255)

SKKKLRK (SEQ ID No. 384)

H564G11 M2A5

YGHKY (SEQ ID No

. 177) KWPMF (SEQ ID No. 256)

PWKRLRK (SEQ ID No. 385)

H564G11 M2A9

WWMDY (SEQ ID No.

201)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H564G11 M2B1

YGHKY (SEQ ID No

. 177)HDQRH (SEQ ID No. 257)

TQKRWRS (SEQ ID No. 386)

H564G11 M2B12

MKKNK (SEQ ID No

. 202)LGMYM (SEQ ID No. 258)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H564G11 M2B3

'YGHKY (SEQ ID No

NKMFT (SEQ ID

177 No.259)

NRKHLRA (SEQ ID No. 387)
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H564G11 M2B4

EYFRH (SEQ ID No. 203)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

TRRRWTR (SEQ ID No. 388)

H564G11 M2B5

KKKNK (SEQ ID No. 188)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DHRRINR (SEQ ID No. 389)

H564G11 M2B7

FDMRD (SEQ ID No. 204)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H564G11 M2C1

MKKPY (SEQ ID No. 205)

LGYPE (SEQ ID No. 260)

KKKKYHK (SEQ ID No. 390)

H564G11 M2C11

KKKNN (SEQ ID No. 184)

HGYQL (SEQ ID No. 261)

PWVRW  MQ
No.342)

(SEQ D

H564G11 M2C3

YGHKY (SEQ ID No. 177)

NVFIE (SEQ ID No. 262)

QKKKLKK (SEQ ID No. 391)

H564G11 M2C7

FEMPY (SEQ ID No. 206)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H564G11 M2C9

YGHKY (SEQ ID No. 177)

NRGWH (SEQ ID No.
263)

PQKKLRK (SEQ ID No. 392)

H564G11 M2D1

KKKNH (SEQ ID No. 207)

PFTLK (SEQ ID No. 264)

DKRGIRK (SEQ ID No. 393)

H564G11M2D10

FFTYW (SEQ ID No. 191)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DRRRWTA (SEQ ID No. 370)

H564G11 M2D4

-KKKK (SEQ ID No. 190)

DYGPM (SEQ ID No. 250)

PSRRWRE (SEQ ID No. 369)

H564G11 M2D9

YGHKY (SEQ ID No. 177)

STTRV (SEQ ID No. 265)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H564G11M2E10

KKKNH (SEQ ID No. 207)

WDQHQ (SEQ ID No.
266)

EKKRWKE (SEQ ID No. 394)

H564G11 M2E11

-KKKK (SEQ ID No. 190)

DYGPM (SEQ ID No. 250)

TSRRWRE (SEQ ID No. 395)

H564G11 M2E3

YGHKY (SEQ ID No. 177)

SGWMM (SEQ ID No.
267)

KKEKLRK (SEQ ID No. 396)

H564G11 M2E8

YGHKY (SEQ ID No. 177)

WRKMT (SEQ ID No. 268)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H564G11M2H10

YGHKY (SEQ ID No. 177)

FPKKY (SEQ ID No. 269)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H564G11 M2F2

MWEPS (SEQ ID No. 208)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KKKKLKK (SEQ ID No. 397)

H564G11 M2F5

LRGST (SEQ ID No. 209)

SPYFV (SEQ ID No. 270)

KKKKIMK (SEQ ID No. 398)

H564G11 M2F6

KKKKK (SEQ ID No. 171)

IRGTS (SEQ ID No.271)

DQTRWRR (SEQ ID No. 399)

H564G11 M2F7

DSYMI (SEQ ID No. 210)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

TWVRWMQ (SEQ ID No. 382)

H564G11 M2F9

YGHKY (SEQ ID No. 177)

QVPGW (SEQ ID No.
272)

KKKEIKK (SEQ ID No. 400)

H564G11 M2G4

YGHKY (SEQ ID No. 177)

DLPYQ (SEQ ID No. 273)

KKNKLKK (SEQ ID No. 401)
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H564G11 M2G6

YGHKY (SEQ ID No

177)

PRSHW (SEQ ID No. 274)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H564G11 M2G7

KKKNK (SEQ ID No.

188)

LYGHA (SEQ ID No. 275)

NRERWRR (SEQ ID No. 381)

H564G11 M2G9

KKKNK (SEQ ID No.

188)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PWWQFRQ (SEQ ID No. 402)

H564G11 M2H2

YGHKY (SEQ ID No

177)

APYVH (SEQ ID No. 276)

KKKEIKK (SEQ ID No. 400)

H564G11 M2H3

MEQHS (SEQ ID No

.211)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H564G11 M2H4

'YGHKY (SEQ ID No

.177)

RTGQK (SEQ ID No. 277)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H564G11 M2H8

'YGHKY (SEQ ID No

.177)

PTYWY (SEQ ID No. 278)

NRKHLRA (SEQ ID No. 387)

H564G11 M2H9

KKKKH (SEQ ID No.

212)

EGMEI (SEQ ID No. 279)

PSRRWRE (SEQ ID No. 369)

H565_G12C1 LKKKT (SEQ ID No. 186) [NGQPE (SEQ ID No. 241)PRSNWYGNRWRR (SEQ ID
No. 365)
H565_G12D5 PWGA (SEQ ID No.280)
DQSKLSSLRWKK (SEQ ID No.
KKKKK (SEQ ID No. 171) 403)
H565_G12E4
DQSKLSSLRWKK (SEQ ID No.
KKKKK (SEQ ID No. 171) PLMVD (SEQ ID No. 281)403)
H565_G12A1 KKKNH (SEQ ID No. 207) KYGSQ (SEQ ID No. 282)PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
H565_G12C4 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
RWNNQ (SEQ ID No.
KKKNH (SEQ ID No. 207)[283)
H565_G12F1 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
KKKNH (SEQ ID No. 207)[VYKQD (SEQ ID No. 284)

H565 G12A10

KKKNH (SEQ ID No.

207)

NQMKEF (SEQ ID No. 285)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12A8 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
KKKNH (SEQ ID No. 207)[NHQHT (SEQ ID No. 286)

H565_G12A4 PNEKLKK (SEQ ID No. 404)
KKKNH (SEQ ID No. 207) KRFVD (SEQ ID No. 287)

H565_G12B2 PLSRWKR (SEQ ID No. 405)
KKKNH (SEQ ID No. 207) HHEPL (SEQ ID No. 288)

H565_G12F4 NRKHLRA (SEQ ID No. 387)
KKKNH (SEQ ID No. 207)|PKMPY (SEQ ID No. 289)

H565_G12H5 ARSRWRK (SEQ ID No. 408)
KKKNH (SEQ ID No. 207) PKDHE (SEQ ID No. 290)

H565_G12G6 AKGSI (SEQ ID No. 291) [PKKRLRR (SEQ ID No. 409)
LTKNQ (SEQ ID No. 166)

H565_G12A5 KNKKRKK (SEQ ID No. 410)
YGHKY (SEQ ID No. 177)[EDPEM (SEQ ID No. 292)

H565_G12E9 KNKKRKK (SEQ ID No. 410)

YGHKY (SEQ ID No

177)

EFDHQ (SEQ ID No. 293)
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H565_G12F8

YGHKY (SEQ ID No. 177)

NEKQD (SEQ ID No. 294)

NTKKLKK (SEQ ID No. 411)

H565_G12D2

YGHKY (SEQ ID No. 177)

APHYY (SEQ ID No. 295)

NRKRIRK (SEQ ID No. 412)

H565_G12F7

YGHKY (SEQ ID No. 177)

PQLHL (SEQ ID No. 296)

SRKRFRS (SEQ ID No. 413)

H565_G12G2

YGHKY (SEQ ID No. 177)

NWRAE (SEQ ID No. 297)

ARSRWRK (SEQ ID No. 408)

H565_G12H11

YGHKY (SEQ ID No. 177)

NNQYK (SEQ ID No. 298)

PFRRWVK (SEQ ID No. 414)

H565_G12A7

YGHKY (SEQ ID No. 177)

'RSIH (SEQ ID No. 299)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12A9

YGHKY (SEQ ID No. 177)

RDRIM (SEQ ID No. 300)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12B3

YGHKY (SEQ ID No. 177)

'YGKGH (SEQ ID No. 301)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12B5

YGHKY (SEQ ID No. 177)

GKGGK (SEQ ID No. 302)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12E3

YGHKY (SEQ ID No. 177)

RHIGK (SEQ ID No. 303)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12E12

YGHKY (SEQ ID No. 177)

QYTYH (SEQ ID No. 304)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12B1

YGHKY (SEQ ID No. 177)

LHSHV (SEQ ID No. 305)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12B11

YGHKY (SEQ ID No. 177)

STTRV (SEQ ID No. 265)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12D1

YGHKY (SEQ ID No. 177)

ARDKR (SEQ ID No. 306)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12E2

YGHKY (SEQ ID No. 177)

EHKKT (SEQ ID No. 307)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12C5

KKKKK (SEQ ID No. 171)

MDEVP (SEQ ID No. 308)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12C7

-KKKK (SEQ ID No. 190)

QDWQR (SEQ ID No.
309)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12G1

-KKKK (SEQ ID No. 190)

PSDRE (SEQ ID No. 310)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12G8

NKKKK (SEQ ID No. 213)

QNTRW (SEQ ID No. 311)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12C9

-KKKK (SEQ ID No. 190)

DEGLH (SEQ ID No. 312)

PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

H565_G12A11

IMNDW (SEQ ID No. 214)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H565_G12D10

WTNGD (SEQ ID No. 215)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H565_G12F6

WWHDM (SEQ ID No.

216)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)
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H565_G12B4 KRKKLKK (SEQ ID No. 361)
WENPH (SEQ ID No. 217)NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12H2 KRKKLKK (SEQ ID No. 361)
LYHEH (SEQ ID No. 218) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12H8 KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

GGDQH (SEQ ID No. 219)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

H565_G12C12

IYVPY (SEQ ID No. 220)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H565_G12G10

FEMPY (SEQ ID No. 206)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

KRKKLKK (SEQ ID No. 361)

H565_G12C2 KRKKLKK (SEQ ID No. 361)
VVTSQ (SEQ ID No. 221) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12B6 WWNSK (SEQ ID No/NGQPE (SEQ ID No. 241)KKKQLKK (SEQ ID No. 354)
222)

H565_G12A12

KKKKIKK (SEQ ID No. 359)

MTGPG (SEQ ID No. 223)NGQPE (SEQ ID No. 241)
H565_G12D7 KKKKLKK (SEQ ID No. 397)
MWEPS (SEQ ID No. 208)NGQPE (SEQ ID No. 241)
H565_G12F3 DTYHD (SEQ ID No. 224)[NGQPE (SEQ ID No. 241)KKKKLKK (SEQ ID No. 397)
H565_G12F5 KKKKIKK (SEQ ID No. 359)

QDEKT (SEQ ID No. 225)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

H565_G12B12

GDHRI (SEQ ID No. 226)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

KKKKLKQ (SEQ ID No. 353)

H565_G12D8 KKKKLKQ (SEQ ID No. 353)
RNSNS (SEQ ID No. 227)NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12D9 NKKKKKK (SEQ ID No. 415)
RENTM (SEQ ID No. 228)NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12H9 SKKKLRK (SEQ ID No. 384)
VNDKM (SEQ ID No. 229)NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12E1 KKKKLKK (SEQ ID No. 397)

WPNME (SEQ ID No.

RKKDE (SEQ ID No. 230)[313)

H565_G12E8 KKKKIKK (SEQ ID No. 359)
SNSGY (SEQ ID No. 231)MDGPE (SEQ ID No. 247)

H565_G12G7 PKKRLRR (SEQ ID No. 409)
FEYRH (SEQ ID No. 232) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12E5 SRARWRH (SEQ ID No. 343)
?QF;?RM (SEQ 1D No. 5GRE (SEQ ID No. 252)

H565_G12A2 NGKRLHS (SEQ ID No. 416)
KKKKK (SEQ ID No. 171) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12C8 PKWLWHQ (SEQ ID No. 417)
KKKKK (SEQ ID No. 171) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H565_G12E7 PWWKHHV (SEQ ID No. 418)

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

H565_G12F12

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No.

241)

PNWKYQW (SEQ ID No. 419)
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H565_G12F10

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PQRKVAP (SEQ ID No. 420)

H565_G12G9

RKKKK (SEQ ID No. 233)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PWYKVLM (SEQ ID No. 421)

H565_G12H10

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DRKWWTF (SEQ ID No. 422)

H565_G12A3

KKKKK (SEQ ID No. 171)

MTGRV (SEQ ID No. 314)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H565_G12B8

KKKKK (SEQ ID No. 171)

GKYNI (SEQ ID No. 315)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H565_G12H4

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NAYLL (SEQ ID No. 316)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H565_G12C10

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H565_G12C6

KKKKK (SEQ ID No. 171)

AQYNV (SEQ ID No. 317)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H565_G12G11

KKKKK (SEQ ID No. 171)

LYGHA (SEQ ID No. 275)

NRERWRR (SEQ ID No. 381)

H565_G12G5

KKKKK (SEQ ID No. 171)

LYGHA (SEQ ID No. 275)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H565_G12A6

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NQVMT (SEQ ID No. 318)

PSRRWRE (SEQ ID No. 369)

H565_G12E6

KKKKK (SEQ ID No. 171)

\VVHDT (SEQ ID No. 319)

PRHEWVM (SEQ ID No. 423)

H565_G12B10

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NIWHQ (SEQ ID No. 320)

DKSRWQQ (SEQ ID No. 363)

H565_G12H6

KKKKK (SEQ ID No. 171)

QWGNM (SEQ ID No.
321)

DKSRWQQ (SEQ ID No. 363)

H565_G12D12

KKKKK (SEQ ID No. 171)

MHVKS (SEQ ID No. 322)

PWSRWMAQ (SEQ ID No. 424)

H565_G12B9

-KKKK (SEQ ID No. 190)

EYTVV (SEQ ID No. 323)

PLSRWKR (SEQ ID No. 405)

H565_G12E11

-KKKK (SEQ ID No. 190)

GPYQD (SEQ ID No. 324)

PLSRWKR (SEQ ID No. 405)

H565_G12F9

KKKKK (SEQ ID No. 171)

QGVLE (SEQ ID No. 325)

TQNQIKK (SEQ ID No. 406)

H571A1

KKKKK (SEQ ID No. 171)

LYGHA (SEQ ID No. 275)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H571C10

KKKKK (SEQ ID No. 171)

QQPGV (SEQ ID No. 326)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H571 E6

KKKKK (SEQ ID No. 171)

NQVRG (SEQ ID No. 327)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H571D10

KKKKK (SEQ ID No. 171)

\VPHVL (SEQ ID No. 328)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)

H571D4

KKKKK (SEQ ID No. 171)

DGRKQ (SEQ ID No. 329)

DRERWRR (SEQ ID No. 407)
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H571C3 DRERWRR (SEQ ID No. 407)
KKKKK (SEQ ID No. 171) NASFE (SEQ ID No. 330)

H571A3 SRARWLH (SEQ ID No. 425)
LTKNQ (SEQ ID No. 166) [KKRVV (SEQ ID No. 331)

H571D7 KGIKK (SEQ ID No. 332) [SRARWLH (SEQ ID No. 425)
YGHKY (SEQ ID No. 177)

H571B1 SRARWLH (SEQ ID No. 425)
?QF;?RM (SEQ D No. ~5RE (SEQ ID No. 252)

H571 BO TKGRW (SEQ ID No. 187)NGAPQ (SEQ D No. 249)/SRARWLH (SEQ ID No. 425)

H571 E5 SRARWLH (SEQ ID No. 425)
EGKRK (SEQ ID No. 192)NGQPE (SEQ ID No. 241)

H571A5 PKKRLRR (SEQ ID No. 409)
YGHKY (SEQ ID No. 177)[YRRGD (SEQ ID No. 33)

H571A9 YGHKY (SEQ ID No. 177)PMGKY (SEQ ID No. 334)PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
H571 C9 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
YGHKY (SEQ ID No. 177)[FPKKY (SEQ ID No. 269)

H571 B3 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
YGHKY (SEQ ID No. 177)|RHIGK (SEQ ID No. 303)

H571D9 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
YGNSY (SEQ ID No. 234)[RGIAK (SEQ ID No. 335)

H571 C2 PQKRWRS (SEQ ID No. 349)

LWGGM (SEQ ID No.

KKKNK (SEQ ID No. 188) [336)

H571 C5 NAHYI (SEQ ID No. 337) [PQKRWRS (SEQ ID No. 349)
KKKNH (SEQ ID No. 207)

H571B11 PSRRWRE (SEQ ID No. 369)
RNRKK (SEQ ID No. 235)|SGTRL (SEQ ID No. 338)

H571A6 KKKKIKK (SEQ ID No. 359)
WDHGS (SEQ ID No.
b36) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H571 F3 KKKKLKQ (SEQ ID No. 353)
FAKRT (SEQ ID No. 237) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H571E12 DKSRWQQ (SEQ ID No. 363)
SMDKV (SEQ ID No. 238)[YRRGD (SEQ ID No. 33)

H571A7 DRRRWTA (SEQ ID No. 370)
FETYW (SEQ ID No. 191)NGQPE (SEQ ID No. 241)

H571D12 TRRRWTR (SEQ ID No. 388)
EYFRH (SEQ ID No. 203) NGQPE (SEQ ID No. 241)

H571D6 NRSRLHGNRWRR (SEQ ID
RHQDR (SEQ ID No. 239)NGQPE (SEQ ID No. 241)No. 426)

H571A2

LKKKT (SEQ ID No. 186)

NGQPE (SEQ ID No. 241)

PRSNWYGNRWRR (SEQ ID
No. 365)

Expresion y purificacién de clones especificos de antigeno en células de mamiferos:

Clones seleccionados como se ha descrito en lo que antecede con caracteristicas como se ha descrito en lo que
antecede se clonan en un vector de expresion en mamiferos tal como pCEP4 (Invitrogen). Se usa ADN plasmidico
altamente purificado (Qiagen) para transfectar transitoriamente células libres HEK293 con reactivo Freestyle™ MAX
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segun las recomendaciones del fabricante (Invitrogen). El dia 5 después de la transfeccion, los sobrenadantes se
limpian de restos celulares mediante centrifugacion y filtracién a través de un filtro de 0,2 uM Stericup (Millipore). Como
alternativa, las células libres HEK293 o células CHO se transfectan con plasmidos de expresion que contienen genes
para la resistencia a antibioticos, tales como neomicina o puromicina. Las células transfectadas se cultivan en
presencia de los antibidticos dando lugar a una supervivencia especifica de clones de células que expresan de forma
estable el gen de resistencia a antibiéticos junto con el fragmento Fc especifico de antigeno. Estos transfectantes
estables segregan constantemente la proteina de interés durante periodos de tiempo largos. Los Fcab especificos de
antigeno se purificaron a partir de los sobrenadantes celulares mediante cromatografia de inmunoafinidad de la
proteina A. Los Fcab unidos se eluyen de la proteina A lavando la columna con tampén glicina (pH=2,9-4,0), seguido
de dialisis frente a PBS (pH = 6,8). La pureza de los Fcab se determina mediante analisis de SDS-PAGE no reductor y
los potenciales agregados se detectan mediante HPLC de exclusion por tamafio usando una columna Zorbax GF250 y
PBS como tampoén de carrera.

Caracterizacion estructural de Fcab:

Se uso6 la unién a receptores Fc y la proteina A para estimar la integridad estructural global de los Fcab purificados. La
asociacion con el receptor neonatal de Fc (FcRn) se midi6 mediante la adicién de 10 pg/ml de Fcab a un chip de
Biacore CM5 acoplado a 5.000 unidades de respuesta (UR) del FcRn humano recombinante a pH = 6,0. La disociacién
de Fcab del FcRn se analizé a pH = 7,4. Estos experimentos demostraron una interaccion dependiente del pH de los
Fcab especificos de Her2 con FcRn con caracteristicas de unién muy similares a las del Fcab silvestre. La union de
Fcab al receptor CD64 de Fc de alta afinidad se midié utilizando un chip de Biacore CM5 revestido con 3000 UR de
Proteina A, seguido de la adicién de una solucién de Fcab 10 pug/ml. Finalmente, se afiadi6 CD64 humano soluble a 5
pg/ml. Las curvas de unién resultantes eran indistinguibles de las obtenidas con el Fcab tipo silvestre. La interaccion de
Fcab recombinantes (10 pg/ml) con Proteina A también se midié6 mediante SPR usando un chip de Biacore CM5
recubierto con proteina A (3.000 UR). De nuevo, las afinidades eran comparables a las obtenidas con el Fcab silvestre.

Unién especifica de antigeno para Fcab:

La potencia y especificidad de los Fcab especificos de Her2 para unirse a Her-2 se evalué por ELISA. El Her-2 humano
soluble (Bender Med Systems, Austria) se recubrié con plastico a 2 ug/ml. Después de lavar y bloquear los sitios de
unién no especifica, se afiadieron concentraciones crecientes de Fcab. Para detectar los Fcab unidos a Her2, se
afnadieron anticuerpos monoclonales especificos del dominio CH2 anti-Fc que se conjugaron con peroxidasa de
rabano picante (Serotec). Los resultados demostraron que algunos Fcab especificos de Her-2 podian interaccionar
con su diana en el limite bajo nanomolar (Tabla 6). Esta interaccion fue especifica, ya que la union a otros miembros de
la familia Her (Her1, Her3 y Her4) fue >100 veces mas débil segun el ELISA. No se detecté union a antigenos Her-2 no
relacionados.

Tabla 6: Afinidades de union de Fcab especificos de Her-2 en ELISA:

CEso [nM] de unién a células
clon de Fcab CEso [nM] ELISA de Her-2 SKBR3

y-Her.C2.P4.2-3 463 nr
y-Her.C2.P4.2-4 370 nr
H561G3M1G4 263 nr
y-Her.C2.P4.2-19 93 nr
ABEFs0101 16,1 52
H10-03-6 4,8 10,3
EF3-17 47 1,3
y-Her.C2.P4.2-9 43 nr
H10-03-6R 2,6 11,1
nr= no realizado

La union al antigeno también se determin6 mediante SPR. Se recubrieron chips Biacore CM5 con diferentes
cantidades de Her-2 soluble humano, seguido de la adiciéon de concentraciones crecientes de Fcab. La afinidad (K4) de
los Fcab se calculé a partir de las curvas de union resultantes tras ajustar usando el software BiaEval. En estas
condiciones experimentales. Los Fcab especificos de Her-2 H561G3M1G4 y H10-03-6 se unieron a Her-2 con valores
de Kq de 7,55nM y 8,6nM, respectivamente. También se evalu6 la unién al antigeno por FACS usando las lineas
celulares de cancer de mama humano que sobreexpresan Her-2, SKBR3 y Calu-3. Se incubaron 1x10° células con
concentraciones crecientes de Fcab durante 60 minutos en hielo. Después, los anticuerpos no unidos se eliminaron
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mediante centrifugacion y lavado. Los Fcab unidos a las células se detectaron por incubacion con anticuerpos
especificos anti-Fc humanos conjugados con ficoeritrina (Sigma) durante 60 minutos en hielo. Después de lavar las
células, se midi6 la intensidad de la fluorescencia en la superficie celular en un instrumento FACS Calibur (Beckton
Dickinson). Todas las bandas de Fcab especificos de Her-2 se unieron a las células SKBR3 y Calu-3, pero solo
minimamente a las células MDA-MB468 que no expresan Her-2, lo que confirma la débil reactividad cruzada
observada en el ELISA. Las afinidades aparentes (CEso) de los Fcab especificos de Her-2 sobre las células SKBR3 se
enumeran en la Tabla 6.

Funcion efectora de Fcab especificos de antigeno (ADCC):

Con el fin de determinar si los Fcab especificos de Her-2 median las funciones efectoras de Fc, se realizan ensayos de
ADCC. En estos tipos de ensayos, los anticuerpos se unen a las células diana y las marcan para apoptosis gracias a la
unién a los receptores Fc sobre las células efectoras, tales como células asesinas naturales (NK). Las células SKBR3
(células diana) que estan marcadas con el colorante fluorescente carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE) se
incuban con concentraciones crecientes de Fcab especificos de Her-2 durante 20 minutos a 37 ° C. Las células NK sin
tocar se aislan a partir de sangre humana de donantes sanos por agotamiento negativo en un dispositivo de
AutoMACS usando esferas magnéticas de MACS de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotech).
Las células NK purificadas se mezclan con las células SKBR3 opsonizadas en una proporcion de 5:1 y se incuban
durante 4 horas a 37 ° C. Después, se afade el colorante de fluorescencia 7-amino actinomicina (7-AAD), que tifie
especificamente las células apoptoéticas. Las células apoptéticas SKBR3 se enumeran en el FACS como células
dobles positivas a 7-AAD/CSFE. Los Fcab especificos de Her-2 H10-03-6 y ABEFs0101 demostraron ser potentes
mediadores de la muerte de las células SKBR3, con valores de CDso de 1,1 nM y 1,0 nM, respectivamente. El
mecanismo de la induccién de apoptosis es dependiente de la presencia de células NK que demuestra que los Fcab
especificos de Her-2 poseen funcionalidad de ADCC.

Ejemplo 7: Expresion en levaduras de Fab 4D5

Para la expresién de un fragmento Fab en levaduras, el vector de expresion en levadura pYD1 (Invitrogen) (SEQ ID
No. 72 / Figura 17) se modifica como sigue:

Se introduce un sitio de restriccion Nhel mediante mutagénesis dirigida en la posicion 581/586 para producir el
vector modificado pYD1 Nhe (SEQ ID No. 73 / Figura 18). Este vector se restringe con Nhel y Pmel, para producir
3 fragmentos. El fragmento mas grande es el esqueleto del vector restante, en el que se inserta un enlazador
oligonucledtido sintético para producir el vector pYD1Ink (SEQ ID No. 74 / Figura 19). Posteriormente, se amplifica
por PCR un casete que incluye la region de terminacion de la transcripcion MATa a partir del vector pYD1 y se
clona en pYD1Ink a través de BamHI y Pstl de restriccion y ligacién. El vector resultante es pYD1 mata (SEQ ID
No.75 / Figura 20). Un casete que contiene el promotor GAL1, el gen que codifica AGA2 y un enlazador sintético
con sitios de clonacién Notl y Sfil se amplifica por PCR a partir de pYD1 y se clona en pYD1mata a través de la
restriccion EcoRI y Pacl para producir el vector pYD1gal (SEQ.ID N ° 76 / Figura 21).

Como un ejemplo para un Fab que se muestra en la levadura, los genes que codifican VH-CH1 y VL-CL,
respectivamente, del anticuerpo 4D5 (Herceptin) se hacen sintéticamente (secuencias 4D5H (SEQ ID No. 77 / Figura
22) y 4D5L (SEQ ID No. 78 / Figura 23)).

4D5H esta flanqueado por los sitios de restriccion Sfil y Notl, y se clona en el vector pYD1gal para producir el vector
pYD4D5hc (SEQ ID No. 79 / Figura 24). En este vector, el extremo N-terminal de 4D5H se fusiona con el extremo
C-terminal de AGA2, y en el extremo C-terminal de 4D5H esta unido un marcador de hexahistidina, seguido por el
codoén de terminacion. La secuencia de aminoacidos de VH-CH1 de 4D5 se da en 4D5hp (SEC ID No. 80/Figura 25).

4D5H esta flanqueado por los sitios de restriccion Ncol y Ascl y se clona en el vector pYD1gal para producir el vector
pYD4D5hc (SEQ ID No. 79/ Figura 26). 4D5L esta precedido por una sefial de secrecion de AGA2, y lleva un codén de
terminacion después del resto de cisteina C-terminal del dominio CL. La secuencia de aminoacidos de VL-CL de 4D5
se da en 4D5Ip (SEC ID No.82 / Figura 27).

Para la expresion de Fab 4D5, el vector pYD4D5hl se utiliza para transformar la cepa de levadura EBY100 (Invitrogen),
se seleccionan los transformantes en medio minimo sin triptéfano, y la expresion de la proteina recombinante se
induce por crecimiento en un medio que contiene galactosa de acuerdo con protocolos estandar (Invitrogen).

Ejemplo 8: Construccién de una biblioteca con restos aleatorizados en los bucles estructurales del dominio CL de 4D5
Fab

Como primer paso en la construccién de la biblioteca de presentacién en levadura, el dominio CL silvestre (kappa C) se
corta del vector de expresion pYD4D5h! (SEQ ID No. 81) con las enzimas de restriccion BsiWI y Ascl. Se prepara un
gen sintético que codifica dominios kappa C humanos flanqueados por BsiWI y Ascl (en el contexto de acuerdo con
pYD4D5hI) en el que se introducen mutaciones e inserciones aleatorias, respectivamente, en los bucles AB y EF. En
este ejemplo en particular, la insercién de 3, 4 o 5 codones NNB se realiza entre los aminoacidos 16 y 17 del dominio
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C kappa humano, y las posiciones de los restos 92, 93, 94, 95, 97, 98 y 99 se reemplazan por los codones NNB.
(numeracion IMGT, véase la Figura 2). Un codén NNB contiene los 4 nucleétidos en las posiciones 1y2y C, Gy Ten
la posicion 3. Por tanto, NNB codifica los 20 aminoacidos de origen natural.
La biblioteca se prepara y se selecciona siguiendo procedimientos convencionales.
Como ligando estructural se usan epitopos 4D5 y Her2neu diana de CDR. Dichos miembros de la biblioteca se
seleccionan para la produccién de un anticuerpo modular citotoxico que tiene un sitio de union modificado por
ingenieria en el dominio CL, que es una union especifica a una molécula efectora, tal como un receptor Fc gamma. El
Fab resultante se analiza para determinar su (i) union a Her2neu con una Kd<10% My una CI50<10€ M, y (i) la funcion
efectora, usando un ensayo de CDC y/o ADCC.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> F-Star Biotechnologische Forschungs - und Entwicklungsges. M.B.H.

<120> Inmunoglobulina citotdxica

<130> SMW/CP6896989

<140> EP
<141> 03-03-2009

<140> EP 09737920.0
<141> 03-03-2009

<150> EP 08450068.5
<151> 02-05-2008

<160> 439

<170> PatentIn versién 3.3
<210> 1

<211> 232

<212> PRT

<213> ser humano

<400> 1

49



5

Glu
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Lys

Val

Asp

63

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
225

<210>2
<211> 237

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Aszsn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

Lys

Leu

Thr

35

Val

Val

Ser

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

195

Ser

Ser

Ser

Leu

20

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

Gln

Val

Val

Pro

180

Thr

Val

Leu

Cys

Gly

Met

His

Val

Tyr

85

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

165

Pro

Val

Met

Ser
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Asp

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
150

Trp

Val

Asp

His

Pro
230

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Gly

Thr

Ser

Arg

40

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ala

Lys

50

His

Val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

105

Ile

Pro

Leu

Aszn

Ser

185

Arg

Leu

Thr

10

Fhe

Pro

val

Thr

val

90

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

170

Asp

Trp

His

Cys

Len

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Aszn

Pro

Fhe

val

Phe

60

Pro

Thr

val

Ala

Arg

140

Gly

Fro

Ser

Gln

His
220

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

val

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Cys

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Aszn

Phe

190

Aszn

Thr

Pro

15

Lys

val

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Leu

Fro

Aszn

175

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

val

val

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> IgG humana que incluye modificaciones de aminoacidos aleatorizadas

<220>

<221> misc_feature

<222> (144)..(146)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (198)..(205)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (208)..(209)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 2

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Agp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval
35 40 45
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val Asp
50

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp

Len Pro

Arg Glu
130

Xaa Xaa
145

Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Xaa Gly
210

Hig Tyr
225

<210> 3
<211> 728
<212> ADN
<213> artificial

<220>

Val

Val

Ser

Len

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Len

195

Asn

Thr

Ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

Gln

Val

Val

Pro

180

Thr

Val

Gln

Hisg

Val

Tyr

85

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

165

Pro

Val

Phe

Lys
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Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Len

150

Trp

Val

Xaa

Ser

Ser
230

Asp

55

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Xaa

Cys

215

Leu

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Asp

Xaa

200

Ser

Ser

Glu

Lys

Ser

Lys

105

Ile

Pro

Len

Asn

Ser

185

Xaa

Val

Leu

Val

Thr

Val

90

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

170

Asp

Xaa

Met

Ser

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Xaa

His

Pro
235

Phe

60

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Xaa

Glu

220

Gly

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Phe

Xaa

205

Ala

Lys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

130

Arg

Len

Tyr

Glu

Hisg

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

175

Leu

Trp

His

Val

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Xaa

Ser

160

Tyr

Tyr

Xaa

Asn

<223> Secuencia de ADN para la clonacién de la IgG modificada (secuencia modificada por ingenieria)

<220>
<221> misc_feature
<222> (438)..(439)

<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
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<222> (441)..(442)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (444)..(445)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (600)..(601)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (603)..(604)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (606)..(607)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (609)..(610)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (612)..(613)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (615)..(616)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (618)..(619)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (621)..(622)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (630)..(631)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (633)..(634)
<223>nesa,c,got

<400> 3
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<210> 4

ccatggecga

aactecetggy

tcteoocggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggetgaatgg
agaaaaccat
catecegtga
atcccagega
ccacgectec
nsnnsnnsnn
tgcatgagge

cggecgaa

<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Cebador para PCR EPKSNCO

<400> 4

ccatggccga gcccaaatct tgtgacaaaa ctc

<210>5

<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>

gececaaatet

gggacegtea

cocctgaggte
ctggtacgtyg
caacagcacg
caaggagtac
ctecaaagee
cgageteonns
catcgecegtg
cgtgectggac
snnsnnsnns

tetgeacaac

<223> Cebador para PCR CH3LSAC

<400> 5

agtcgagctc gtcacgggat gggggcaggg

<210>6

<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Cebador para PCR CH3CSAC

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(12)

<223>n

<220>

esa,c,got

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)

<223>n

esa,c,got
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tgtgacaaaa

gtettectet

acatgcgtgg
gacggcgtgy
taccgtgtgg
aagtgecaagg
aaagggcagce
NNSnnscaag
gagtgggaga
tccgacgget

nnsaggtggn

cactacacac

33

30

cteacacatyg

tecccoccaaa

tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
teoteocaacaa
ctegagaace
teagectgae
gcaatgggca
ccttettect
nsnnsgggaa

agaagagect

54

cocacegtge

acccaaggac

gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
ageecteoeca
acaggtgtac
ctgectggte
gcoggagaac
ctacagcaaqg
cgtcttctea

cteocctgtet

geageacety

acccteatga

gaccctgagg
aagcogedygy
caccaggact
gocecacateg
accctgecee
aaaggcttet
aactacaaga
cttaccgtgn
tgctcegtga

cogggtaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

728
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<220>
<221> misc_feature
<222> (17)..(18)

<223>nesa,c,got

<400> 6
gtacgagctc nnsnnsnnsc aagtcagcct gacctgectg g 41

<210>7
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador para PCR CH3CHIN

<400> 7
tgccaagctt gctgtagagg aagaaggagc cg 32

<210> 8
<211> 59
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador para PCR CH3RHIN

<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(18)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (32)..(33)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(36)
<223>nesa,c,got

<400> 8

tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsaggtg gnnsnnsggg aacgtcttct catgctccg 59
<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Cebador para PCR CH3RNOT

<400>9

55
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25
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agttgcggcc gctttacccg gagacaggga gag

<210> 10
<211> 25
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Region de union

<400> 10

33

Ser Pro Gly Lys Ala Ala Ala Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp

1

Leu Asn Gly Ala Ala Thr Val Glu Ser

<210> 11
<211> 662
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de FcabRGD4L

<400> 11

Glu
1

Pro

Lys

Val

Asp

65

Tyr

Pro

Glu

Azp

Aszp

50

Gly

Asn

Lys

Leu

Thr

35

Val

Val

Ser

20

Sar

Leu

20

Leu

Ser

Glu

Thr

5

Cys

Gly

Met

His

val

Tyr
85

Asp

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Pro

Ser

Aszp

55

Asn

Val

Thr

Ser

Arg

40

Pro

Ala

Val

56

25

His

Val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

10

Thr

10

Phe

Fro

Val

Thr

Val
a0

Cys

Leu

Glu

Lys

lys

75

Leu

Pro

Phe

Val

Phe

60

Pro

Thr

Pre

Pro

Thr

45

Asn

Arg

Val

Cys

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

15

Fro

15

lys

Val

Tyr

Glu

Hig
85

Ala

Pro

Val

Val

Gln

80

Gln



Asp

Leu

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Gln

His

225

Gly

Gly

Ser

Asn

Gly

3205

Ile

Gly

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Gly

210

Tyr

Ser

Ala

Phe

Tvr

290

Asp

Pro

Gly

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

195

Asgn

Thr

Ala

Ala

Thr

275

Glu

Glu

Glu

Ser

Asn

100

Pro

Gln

val

Val

Pro

180

Thr

Val

Gln

Ala

Thr

250

Asn

Gly

Thr

Asn

Glu
340

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

165

Pro

Val

Phe

Lys

Ala

245

val

val

Cys

Gln

Glu

325

Gly
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Lys

Glu

Tyr

Leu

150

Trp

vVal

Gly

Ser

Ser

230

Glu

Glu

Trp

Leu

Cys

310

Gly

Gly

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Cys

Cys

215

Leu

Gln

Ser

Lys

Trp

285

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Thr

120

Len

Cys

Ser

Agp

Arg

200

Ser

Ser

Lys

Cys

Asp

280

Asn

Gly

Gly

Thr

57

Lys

105

Ile

Pro

Leu

hsn

Ser

185

Gly

vVal

Leu

Leu

Leu

265

Asp

Ala

Thr

Ser

Lys
345

Cys

Ser

Pro

val

Gly

170

Asp

Asp

Met

Ser

Ile

250

Ala

Lys

Thr

Trp

Glu

330

Pro

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Cys

Hisg

Pro

235

Ser

Lys

Thr

Gly

Val

315

Gly

Pro

val

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Leu

Glu

220

Gly

Glu

Pro

Leu

Val

300

Pro

Gly

Glu

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Fhe

Ser

205

Ala

Lys

Glu

His

Asp

285

Val

Ile

Gly

Tyr

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

150

Arg

Len

Glu

Asp

Thr

270

Arg

Val

Gly

Ser

Gly
350

Lys

Gln

Leu

Pro

Agn

175

Leu

Trp

Hisg

Gly

Leu

255

Glu

Tyr

Cys

Leu

Glu

335

Asp

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Gln

Asn

Gly

240

Asn

Asn

Ala

Thr

Ala

320

Gly

Thr



Pro

Pro

Ser

385

Arg

Asp

Met

Ser

Ser

465

Gly

Glu

Gly

Thr

Leu

345

Gly

Ala

Pro

Ile

Gly

370

Gln

Gln

Pro

Tyr

Gly

450

Asp

Ser

Gly

Asp

Glu

530

Asp

Asp

Gly

Leu

Pro

355

Thr

Fro

Gly

Val

Asp

435

Phe

Leu

Gly

Gly

Phe

515

Asn

Ser

val

Ser

Met

Gly

Glu

Leu

Ala

Lys

420

Ala

Asn

Pro

Gly

Gly

500

Asp

Ala

val

Ser

Asn

580

Asn

Tyr

Gln

Agn

Leu

405

Thr

Tyr

Glu

Gln

Gly

485

Ser

Tyr

Asp

Ala

Gly

565

Ser

Asn

ES 2609 359 T3

Thr

Asn

Thr

3580

Thr

Tyr

Trp

Asp

Pro

470

Ser

Glu

Glu

Glu

Thr

550

Leu

Gln

Phe

Tyr

Pro

375

Phe

val

Tyr

Asn

Pro

455

Pro

Glu

Gly

Lys

Asn

535

Asp

Ala

Met

Arg

Ile

360

Ala

Met

Tyr

Gln

Gly

440

Phe

val

Gly

Gly

Met

520

Ala

Tyr

Asn

Ala

Gln

58

Asn

AsSn

Phe

Thr

Tyr

425

Lys

Val

Asn

Gly

Gly

505

Ala

Leu

Gly

Gly

Gln

585

Tyr

Pro

Pro

Gln

Gly

4190

Thr

Phe

Cys

Ala

Gly

490

Ser

Asn

Gln

Ala

Asn

570

Val

Leu

Leu

Asn

Asn

385

Thr

Pro

Glu

Gly

475

Ser

Gly

Ala

Ser

Ala

553

Gly

Gly

Pro

Asp

Pro

380

Asn

val

val

Asp

Tyr

460

Gly

Glu

Gly

Asn

Asp

540

Ile

Ala

Asp

Ser

Gly

365

Ser

Arg

Thr

Ser

Cys

445

Gln

Gly

Gly

Gly

Lys

525

Ala

Asp

Thr

Gly

Leu

Thr

Leu

Phe

Gln

Ser

430

Ala

Gly

Ser

Gly

Ser

510

Gly

Lys

Gly

Gly

Asp

590

Pro

Tyr

Glu

Arg

Gly

415

Lys

Phe

Gln

Gly

Gly

495

Gly

Ala

Gly

Phe

Asp

3735

Asn

Gln

Pro

Glu

Asn

400

Thr

Ala

His

Ser

Gly

480

Ser

Ser

Met

Lys

Ile

560

Phe

Ser

Ser



10

Val Glu

610

Ser Ile

625

Leu Leu

Ile Leu

<210> 12
<211> 5200
<212> ADN
<213> artificial

<220>

595

Cys Arg Pro

Asp Cys Asp

Tyr Val Ala
645

Hig Lys Glu

660

<223> Vector pHENFcabRGD4

<400> 12

ES 2609 359 T3

Tyr Val
615

Lys Ile
630

Thr Phe

Ser

600 605

Phe Gly Ala Gly Lys Pro
620

Asn Leu Phe Arg Gly Val
635

Met Tyr Val Phe Ser Thr
650

Tyr Glu FPhe

Phe Ala Phe
640

Phe Ala Asn
655

gacgaaaggg
cttagacgte
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttcet
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
ceegtategt

agategetga

c¢ctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatyg
aaggaagagt
ttgeetteet
gttgggtgca
ttttegecer
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactogectt
caccacgatg
tactctagcect
acttctgecge
gcgtgggtet
agttatctac

gataggtgee

cgectatttt
ttteoggggaa
tatccgectea
atgagtatte
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgetg
ggaggaccga
gategttggyg
cctgtageaa
tcccggeaac
tcggeectte
cgcggtatca
acgacgggga

teactgatta

tataggttaa
atgtgegegy
tgagacaata
aacatttceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagetaac
aaceggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcetyg
ttgcagcact
gtcaggeaac

ageattggta

59

tgteatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtogecoett
getggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagec
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa

actgteagac

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
ageggtaaga
aaagttctge
cgoecgeatac
cttacggatyg
actgcggeca
cacaacatgyg
ataccazacy
ctattaactyg
gcggataaaqg
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac

caagtttact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080



catatatact
teectttttga
cagacccegt
getgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
tgaaatacct
tggcecgagee
teetgggggy
ccoggaccod
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatecte
ceegggatga
ccagecgacat

cgecteocegt

ttagattgat
taatcteatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttececgaag
geegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagecgacacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctgyg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagett
attgectacyg
caaatecttgt
accgtcagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gotgaccaag
cgeegtggag

gotggacteco
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ttaaaacttc
accaaaatce
aaaggatctt
ccaccgetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttecttteoectyg
gataccgetce
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctecacteatt
attgtgageg
aagcttgeat
gecagccegetyg
gacaaaactc
ttcectettee
tgegtggtygy
ggcgtggagy
cgtgtggtea
tgcaaggtct
gggcageococoe
aaccaggtca
tgggagagca

gacggcteoct

atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagceggtggt
tcagcagagc
tcaagaacte
ctgeccagtgyg
aggcgeageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttcecagg
ttgagegtcg
acgcggectt
cgttatceccee
gocgcagecy
tacgcaaacc
ttcecgactyg
aggcacccoca
gataacaatt
gcaaattcta
gattgttatt
acacatgeccc
ccccaaaacce
tggacgtgag
tgcataatge
gegtecteac
ccaacaaagce
gagaaccaca
gectgacetg
atgggeagcec

tetteoeteta

60

taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaceqg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctetoeee
gaaagcgggco
ggctttacac
tcacacagga
tttcaaggag
actcgocggec
accgtgecca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaaqg
cgtectgeac
ceteccageco
ggtgtacace
cetggteaaa
ggagaacaac

cagcaagett

taggtgaaga
cactgagegt
cgegtaatct
gatcaagagc
aatactgtcecc
cctacatace
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagecgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag
ctggcetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gecgegttgge
agtgagcgca
tttatgette
aacagctatg
acagtcataa
cagccggeca
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtea
ccgcgggagy
caggactgge
cccategaga
ctgecceccat
ggcttetate
tacaagacca

accgtgggtt

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



gccgeggtga
atgaggctcet
ccgcagaaca
gttgtttage
ctttagatceg
gtactggtga
aaaatgaggg
gtactaaacc
tcgacggeac
aggagtctca
gtgcattaac
accagtacac
gagactgcge
aatcgtctga
gtggcggctc
gtggeggtte
ctaataaggg
gcaaacttga
tttceggeet
tggctcaagt
cttetttgee
aattttctat
atgttgccac
aataagaatt
caacttaate
cgeaccgate
tattttctee
gogooctgta
acacttgcca
ttegeegget
gctttacgge

tegeocctgat

ttgtctgage
gcacaaccac
aaaactcatco
aaaacctcat
ttacgctaac
cgaaactcag
tggtggetct
tectgagtac
ttatccgeet
gccteottaat
tgtttatacyg
tcectgtatca
tttccattet
cctgoctcaa
tgagggtggc
eggtggegge
ggctatgacc
ttetgteget
tgectaatggt
cggtgacggt
tcagteggtt
tgattgtgac
ctttatgtat
cactggeegt
gocecttgecage
geccttecca
ttacgecatct
goggogeatt
gegecctage
ttecccegtea
acctogacce

agacggtttt

ES 2609 359 T3

aggtggcagc
tacacgcaga
tcagaagagg
acagaaaatt
tatgagggct
tgttacggta
gagggtggcg
ggtgatacac
ggtactgagce
actttecatgt
ggeactgtta
tcaaaagcca
ggctttaatg
ccteectgtea
ggctctgagg
tecggttecg
gaaaatgccg
actgattacg
aatggtgcta
gataattcac
gaatgtegece
aaaataaact
gtattttecga
cgttttacaa
acatecccecct
acagttgcge
gtgcggtatt
aagcgcggcyg
gecogetect
agctctaaat
caaaaaactt

tegeoetttyg

aggggaacgt
agagcctete
atctgaatgg
catttactaa
gtoctgtggaa
catgggtteoe
gttctgaggg
ctatteegag
aaaacccoge
ttcagaataa
ctcaaggeac
tgtatgacgc
aggatccatt
atgctggcegg
gtggeggttc
gtgattttga
atgaaaacgc
gtgcetgetat
ctggtgattt
ctttaatgaa
cttatgtett
tattcegtgg
cgtttgectaa
cgtegtgact
ttegecaget
agcctgaatyg
tcacacegca
gotgtagtgg
ttegetttct
cgggggctec
gatttgggtyg

acgttggagt

61

cttctecatge
ccetgtetoeg
ggcegeatag
cgteotggaaa
tgctacagge
tattgggett
tggeggttct
ctatacttat
taatcctaat
taggttecga
tgacccegtt
ttactggaac
cgtttgtgaa
cggcectetggt
tgagggtggc
ttatgaaaaa
gctacagtct
cgatggttteo
tgetggetcet
taattteccgt
tggcgetggt
tgtectttgeg
catactgcat
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggeyg
cgtcaaagca
ttacgcgeag
tccetteoctt
ctttagggtt
atggttcacyg

ccacgttctt

tecegtgatge
ggtaaagegyg
actgttgaaa
gacgacaaaa
gttgtggttt
gctatcocotyg
gagggtggcg
atcaacccte
ccttotettyg
aataggcagqg
aaaacttatt
ggtaaattca
tatcaaggce
ggtggttctg

ggctectgagg

atggcaaacy
gacgctaaag
attggtgacg
aattcccaaa
caatatttac
aaaccatatg
tttettttat
aaggagtctt
tggegttace
cgaagaggcc
cctgatgogy
accatagtac
cgtgacoget
tetegecacyg
ccgatttagt
tagtgggoca

taatagtgga

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3360

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860
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ctettgttee aaactggaac aacactcaac cctatetegg

gggattttge cgatttegge c¢tattggtta aaaaatgage

gegaatttta acaaaatatt aacgtttaca attttatggt

tctgatgeccg catagttaag ccagoccoccga cacccgccaa

cgggecttgte tgctccoccgge atcecgettac agacaagetg

atgtgtcaga ggttttcacc gtcatcaccg aaacgcgega
<210> 13

<211>48

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> CHa3rlink

<400> 13
actagcggcc gcagagccac caccctcctt acccggagac agggagag

<210> 14
<211> 5215
<212> ADN
<213> artificial

getattettt
tgatttaaca
gcacteteag
cacccgctga

tgaccgtctc

48

tgatttataa
aaaatttaac
tacaatctge
cgcgccctga

cgggagctge

<220>

<223> vector pHENFcabRGD4L

<400> 14

gacgaaaggg

cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tcettgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagegtga

gocgaactact

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttect
gttgggtgca
ttttegececo
ggtattatecc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactcgeett
caccacgatyg

tactctaget

cgcetatttt
ttteocggggaa
tatccgectca
atgagtatte
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgetg
ggaggaccga
gatcgttggg
cotgtageaa

toccoggraac

tataggttaa
atgtgegegg
tgagacaata
aacatttceg
acocagaaac
acatcgaact
ttecaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagetaac
aaccggaget
tggcaacaac

aattaataga

62

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgeocett
goetggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagee
gttgcegeaaa

ctggatggag

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttetge
cgcecgcatac
cttacggatg
actgcggeca
cacaacatgg
ataccaaacqg
ctattaactg

goggataaag

€0

120

180

240

300

360

420

4840

544Q

600

660

720

780

840

4920
4980
5040
5100
5160

5200



ttgocaggace
gagccggtga
cocgtatogt
agatcgectga
catatatact
toctttttga
cagaccccgt
getgettgea
taccaactct
ttetagtgta
tegetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gocagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt
ttacecgectt
cagtgagcga
cgatteatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
tgaaatacct
tggccgagee
tectgggggy
ccocggaccce
agttcaactyg
agcagtacaa
tgaatggcaa

aaaccatcte

acttetgege
gegtgggtcet
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctecatg
agaaaagatc
aacaaaasaa
ttttocgaag
goccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
goecagetty
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgeagetgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgecaagett
attgectacg
caaatcttgt
accgtcagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag

caaagccaaa
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teggeocctte
cgoggtatea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatee
aaaggatctt
ccacegetac
gtaactgget
ggccaccact
coagtggety
ttaccggata
gagcgaacga
cttececegaag
cgcacgaggg
cacctetgac
aacgcecageca
ttcttteectg
gatacecgete
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcacteatt
attgtgagecg
aagettgeat
gcagccgcetg
gacaaaactc
ttcetetteeo
tgcgtagtag
ggcgtaggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct

gggcagoocc

cggetggetg
ttgcagocact
gtcaggoaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcec
cageggtggt
tcagcagage
tcaagaactec
ctgecagtgyg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttecocagg
ttgagcgteg
acgcggectt
cgttatcecec
gcogcagecg
tacgcaaacc
ttecogactg
aggcacccca
gataacaatt
gcaaatteta
gattgttatt
acacatgece
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatge
gcgtactecac
ccaacaaagc

gagaaccaca

63

gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtecagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeyg
gcagatacca
tgtageaceg
cgataagteg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggtte
tgattctgtg
aacgaccgag
gcctcteoee
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga
tttecaaggag
actegeggec
accgtgecca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtectgeac
ccteccagee

ggtgtacace

gataaatctg
ggtaagcect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcgtaatct
gatcaagage
aatactgtee
cctacatace
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctogtecag
ckggeoetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagegea
tttatgette
aacagctatg
acagtcataa
cagccggcca
geacgctgaac
ctcatgatct
cctgaggtea
cogoegggagy
caggactgge
cccakbcgaga

ctgoccceat

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



cccgggatga
ccagcgacat
cgoctecogt
gecgeggtga
atgaggctct
gtggtggetc
catagactgt
ggaaagacga
caggogttgt
ggcttgctat
gttetgaggg
cttatatcaa
ctaatecttc
tecgaaatag
ccgttaaaac
ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtygg
gtggcggete
aaaaaatggc
agtctgacgcec
gtttecattgg
gctetaatte
tccgtecaata
ctggtaaacec
ttgegtttct
tgcataagga
aaccctggeg
aatagcgaag
tggegectga

aagcaaccat

gctgaccaag
cgecgtggag
getggacteo
ttogtctgage
gcacaaccac
tgcggocgeca
tgaaagttgt
caaaacttta
ggtttgtact
ccctgaaaat
tggoggtact
cectetegac
tcttgaggag
geagggtgea
ttattaccag
attcagagac
aggccaateg
ttetggtgge
tgagggtgge
aaacgctaat
taaaggcaaa
tgacgtttec
ccaaatgget
tttaccttct
atatgaattt
tttatatgtt
gtcttaataa
ttacccaact
aggoocgeac
tgeggtattt

agtacgeogce
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aaccaggtca
tgggagagca
gacggotoct
aggtggcage
tacacgcaga
gaacaaaaac
ttagcaaaac
gatcgttacyg
ggtgacgaaa
gagggtggty
aaacctectg
ggcacttate
tctecagecte
ttaactgttt
tacactectg
tgogetttee
toctgacctge
ggctctgagy
ggttcecggtg

aagggggeta

cttgattetg
ggccttgeta
caagteggtg
ttgcectcagt
tctattgatt
gccaccttta
gaattcactg
taatcgeett
cgatcgeococt
tetecottacyg

ctgktagegge

gcctgacctg
atgggecagec
tetteoetcta
aggggaacgt
agagcctcte
tcatctoaga
ctcatacaga
ctaactatga
ctcagtgtta
gctetgaggy
agtacggtga
cgeetggtac
ttaatacttt
atacgggeac
tatcatcaaa
attetggett
ctcaacetec
gtggeggetc
geggcteocgg
tgaccgaaaa
tegetactga
atggtaatgg
acggtgataa
cggttgaaty
gtgacaaaat
tgtatgtatt
gooegtegttt
gcagcacatc
toccaacagt

catetgtgeg

gcattaageg

64

cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctt
cttctcatge
cctgtcteeg
agaggatctyg
aaattcattt
gggctgtcty
cggtacatgyg
tggcggttet
tacacctatt
tgagcaaaac
catgtttcag
tgttactcaa
agccatgtat
taatgaggat
tgtecaatget
tgagggtgge
tteceggtgat
tgecgatgaa
ttacggtget
tgctactggt
ttcaccttta
tcgececttat
aaacttattc
ttecgacgttt
tacaacgteg
cceckttoge
tgocgecageet
gtattteaca

cggcgggtgt

ggcttctate
tacaagacca
accegtgggtt
tcogtgatge
ggtaaggagg
aatggggecy
actaacgtct
tggaatgeta
gttceotattyg
gagggtggey
ocogggetata
ceegetaate
aataataggt
ggcactgace
gacgcttact
ceattegttt
ggcggegget
ggttetgagy
tttgattatg
aacgcegetac
gctatcgatg
gattttgetg
atgaataatt
gtctttggcg
cgtggtgtct
gctaacatac
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
cegoacgtea

ggtggttacyg

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

45860

4620
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cgcagegtga
tecttteteg
gggttecgat

tcacgtagtg

ttctttaata
tocttttgatt
taacaaaaat
ctoagtacaa
gctgacgege
gtctecggga

<210> 15
<211> 5013
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> vector pYD1dX

<400> 15

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcccocac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcegetg
ctatatgeocga
ctactatttt
cgtttgtceag
cacagtatgt
ctggtggtagy
acgatgacga

ggcggccget

cegotacact
ccacgttege
ttagtgettt
ggccatcgece
gtggactctt
tataagggat
ttaacgegaa
tetgetetga
actgacggge

gctgoatgtyg

agocgocgag
accggtegeg
ttetacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccce
ggccaacggy
taattgeggt
ttttaagett
tggttetget

taaggtacca

cgatcgagtc
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tgccageogee
cggctttece
acggcaccte
ctgatagacg
gttccaaact
tttgccgatt
ttttaacaaa
tgocgeatag
ttgtetgete

tcagaggttt

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttctgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
teteacecet
ctgcaggeta
agcatgactyg
ggatccagtg

tagagggcce

ctagegeceyg
cgtcaagete
gaccccaaaa
gttttteogee
ggaacaacac
tecggectatt
atattaacgt
ttaagecage
ceggeatocg

tcaccgteat

coctcegaag
geagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cocggategy
tacttecatac
ttgecttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtagtag
gtggacagea
tggtggaatt

ttogaaggta

65

ctectttege
taaatcgggg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttt
cccgacaced
cttacagaca

caccgaaacg

gaagactete
ctegegeage
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
acdtactagea
attttcaatt
tttageoacag
goccgtactet
tgaatattac
caaaggeagc
tggttetggt
aatgggtegg
ctgcagatat

agcotatcce

tttettcect
gecteccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcocgggotat
tgagctgatt
atggtgcact
gocaacacce
agcetgtgace

cgoga

ctecgtgegt
actgcteega
tggcagtaac
gataatgecga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gcetgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cecataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt

taaccctctce

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

5215

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

1020



cteggtctcg
tgatctgata
ctogtacaaa
ateccttttet
tctatacact
ataaattcct
aagagaattg
ttcttagecat
acacctooge
tctggegtea
acccagtcag
aacaagggaa
tttggaaata
gactcatete
tectecttag
ttatatgett
ctattgggca
gectetgtge
ataacagaca
agtcaccaat
gacgaaaggg

cttaggacgg

atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
totacacaga
aaaggtagta
attttttott
atttaaatta

ggaaatgtge

attctacgeg
acaacagtgt
atacaatata
atttttegtt
aadaaactaa
ataatttatc
ggcaagtgea
ttttgacgaa
ttacatcaac
gtccaccagc
aaatcgagtt
taaacgaatg
cgagtetttt
cgtgeagttyg
gttgattacg
ttacaagact
cacatataat
tctgeaagec
tactccaagc
gecectocote
cctegtgata
ategettgee
ttactctgtg
ggtagaagag
aaagcegtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggey
taatttecttt
taattatttt

goggaaceoec
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taccggtcat
agatgtaaca
ctttteattt
cogttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgctatt
accaataacg
taacataaaa
ccaatccaaa
aggtttetgt
aataactgge
gacgatatceca
aaacacgcca
tgaaatttte
acccagcaaq
geaaactttc
tgectttgtg
ttggeecetet
cgectatttt
tgtaacttac
tttatttatt
ttacggaatyg
ttacatatat
taagtaaaat
caatteoeggoa
atcceceoctag
ttttacttte
tatagcacgt

tatttgttta

catcaccatc
aaatcgactt
cteocogtaaac
cktttacacat
attttgectgce
ctaaaaaaaqg
ttaaataaat
ttottagagt
ceatttaate
tgtaagectct
agttcacetg
gaagoetgeac
aaacogagga
atgecegtaat
accaagtatt
cttgecaataa
tcagcatcgg
accaatggac
tgcttaatca
cetttteottt
tataggttaa
acgogecteqg
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaataccetg
agtctttitac
tatttttaat
gatgaaaagqg

tttttctaaa

66

accattgagt
tgtteccact
aacatgtttt
actttatata
ctgeocatatt
atgaatgtga
actacteagt
cttttacacc
taagogeate
cggggctete
taccacctge
tgagtagtat
acteottggta
dattgaccag
tecggagtgee
cegggteaat
aatctagage
cagaactacc
cgtatactca
tttoegaccga
tgtcatgata
tatcttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggattttcg
agagcaggaa
atcttcggaa
ttatatattt
acceaggtgg

tacattcaaa

ttaaaccege
gtacttttag
cccatgtaat
gctatteact
tcaatttgtt
atcgaatect
aataacctat
atttgtctce
accaacattt
ttgeectteca
ttotgaatea
gttgecagtet
ttettgocac
agccaaaaca
tgaactattt
tgttetottt
acattctgeg
tgtgaaatta
cgtgctcaat
atttettgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
ggtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtct
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cacttttegg

tatgtateceg

1080

1140

1200

12860

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



ctcatgagac
attcaacatt
gcectcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgceegggce
tactcacecag
gctgccataa
cogaaggago
tgggaacecgg
gcaatggeaa
caacaattaa
cttooggetyg
atecattgeoag
ggcagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tettettgag
ctaccagegg
ggcttcagca
cacttcaaga
goctgetgeoca
gataaggcgoe
acgacctaca
gaagggagaa
agggagetta
tgacttgage
agcaacgcgyg
actgegttat
gotogoogea

ccaatacgca

aataaccctyg
tcegtgtcege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taacogettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
getggtttat
cactggggece
caactatgga
ggtaactgte
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
caggggggaa
gtogattttt
cctttttacg
cccckgatte
googaacgac

aaccgectcot
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ataaatgctt
ccttattcee
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtegeoge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgeacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tetgegegta
gccggatcaa
accaaatact
acagectaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatcoggta
cgoctggtat
gtgatgetog
gtteoctggee
togtggataac
cgagogcage

ccccgegoegh

caataatatt
ttttttgcgg
gatgetgaag
aagatcettg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaackttac
atgggggatc
aacgacgage
actggcgaac
aaagttgcag
tetggagoeg
cacteocegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atetgetget
gagctaccaa
gtccttctag
tacctegete
accgggttgg
ggttcgtgeca
cgtgagcatt
ageggcagygy
ctttatagte
tcaggggggce
ttttgetgge
agtattaceg
gagtcagtga

tggccgatic

67

gaaaaaggaa
cattttgcect
atcagttggg
agagtttteg
gocgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttet
gtgagcgtgyg
togtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatect
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttee
tgtagccgta
tgctaateoct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcge
toggaacagy
ctgtegggtt
cgagecctatg
cttttgecteca
cctttgagtg
gcgaggaage

attaatgcag

gagtatgagt
toctgttttt
tgcacgagtyg
cccocgaagaa
atcccecgtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
cottgatogt
gatgcctgta
agctteoogg
gcgctcggec
gtctegeggt
ctacacgacqg
tgoctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccqg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaceg
cttggagoga
cacgcttcoce
agagocgcoacyg
tegecaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatace
ggaagagogc

ctggcacgac

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
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aggttteceg
cattaggcac
ageggataac

aaccctcact

<210> 16
<211> 5971
<212> ADN
<213> artificial

<220>

actggaaagce
cocaggettt
aatttcacac

aaagggaaca

<223> vector pYD1dXFc

<400> 16

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcecccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgectg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgteag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
cceccageke
acttcccaga
cotttecege
ccagoageag
ccaaggtgga

gtcecocgeece

agccgeogayg
accggtogeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatecec
ggccaacggyg
taattgceggt
ttttaagctt
tggttetget
taaggtacca
caagagcacc
gcecgtgacce
cgtgetgeag
cctgggeace
taagaaggtyg

tgagctgetg
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gggcagtgag
acactttatg
aggaaacage

aaagctggct

cgggtgacag

ttecctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttctgtta
tcaccaactt
aaggcaatgec
tetcacoeot
ctgcaggeta
agcatgactg
ggatccgeta
tecggoggea
gtgagctgga
tecageggee
cagacctaca
gagcccaaga

ggcggecctt

cgcaacgcaa ttaatgtgag ttacctceact

cttocggete ctatgttgtyg tggaattgtg

tatgaccatg attacgcecaa geteggaatt

agt

ccetccgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
coceggategy
tacttcatac
ttgcttecagt
tagaategac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg

gtggacagca

gcaccaaggg
ccgecogecet
acagcggogc
tgtactecet
tctgeaatgt
gcagegacaa

ccgtgtteet

68

gaagactcta
ctcgecgecege
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gecgtactet
tgaatattac
caaaggcage
tggttctggt
aatgggtegg
cccoccagegtg
gggctgecty
cctgaccage
gagcagegtg
gaaccacaaq
gacacacacyg

gttecectece

ctecgtgegt

actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatectat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cocataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacyg
tteccectetgg
gtgaaggatt
ggegtgeaca
gtgacegtge
cccageaata
tgteccecat

aagccaaagg

4860
4920
4980

5013

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9360

1020
1080
1140
1200
1260

1320



acaccctgat
aggacccaga
ccaagectag
tgcaccagga
ctgeccocat
acaccetgoe
tcaaaggctt
acaactacaa
agctracogt
atgaggctct
cggecgetog
cggtctcgat
atctgataac
cgtacaaaat
cettttctat
tatacactaa
aaattcctat
gagaattggg
cttagecattt
acctcegett
tggcgtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacg
ctcateteeg
ctocettaggt
atatgctttt
attgggeaca
ctotgtgete
aacagacata
tcaccaatge

Cgaaagggcc

gatctececegg
ggtgaagtte
agaggagcag
ttggctgaat
cgagaagaca
coccatocogy
ctatcccage
gaccacgect
ggacaagageo
gcacaaccac
atogagtceta
tectacgegta
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttce
aaaactaaga
aatttatcct
caagtgcaca
ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccagcta
atcgagttceo
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttyg
catataatac
tgcaageoge
ctccaagetyg
cotecctott

tegtgatacg
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acccctgagg
aactggtacg
tacaacagoa
ggcaaggagt
atctecaagg
gatgagetga
gacatcgeccg
coagtgetgg
aggtggeage
tacacacaga
gagggeectt
ccggtcatca
atgtaacaaa
ttteoatttet
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
ttgetattet
caataacgccoc
acataaaatg
aatccaaaag
gtttetgtga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgccaac
aaattttect
ccageaagte
aaactttcac
coctttgtgtyg
ggcecctetee

cctattttta

tgacctgtgt
tggacggegt
cctaccgogt
acaagtgcaa
ccaagggeca
ccaagaacca
tggagtggga
actcogacgyg
aggggaacgt
agagcctcteo
cgaaggtaag
tecaccatcac
ategactttyg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgetgect
aaaaaaagat
aaataaatac
gttagagtct
atttaatcta
taagctctcg
tteacctgte
agctgoactg
accgaggaac
gcegtaatca
caagtatttce
tgcaataace
agcatcoggaa
caatggacca
cttaatcacyg
ttttettttt

taggttaatyg

69

ggtggtggac
ggaggtgeac
ggtgagcegtg
ggtgagcaac
goctegagaa
ggtcagectyg
gagcaatggg
ctoeottette
cttetoatge
coctgteotceg
cotateecta
cattgagttt
ttcccactgt
catgttttec
tttatatagc
gecatatttce
gaatgtgaat
tactcagtaa
tttacaccat
agcgcatcac
gggctctckt
ccacetgett
agtagtatgt
tcttggtatt
ttgaccagay
ggagtgoetg
gggtcaatty
tetagageac
gaactacctyg
tatactcacy
togaccgaat

tcatgataat

gtgageccacg
aacgccaaga
ctgacagtge
aaggcoctge
ccacaggtgt
acctgectgy
cagccggaga
ctotacagea
tocgtgatge
ggtaaatgag
accctetect
aaacccgcetg
acttttaget
catgtaatat
tattcacttc
aatttgttat
cgaatcctaa
taacctattt
ttgtctcecac
caacattttc
goccttocaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgccacga
ccaaaacate
aactattttt
ttctetttet
attetgegge
tgaaattaat
tgctcaatayg
ttcottgaaga

aatggtttet

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



taggacggat
ttgggaattt
ataaagaagg
ttcaacaaaa
tatacatteg
tacacagaca
aggtagtatt
tttttecttta
ttaaattata
aaatgtgege
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttecaatyg
cgocgggcaa
ctcaccagtce
tgocataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
teeggetgge
cattgcageca
cagtcaggca
taagecattgg
tcatttttaa
cecttaacgt
ttettgagat
accageggtyg

cttcagcaga

cgottgectyg
actctgtgtt
tagaagagttc
agegtacttt
attaacgata
agatgaaaca
tgttggogat
atttettttt
attattttta
ggaaccceta
taaccctgat
cgtgtegece
acgctggtga
ctggatctca
atgagecactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgegea
gactggatgyg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttegt
cettttttte
gtttgtttge

gcgecagatac
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taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
atteggeatt
coccectagag
ttacttteta
tagcacgtga
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcecett
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttet
gtogoogeat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaate
atggtaagecc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgogogtaat
cggatcaaga

caaatactgt

gogecktogta
tatgttttgt
gadaaaadad
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tettttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttetaaata
ataatattga
trttgeggea
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggegaacta
agttgcagga
tggagceggt
ctecegtate
acagatcget
ctcatatata
gatcchtttt
gtcagacece
ctgctgecttyg
gctaccaact

ccttctagtyg

70

tcttttaaty
atttggattt
taaacaaagg
agaaaagcag
gattttogtg
ageaggaaga
ctteggaaaa
atatatttat
ccaggtggea
cattcaaata
aaaaggaada
ttttgectte
cagttgggtg
agttttcgce
geggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactaegee
gacaccacga
cttactcotag
ccacttctge
gagegtgggt
gtagttatet
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecga

tagccgtagt

atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaasaat
attaaataga
tgtggtcttce
geaagataaa
caaaaactat
attaaaaaat
ctttteggag
tgtateccget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
ccegtgttga
tggttgagta
tatgcagtge
teggaggacce
ttgategttyg
tgectgtage
ctteoccggea
gctcggeoet
ctegoggtat
acacgacggg
ccteactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccget

aggtaactgg

taggccacca

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



10

cttcaagaac
tgctgocagt
taaggcgecag
gacctacace
agggagaaag
ggagettdca
acttgagcgt
caacgcggec
tgcgttatce
togaegeagd
aatacgcaaa
gtttocegac
ttaggcacce
cggataacaa

coctcactaa

tctgtagcac
ggcgataagt
cggtoggget
gaactgagat
goggacaggt
ggggggaacy
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
dgaacgaceyg
cegectetee
tggaaagegy
caggctttac
tttcacacag

agggaacaaa
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cgcctacata

cgtgtcttac

gaacqgggggg

acctacagceg
atceggtaag
cctggtatet
gatgctcgte
tcctggectt
tggataaccg
agegeoagaega
cogegegttyg
geagtgageg
actttatgcet

gaaacagcta

agctggctag

cctcgetctg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattga
cggeagggte
ttatagtect
aggggggccy
ttgectggeet
tattaccgec
gtcagtgage
gecgatteat
caacgceaatt
tccggetect
tgaccatgat

t

ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagegeca
ggaacaggag

gtegggttte

agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagegyg
taatgeaget
aatgtgagtt
atgttgtgtyg

tacgccaagce

taccagtgge
agttaccgga
tggagcgaac
cacttecega
agegoacgag
gegadetety
aaaacgccag
tgttctttce
ctgataccge
aagagegece
ggcacgacag
acctcactea
gaattgtgag

tcggaattaa

<210> 17
<211> 5657
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> pYD1CH12

<400> 17

acggattaga
cctegtotte
acaataaaga
ctggcccocecac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgetyg
ctatatgega

ctactatttt

agocgacgay
accggtcgeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agecttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcoccoe

ggccaacggg

cgggtgacag

ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
teaccaactt

aaggeaatge

cectocgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgottcagt
tagaategac

aaggagtttt

7

gaagactcte
ctogegeege
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gecgtactet

tgaatattac

ctecgbgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgteoaacga

aaatcagtaa

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940

5971

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



agtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtay
acgatgacga
cccccagete
acttcccocaga
cctttoeege
ccagcageag
ccaaggtgga
gtooogeocce
acaccetgat
aggacccaga
ccaagectag
tgcaccagga
ctgoccecat
agtetagagg
cgegtacegg
gtgtagatgt
tatacttttce
cgttcegtta
ctaagacaat
tatcctatta
tgcacaaaca
cgaaatttge
caacaccaat
cagctaacat
agttccaatc
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat

tacgaaacac

taattgeggt
ttttaagett
tggttctget
taaggtacca
caagagcacc
gccogtgace
cgtgctgecag
cctgggeace
taagaaggty
tgagectgetyg
gatctcoogg
ggtgaagttce
agaggagcag
ttggctgaat
cgagaagacc
gcacttegaa
tcatcatcac
aacaaaatcg
atttctecgt
ccaactttac
tttaattttg
gtagctaaaa
atacttaaat
tattttgtta
aacgecattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaaget
tggcaaaccy
atcaatgeocg

gccaaccaag
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totecaccect
ctgcagygcta
agcatgactyg
ggatccgcta
tceggeggea
gtgagctgga
tccagoggee
cagacctaca
gagcccaaga
ggeggecctt
acccoctgagy
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atcteccaagg
ggtaageccota
catcaccatt
actttgttce
aaacaacatg
acatacttta
ctgectgeca
aaagatgaat
aaatactact
gagtctttta
aatctaageg
ctetogggge
cctgteccac
gcactgagta
aggaactett
taatcattga

tatttcocggag

caacaactag
gtggtggtog
gtggacagca
gcaccaaggy
cegecgeect
acagoggoge
tgtacteecct
tetgeaatgt
gcagogacaa
cogtgttoct
tgacctgtot
tggacggegt
cctaceogegt
acaagtgcaa
ccaagggcca
tccctaacec
gagtttaaac
cactgtactt
tttteccecatg
tatagctatt
tatttcaatt
gtgaatcgaa
cagtaataac
caccatttgt
catcaccaac
tectettgect
ctgcttctga
gtatgttgca
ggtattctty
ccagagocaa

tgcctgaact

72

caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtcgy
ceccagogtyg
gggctgectg
cectgaccage
gagcagcgtg
gaaccacaag
gacacacacqg
gttecctace
ggtggtggac
ggaggtgeac
gugtgagegtyg
ggtgagcaac
gcctcocgagge
tetecteggt
ccgetgatet
ttagctegta
taatatcectt
cacttectata
tgttataaat
tcctaagaga
ctatttetta
ctccacacet
attttetgge
tccaacccag
atcaaacaag
gtcttttgga
ccacgactca
aacatcctee

atttttatat

cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ttcectectgg
gtgaaggatt
ggcgtgoaca
gtgaccgtge
cccagcaata
tgteococcat
aagccaaagg
gtgagccacyg
aacgccaaga
ctgaccgtge
aaggccctge
cgctegateg
c¢tegatteta
gataacaaca
cazaatacaa
ttctattttt
cactaaasaaa
toctataatt
attgggcaag
gcatttttga
ccgettacat
gtcagtecac
tcagaaatcg
ggaataaacyg
aatacgagtec
tcteocgtgea
ttaggttgat

gecttttacaa

T8O

840

500

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

19E0

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gacttgaaat
taataccecag
agcogcaaac
aagctgecett
cotettggee
gatacgecta
tgcetgtaac
tgtgtttatt
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggogatccce
ctttttttac
tttttatagc
ccectatttg
cctgataaat
tcgecettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggteg
daaagcatct
gtgataacac
cttttttgeca
atgaagccat
tgeogcaaact
ggatggagge
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacyg

tgtcagacca

tttecttgea
caagtcagea
ttteocaccaat
tgtgtgctta
ctotoctttt
tttttatagg
ttacacgcge
tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtett
tttetatttt
acgtgatgaa
tttattttte
gcttcaataa
tcootttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
cegecatacac
tacggatggec
tgoggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taageccectec
aaatagacag

agtttactca
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ataaccgggt
teggaateta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttega
ttaatgtcat
ctcgtatctt
ttttgtattt
aaaaaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cctgagageca
ttacatette
taatttatat
aaggacccag
taaatacatt
tattgaaaaa
gocggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegcgg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttetga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gceaggaccac
geccggtgage
cgtatcgtag
ategetgaga

tatatacttt

caattgttct
gagcacatte
tacctgtgaa
ctcacgtgct
cegaatttet
gataataatg
ttaatgatgg
ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttegtgtgtg
ggaagagcaa
ggaaaacaaa
atttatatta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gcececttcoctgt
tgggtgcacg
ttecgcececga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcegg
ctegoecttga
ccacgatgec
ctetagette
ttoetgogete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgocte

agattgattt

73

ctttctattg
tgeggoctet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttettagg
aataatttgg
aagtaaataa
aaaaatttca
aatagatata
gtettetaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatttaa
tcggggaaat
tcecgeteatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgcc
tgagtactca
cagtgctgce
aggaccgaaqg
tegttgggaa
tgtageaaty
ccggcaacaa
ggceccttoeyg
cggtateatt
gacgggcagt
actgattaag

aaaacttecat

ggcacacata
gtgetetgea
gacatactce
caatgcccte
agggectogt
acggatoget
gaatttactc
agaaggtaga
acaaaaagcg
cattcgatta
cagacaagat
agtatttgtt
tetttaattt
attataatta
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacayg
ataaccatga
gagctaaceg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgy
caggcaacta
cattggtaac

ttttaattta

2640
2700
2760
2820
2880
23940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
33960
4020
4080
4140
4200
4250
4320
4380
4440

4500



10

15

20

25

aaaggatcta
tttegtteca
tttttetgeg
gtttgecegga
agataccaaa
tagcacecgece
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacect
acaggtatce
ggaacgectg
ttttgtgatyg
tacggttcet
attctgtgga
cgaccgagoqg
cteteecooge
aagegggeag
ctttacactt
acacaggaaa

aacaaaagect

<210> 18
<211>738
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab01

<220>

<221> misc_feature
<222> (449)..(450)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (452)..(453)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (455)..(456)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
<222> (611)..(612)

ggtgaagatc
ctgagcgtea
cgtaatectge
tcaagageta
tactgtectt
tacatacecte
tcttacecggg
ggggggticg
acagcgtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctegtecaggyg
ggocttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggecog
tgagegeaac
tatgecttecg
cagctatgac

ggctagt
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ctttttgata
gaccocgtag
tgecttgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gcetetgetaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agteoctgteg
gggocgagec
tggoccttttyg
accgcctttg
gtgagcgagg
attcattaat
geaattaatg
geteetatgt

catgattacg

atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tectgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gogocacget
caggagageg
ggtttegeeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagetga
aagcggaaga
gcagetggea
tgagttacct
tgtgtggaat

ccaagctcegyg

74

caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggette
ccaccactte
agtggctget
accggataag
gcgaacgace
tccocgaaggg
cacgagggag
cototgactt
cgocagoaac
ctttoctgeg
tacecgectege
gecgeccaata
cgacagqgttt
cacteattag
tgtgagegga

aattaaccct

taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagage
aagaactetyg
gecagtggeyg
gocgoeagogygt
tacaccgaac
agaaaggcgyg
cttecagggg
gagcgteogat
goeggoctttt
ttatcceocty
cgcagccgaa
cgcaaaccgc
cccgactgga
geacoocaqy
taacaattte

cactaaaggy

4560

4620

4580

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

54400

5460

5520

5580

5640

5657



10

15

20

25

30

35

40

45

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (614)..(615)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (617)..(618)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (620)..(621)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (623)..(624)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (626)..(627)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (629)..(630)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (632)..(633)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (641)..(642)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (644)..(645)
<223>nesa,c,got

<400> 18
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75



10

15
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gycceageey geocatggocy agoccaaate
coecageadet gaactoctgy gyggacogte
cacccteatyg atctecogga coectgagygt
agaccctgag gtcaagttca actggtacgt
aaagcogegd gaggagceagt acaacagcac
gcaccaggac tggectgaatg geaaggagta
ageccoceate gagaaaacca totdcaaage
caccotgece ceatecogygy atgaactgnn
caaaggcttc tatceccagecg acatcgecogt
caactacaag accacgoctc cogtgetgga
gctcaccgtg nnbnnbnnbn nbnnbnnbnn
atgeteegty atgeatgagyg ctetgeacaa
tecgggtaaa goggooge
<210>19
<211>738
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223> Fcab02
<400> 19
ggcccagecg gocatggocg agocccaaatc
cccagecacct gaactectgg ggggacogtce
cacecteatyg atctecegga cocectgaggt
agaccctgag gtcaagtteca actggtacgt
aaagecgegy gaggageagt acaacageac
gcaccaggac tggctgaatg gcaaggagta
agcccccatc gagaaaacca tctccaaagce
caccctgeoce ccatceooggg atgagetgkm
caaaggette tatcecageg acategecgt
caactacaag accacgecete cogtgetgga
getcacegtyg kmtkmtkmtk mtkmtkmbkm
atgctcegtyg atgcatgagg ctctgoacaa
tccgggtaaa gcocggoogoe
<210> 20

ttgtgacaaa
agtettecte
cacatgegtyg
ggacggegty
gtaccgtgtyg

caagtgcaaq
caaagggeaqg
bnnbnnbeag

ggagtgggag

ctocgacgge

bnnbaggtgg

ccactacacy

ttgtgacaaa
agtcttcete
cacatgegtyg
ggacggegtg
gtacegtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtcag
ggagtgggag
ctocgacgge
tkmtaggtgg

ccactacacyg

76

actcacacat
ttecccccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata

gtcagcgtce

gtctecaaca
coetogagaac
gteagectga
agcaatgggce
tccttcttee
nnbnnbggga

cagaagages

actcacacat
ttcocceoccaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gteagegtee
gtctccaaca
cctcgagaac
gtgagcetga
agcaatggge
tcettettee
kmtkmtggga

cagaagagcc

geceacegty
aacccaagga
tgagecacga
atgccaagac

tcaccgtect

aagecccatece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttcte

tetecetgte

gcccaccgtyg

aacccaagga
tgagecacga
atgccaagac
tcacegtect
aagcccectece
cacaggtgta
cctgeetggt
agoecggagaa
tectacageaa
acgtettote

tatccetgte

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720

738

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

738
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50

55

60

65
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<211> 750
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab03

<220>

<221> misc_feature
<222> (449)..(450)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (452)..(453)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (455)..(456)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (617)..(618)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (620)..(621)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (623)..(624)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (626)..(627)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (629)..(630)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (632)..(633)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (635)..(636)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (638)..(639)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (653)..(654)
<223>nesa,c,got

77



10

15

20

<220>

<221> misc_feature
<222> (656)..(657)
<223>nesa,c,got

<400> 20

ggcccagccoy
cccagecacct
cacecteatg
agaccctgag
aaageogegy
gcaccaggac
agccoccatce
caccctgeec
caaaggctte
caactacaag
getecacegty
gaacgtcottc

cctcteectyg

<210> 21
<211> 750
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab04

<400> 21

goccatggocyg
gaactcctgg
atctecegga
gtcaagttea
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccttcceggg
tatccocageyg
accacgecte
ggttetnnbn

tocatgctocyg

tcteoccgggta

ES 2609 359 T3

agcccaaatc
ggggaccogte
cecctgaggt
actggtacgt
acaacageac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgnn
acategeogt
cegtgetgga
nbnnbnnbnn
tgatgcatga

aagcggocgc

ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgegty
ggacggegtg
gtacegtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
bnnbnnbcag
ggagtgggag
cteocgacgge
bnnbnnbnnk

ggctctgoac

78

actcacacat
ttcceocccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gteagegtee
gtctccaaca
cctcgagaac
gtecagcctga
agcaatggge
tecttettec
ageggeaggt

aaccactaca

goccaccgtg

aacccaagga
tgageocacga
atgccaagac
teacegtact
aagccctoce
cacaggtgta
cctgectggt
agedggagaa
tctacagcaa
ggnnbnnbgg

cgcagaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

750
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35

40

ggcccageeg
cccagcacct
cacccteatg
agacccetgag
aaagcegegyg
gcaccaggac
agoocccatc
caccctgeec
caaaggctte
caactacaag

gcteaccogtg

gaacgtcttc

gocatggeccg
gaactcctgg
atctecegga
gteaagttea
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatctcggg
tatcecageg
acecacgecte
ggttetkmtk

tcatgctecg

ES 2609 359 T3

agcccaaatc
ggggacegtce
cecctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
atgagctgkm
acategeegt
cegtgetgga
mt kant kmt km

tgatgcatga

coteotecctg tctcogggta aagocggocgce

<210> 22
<211> 738
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab05

<220>

<221> misc_feature
<222> (449)..(450)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (452)..(453)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (455)..(456)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (611)..(612)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (614)..(615)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (617)..(618)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

ttgtgacaaa
agtcttcctce
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcayg
tkmtkmtcag
ggagtgggag
ctecgacgge
tkntkmtkmt

ggctctgcac

79

actcacacat
ttcccecccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagegteoe
gtctccaaca
cctcgagaac
gtcagcctga
agcaatqgggce
tecttettee
agceggcaggt

aaccactaca

goccacogtg
aacccaagga
tgagccacga
atgocaagac
tcacegtect
aagccctcee
cacaggtgta
cctgecctggt
agecggagaa
tetacageaa
ggkmtkmtgg

cgcagaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
750
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40

<222> (620)..(621)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (623)..(624)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (626)..(627)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (629)..(630)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (632)..(633)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (641)..(642)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (644)..(645)
<223>nesa,c,got

<400> 22

ggcocageog

cccageacet

caccchcatg
agaccctgag

aaagccgogg

goaccaggac
agcccccate
cacectgooe

caaagygcette

caactacaag
gctcaccgtyg

atgcteegtg

tocgggtaaa

<210> 23
<211> 738
<212> ADN
<213> artificial

gecatggecg
gaactcetgg
atcteoccgga
gtcaagtteca
gaggagcagt
tggetgaatyg
gagaaaacca
ccatecegtg
tatcccageog
accacgecctc
nnbnnbnnbn
atgeatgagg

geggeage

ES 2609 359 T3

agcccaaatc
ggggaccgtc
cocectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
geaaggagta
totecaaage
atgagkmtnn
acatcgecegt
cogtgotgga
nbnnbnnbnn

ctetgeoacaa

ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgogtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
bnnbnnbkmt
ggagtgggag
ctoccgacgge
bnnbaggtgg

ccactacaeg

80

actcacacat
ttcceoceccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtecagogtec
gtetecaaca
cotegagaac
gtecagectga
agecaatgggc
tcecttettee
nnbnnbggga

cagaagagec

gceccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tecaccgtect
aagacetece
cacaggtgta
cotgectggt
agceggagaa
tctacagecaa
acgtcttcte

toteocetgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738
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<220>
<223> Fcab06

<400> 23

ggccecageceyg
cocageacet
caccctecatg
agaccctgag
aaagccgegg

gcaccaggac

agcocccate
caccctgecc
caaaggcttc
caactacaaqg
gotcacegtg
atgotaegtyg

tecgggtaaa

<210> 24
<211> 85
<212> ADN
<213> artificial

<220>

gccatggecyg
gaactectgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt

tggctgaatg

gagaaaacca
ccatccoggg
tatcccageyg
accacgocte
kmtkmt kmtk
atgcatgagyg

gcgygccgc

<223> Cebador para PCR gapch35

<400> 24

caacaaggee ctgectgoce ccatcegagaa gaccatcetod aaggocaagg gecagecteg

ES 2609 359 T3

agcccaaatce
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac

gcaaggagta

tocteocaaage
acgagkmt km
acatcgccgt

cegtgotgga

mtlmt kmt km

ctetgoacaa

agaaccacag gtgtacacece tgcec

<210> 25
<211>99
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Cebador para PCR gapfcs3

<400> 25

ttgtgacaaa
agtetteoete
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg

caagtgcaag

caaagggcag
tkmtkmtkmt
ggagtgggag
cteegacgge
tkmtaggtgg

ccactacacyg

actcacacat
ttecceocecaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtce

gtetecaaca

coctegagaac
gtcagcectga
agcaatgggc
tocttattee
kmtkmtggga

cagaagagecd

geceacogtg

aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect

aageccctece

cacaggtgta
cctgoectggt
agccggagaa
tetacageaa
acgtecttete

tetecctgte

gagaccgagy agagggttag ggataggett accttcgaag ggecctcetag actegatcega

geggeegete atttaceecgg agacagggag aggetette

<210> 26
<211>79
<212> ADN
<213> artificial

81
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180
240
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<220>
<223> Cebador Abmut

<220>

<221> misc_feature
<222> (43)..(44)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(47)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (49)..(50)
<223>nesa,c,got

<400> 26

gaaccacagg tgtacaccct gocececcatee cgggatgage tgnnbnnbnn bcaggtcoage

ctgacctgece tggtcaaag

<210> 27
<211>79
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Cebador Abmut2LR

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(41)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (43)..(44)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(47)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (49)..(50)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

<222> (52)..(53)
<223>nesa,c,got

<400> 27

gaaccacagg tgtacaccct goccccatce cgggatgagn nbnnbnnbnn bnnbgtcage

ctgacctgeec tggtcaaag

ES 2609 359 T3

82

60

79

60
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55

60

ES 2609 359 T3

<210> 28
<211>79
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador Abmut1L

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(41)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (43)..(44)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(47)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (49)..(50)
<223>nesa,c,got

<400> 28

gaaccacagyg tgtacaccct geoceccecatec cgggatgagn nbnnbnnbnn beaggtcage

ctgacctgce tggtcaaag

<210> 29
<211>79
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador Abmut1R

<220>

<221> misc_feature
<222> (43)..(44)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(47)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (49)..(50)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (52)..(53)
<223>nesa,c,got

<400> 29

83

60

79
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ES 2609 359 T3

gaaccacagg tgtacaccct gcccccatce cgggatgage tgnobnnbnn bnnbgtcage

ctgacctgee tggtcaaag

<210> 30
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 30

<210> 31
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 31

<210> 32
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 32

<210> 33
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 33

<210> 34
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

Leu Asp Asn Ser Gln
1 5

Tyr Glu Gly Ser Ser
1 5

Tyr Met Ser Ala Asp
1 5

Tyr Arg Arg Gly Asp
1 5

84
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<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 34

<210> 35
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 35

<210> 36
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 36

<210> 37
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 37

<210> 38
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 38

<210> 39

ES 2609 359 T3

Leu Met Ser Arg Gln
1 5

Leu His Leu Ala Gln
1 5

Tyr Leu Ser Lys Asp
1 5

Tyr Arg Ser Gly Ser
1 5

Leu Arg Asp Gly Gln
1 5

85
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<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 39

<210> 40
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 40

<210> 41
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 41

<210> 42
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 42

<210> 43
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 43

ES 2609 359 T3

Tyr Ser Ala Asn Thr
1 5

Tyr Ala Ser Asn Thr
1 5

Tyr Ser Asp Gly Asp
1 5

Tyr Ser Gly Gly Ser
1 5

86
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<210> 44
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 44

<210> 45
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 45

<210> 46
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 46

<210> 47
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 47

<210> 48
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Tyr Gly Arg Asp Ser
1 5

Tyr Ala Gly Gly Thr
1 5

Tyr Ser Ser Asp Ser
1 5

Tyr His Ser Gly Ser
1 5

Tyr Leu Thr Asn Ser
1 5

87
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ES 2609 359 T3

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 48

Tyr Gly Ser Glu Glu
1 5

<210> 49
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 49

Tyr Arg Ser Gly Glu
1 5

<210> 50
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 50

Tyr Gly Thr Asp Asp
1 5

<210> 51
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 51

Ile Arg Ser Ser Val Gly Ser Arg Arg Trp Trp Ser
1 5 10

<210> 52
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 52

Ala Arg Tyr Ser Pro Arg Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 53

88
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ES 2609 359 T3

<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 53

Ser Arg Arg Asp Ser Ser Leu Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 54
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 54

Ala Pro Gly Ser Lys Gly Tyr Arg Arg Trp Ala Leu
1 3 10

<210> 55
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 55

Asp Lys Pro Phe Trp Gly Thr Ser Arg Trp Ser Arg
1 5 10

<210> 56
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 56

Ser Ile Asn Asp Leu Ile Asn His Arg Trp Pro Tyr
1 5 10

<210> 57
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 57

89



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2609 359 T3

Met Trp Gly Ser Arg Asp Tyr Trp Arg Trp Ser His
1 5 10

<210> 58
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 58

Asn Ser Gly Ser Ala Met Met Val Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 59
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 59

Gln Arg Ser Arg Leu Ser Arg Gln Arg Trp Trp Arg
1 5 10

<210> 60
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 60

Ala Arg Tyr Ser Pro Arg Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 61
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 61

Val Ser Arg Tyr Ser Met Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 62
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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ES 2609 359 T3

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 62

Val Pro Arg Tyr Ser Arg Ser Met Met Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 63
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 63

Val Pro Arg Tyr Ser Gln Met Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 64
<211>13
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 64

Ile Thr Arg Tyr Ser Arg Gln Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 65
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 65

Val Pro Arg Tyr Ser Ala Leu Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 66
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 66

Val Ala Arg His Ser Glu Ala Met Trp Lys Trp Gly His
1 5 10
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ES 2609 359 T3

<210> 67
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 67

Val Gly Arg Tyr Ser Gln Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 68
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 68

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 69
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 69

Val Gly Arg His Ser Pro Thr Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210>70
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 70

Leu Gly Arg Trp Ser Pro Lys Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 71
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 71
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ES 2609 359 T3

Val Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Met Arg Trp Ala His

1

<210>72
<211> 5009
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> vector pYD1

<400> 72

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggecoccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttecgcectg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtygg
acgatgacga
ggcggeeget
gtetegatte
ctgataacaa

tacaaaatac

agccgocgag
accggtcgeg
ttctacaata
aaaccttcecaa
agcecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcecce
ggccaacggg
taattgocggt
ttttaagctt
tggttctget
taaggtacca
cgagtetaga
tacgagtace
cagtgtagat

aatatacttt

5

cgggtgacag
tteoctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgecata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
tctcaccect
ctgcaggeta
agcatgactyg
ggateccagtyg
gggocctteg
ggtcateate
gtaacaaaat

tcatttctcc

cccteocgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
ccoggatcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtyggtgg
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagce
accatcacca
cgactttgtt

gtaaacaaca

93

10

gaagactctc
ctcgcocgocge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
geccgtactet
tgaatattac
caaaggcage
tggttctggt
aatgggtcgg
ctgcagatat
tatcectaac
ttgagtttaa
cccactgtac

tgttttceca

cteccgtgegt
actgctecga
tggcagtaac
gataatgega
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt
cetetecteg
accegetgat
ttttageteg

tgtaatatcc
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660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200



ttttetattt
tacactaaaa
attcctataa
gaattgggea
tagocattttt
ctecgettac
gcgtcagtec
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catcteegtg
cettaggttg
atgettttac
tgggeacaca
ctgtgctetg
cagacatact
accaatgeee
aaagggeetc
ggacggatog
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaag
tacattegat
cacagacaag
gtagtatttg
tttctttaat
aaattataat
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttcog

acccagaaac

ttegttecgt
aactaagaca
tttatecctat
agtgcacaaa
gacgaaattt
atcaacacca
accagctaac
cgagttccaa
cgaatgaggt
tcttttaata
cagttggacg
attacgaaac
aagacttgaa
tataatacce
caagccgcaa
ccaagctgece
tecetettgy
gtgatacgece
cttgoetgta
tetgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
taacgataag
atgaaacaat
ttggegatee
ttettttttt
tatttttata
aacccctatt
accctgataa
tgtegocott

gctggtgaaa
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taccaacttt
attttaattt
tagtagetaa
caatacttaa
goctattttgt
ataacgccat
ataaaatgta
tccaaaagtt
ttectgtgaag
actggcaaac
atatcaatgcec
acgccaacca
attttcettyg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtget
ceoctotectt
tatttttata
acttacacge
tttattttta
ggaatgaaga
atatatattt
taaaatgtaa
tcggeattaa
ccectagagte
actttctatt
gcacgtgatg
tgtttatttt
atgcttcaat
atteocctttt

gtaaaagatg

acacatactt
tgctgecectge
aaaaagatga
ataaatacta
tagagtettt
ttaatctaag
agctcteggg
cacctgtcee
ctgcactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttegg
caataaccgy
catecggaata
atggaccaga
taatcacgta
ttetttttte
ggttaatgte
gectegtate
tgttttgtat
aaaaaaaata
attagacaag
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatet
tttaatttat
aaaaggaccc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgoggeatt

ctgaagatca

94

tatatagcta
catatttcaa
atgtgaatcg
ctcagtaata
tacaccattt
cgcatcacca
gctctettge
acctgcttcet
tagtatgttg
ttggtattect
gaccagagcc
agtgectgaa
gtcaattgtt
tagageoacat
actacctgtg
tactcacgtg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
dacaaaggtt
aaaagcagat
ttttegtgtg
caggaagage
teggaaaaca
atatttatat
aggtggecact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgocttoct

gttgggtgea

ttcacttcta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttct
gtectcacacac
acattttetyg
cttcecaaccce
gaatcaaaca
cagtcottttyg
tgccacgact
aaaacatcct
ctatttttat
ctctttctat
tetgaeggoct
aaattaataa
ctcaatagte
cttgaagacg
tggtttctta
ggaataattt
gaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtetteta
aagataaaag
aaaactattt
taaaaaattt
tttcggggaa
tatccgectca
atgagtatte
gtttttgete

cgagtgggtt

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



acatcgaact
ttcocaatgat
cogggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgoageact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaacte
ctgccagtgg
aggcgcageyg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagecgteg
acgeoggectt
cgttatccce
geogoageoy
tacgcaaace
ttcccgacty
aggcaceocca

gataacaatt

ggatctcaac
gagcactttt
graactoggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgoettttttg
gaatgaagcc
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttetyg
ttgtttgceg
gcagatacca
tgtagcaceyg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgcc
atttttgtga
tttacggtte
tgattctgtg
aacgacegag
goctotocoo
gaaagcgyggc
ggctttacac

tcacacagga
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agcggtaaga
aaagttetge
cgocgceatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
goggataaag
gataaatctg
ggtaagecect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatace
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagcgtyg
ccggtaageg
tggtatecttt
tgctegtcag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagegagt
gegegttgge
agtgagcgea
tttatgotte

aacagctatg

tececttgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacce
gagoeccggtga
ceegtategt
agatcgctga
catatatact
tectttttga
cagaccccgt
gctgettgea
taccaactct
ttetagtgta
tecgetcotget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegy
atagtcectgt
gygggcecgag
gotggeottt
ttaccgeoett
cagtgagega
cgattcatta
acgcaattaa
cggcetectat

accatgatta

95

ttttegecee
ggtattatcce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactegectt
caccacgatg
tactctaget
acttetgoge
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatcteatyg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcecgaag
gceegtagtta
aatcectgtta
aagacgatag
gceccagettg
aagcgccacyg
aacaggagag
cgggtttecge
cctatggaaa
tgctcacatyg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagetgy
tgtgagttac
gttgtgtgga

cgccaageto

gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgecagtgetg
ggaggaccga
gategttaggy
cctgtagcaa
toceoggeaac
toggecette
cgeggtatca
acgacgggca
tecactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccacecgetac
gtaactggct
ggeccaccact
ccagtggctyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttceecgaag
cgcacgaggy
cacctctgac
aacgccagca
ttetttoctyg
gataccgctc
gagegeecaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgageg

ggaattaacc

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4280
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ctcactaaag ggaacaaaag ctggetagt

<210>

73

<211> 5009
<212> ADN

<213>

<220>

artificial

<223> vector modificado pYD1Nhe

<400>

73

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcooccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttegetg
ctatatgecga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ggeggaeget
gtetegatte
ctgataacaa
tacaaaatac
ttttctattt
tacactaaaa
attcectataa
gaattgggea

tagecattttt

agccgccgag
accggtegeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttecaata
gcaaatcecce
ggccaacggyg
taattgcggt
ttttaagctt
tggttctget
taaggtacca
cgagtetaga
tacgegtace
cagtgtagat
aatatacttt
ttegttecgt
aactaagaca
tttatectat
agtgcacaaa

gacgaaattt

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
tctcaccect
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccagtg

gggccctteg

ggtcatcate
gtaacaaaat
tcatttctee
taccaacttt
attttaattt
tagtagetaa
caatacttaa

gctattttgt

ccctocogaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
coecggategg
tacttcatac
ttgottecagt
tagaategac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gbtggacagca

tggtggaatt

aaggtaagcco
accatcacca
cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatactt
tgetgectge
aaaaagatga
ataaatacta

tagagtcttt

96

gaagactcte
ctecgegecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagea
attttcaatt
getageacag
gcegtacteot
tgaatattac
caaaggcage
tggttetggt
aatgggtegy
otgcagatat
tatcecectaac
ttgagtttaa
ceocactgtac
tgttttececa
tatatagcta
catatttecaa
atgtgaateg
ctecagtaata

tacaccattt

ctcecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gotgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt
cctetecteqg
accegetgat
ttttageteg
tgtaatatcc
ttcacttcta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttet

gtctccacac

5009

60
120
180
240
300
360
420
4890
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1264
1320
1380
1440

1500



ctocgettac
gegtcagtee
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catctceogtg
coettaggttg
atgettttac
tgggcacaca
ctgtgctetyg
cagacatact
accaatgecc
aaagggcctc
ggacggatog
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaag
tacattcgat
cacagacaaqg
gtagtatttg
tttctttaat
aaattataat
atgtgcgegy
tgagacaata
aacatttocg
acccagaaac
acatecgaact
ttccaatgat
coegggoaaga
caccagtcac
ccataacecat

aggagctaac

atcaacacca
accagctaac
cgagttccaa
cgaatgaggt
tecttttaata
cagttggacyg
attacgaaac
aagacttgaa
tataataccc
caagccgcaa
ccaagcetgeeo
tococtettgy
gtgatacgcc
cttgectgta
toetgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
taacgataag
atgaaacaat
ttggcgatcc
ttocttttttt
tatttttata
aaccecctatt
accctgataa
tgtegeoctt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gceaacteggt
agaaaagcat
gagtgataac

cgettttttyg
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ataacgocat
ataaaatgta
tccaaaagtt
ttetgtgaag
actggcaaac
atatcaatge
acgccaacca
atttteocttyg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtget
ccctetoctt
tatttttata
acttacacgce
tttattttta
ggaatgaaga
atatatattt
taaaatgtaa
toggeattaa
ccctagagte
actttctatt
gcacgtgatg
tgtttatttt
atgettecaat
attccetttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgeegeatac
cttacggatg
actgcggcca

cacaacatgg

ttaatctaag
agctotoggy
cacctgtece
ctgcactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttogg
caataaccgy
catcggaatc
atggaccaga
taatcacgta
ttctttttte
ggttaatgtc
goctogtate
tgttttgtat
aaaaaaaata
attagacaag
aatcacagga
tacetgagag
ttttacatct
tttaatttat
aaaaggaces
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tocttgagag
tatgtggcge
actattotea
gcatgacagt
acttacttct

gggatcatgt

97

cgeatcacca
gctotottge
acctgcttet
tagtatgttg
ttggtattct
gaccagagcc
agtgoctgaa
gtecaattgtt
tagagcacat
actacctgtg
tactcacgtyg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttegtgtg
caggaagage
tcggaaaaca
atatttatat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeottoct
gttgggtgca
ttttegocoe
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc

aactegectt

acattttotg
cttceaacce
gaatcaaaca
cagtottttg
tgccacgact
aaaacatcct
ctatttttat
ctectttctat
tctgeggect
aaattaataa
ctecaatagte
cttgaagacy
tggtttctta
ggaataattt
gaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtcttcta
aagataaaaqg
aaaactattt
taaaaaattt
ttteggggaa
tatceogetca
atgagtatte
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgcagtgetg
ggaggaccga

gatcgtiggg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2440

2460

2520

2580

2640

2700

2760

28290

2880

2340

3000

3060

3120

3180

32490

3300

3360

3420
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aaccggaget
tggeoaacaac
aattaataga
cggetggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagecagage
tcaagaacte
ctgocagtgg
aggogeageyg
cctacaccga
dgagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg
acgoggectt
cgttatecec
goccgoagccy
tacgcaaacc
ttcecgactyg
aggcacecea
gataacaatt

ctcactaaaqg

<210> 74
<211> 4605
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Vector pYD1Ink

<400> 74

gaatgaagece
gttgecgeoaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgceg
gcagatacca
tgtagcacceyg
cgataagteg
gtcegggetga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacygce
atttttgtga
tttacggtte
tgattetgtg
aacgaccgayg
goctectaecec
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga

ggaacaaaaqg
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ataccaaacg
ctattaactg
goggataaag
gataaatctg
ggtaagcect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagecgt
cgegtaatcet
gatcaagagce
aatactgtce
cctacatacce
tgteottaceg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggltaagcg
tggtatcttt
tgetegteag
ctggectttt
gataacegta
cgcagcgagt
gogogttgge
agtgagcgca
tttatgette
aacagctatg

ctggetagt

acgagegtga
gegaactact
ttgcaggace
gagccggtga
ccocgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccegt
gctgecttgea
taccaactct
ttctagtgta
tegetetget
ggttggacte
cdgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgy
atagtcctgt
gggggccgag
getggecttt
ttaccgeoctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
aggetectat

accatgatta

98

caccacgatg
tactctaget
acttetgege
gcgtgggtcot
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctecatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gecgtagtta
aatoctgtta
aagacgatag
gaccagettg
aagcgecacyg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgeteacatg
tgagtgagcet
ggaagcdgaa
atgcagctgg
tgtgagttac
gttgtgtgga

cgocaagete

cctgtageaa
teceggeoaac
teggeoectte
cgoggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactgget
ggeccaccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagegaacga
cttceccgaag
cgcacgaggy
cacctctgac
aacgocagea
ttetttectg
gatacegete
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgageg

ggaattaace

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4840

4920

4980

5009



acggattaga
cetegtette
acaataaaga
ctggeceocac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgetg
ttactgattg
gtttaaaccce
ctgtactttt
ttcccatgta
tagetattca
tttcaatttg
gaatcgaatc
gtaataacct
ccatttgtct
tcaccaacat
tettgeette
gcttetgaat
atgttgcagt
tattettgce
agagccaaaa
cctgaactat
attgttectct
geacattetyg
cdetgtgaaat
cacgtgetca

gaatttettg

agcegecgay
accggtogogy
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gegegoecgga
gctgatctga
agctegtaca
atatecectttt
cttetataca
ttataaattc
ctaagagaat
atttettage
ccacacctce
tttetggegt
caacccagte
caaacaaggg
cttttggaaa
acgactcate
catcctecott
ttttatatgcec
ttctattggg
cggectetgt
taataacaga
atagtcacca

aagacgaaag
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cgggtgacag
ttecctgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttctgtta
tecttcagac
taacaacagt
aaatacaata
ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tgggcaagtyg
atttttgacg
gcttacatca
cagtcecaceca
agaaatcgag
aataaacgaa
tacgagtctt
tcegtgeoagt
aggttgatta
ttttacaaga
cacacatata
goctetgeaag
catactccaa

atgecctoce

ggoctegtga

cccteccgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
ccoeggategy
tacttcatac
ttgcttcagt
tetgeocagaat
gtagatgtaa
tacttttecat
ttcegttace
aagacaattt
tcectattagt
cacaaacaat
aaatttgcta
acaccaataa
gctaacataa
ttecaateca
tgaggtttet
ttaataactyg
tggacgatat
cgaaacacgc
cttgaaattt
atacccagca
ocogcaaactt
getgectttyg
tettggocet

tacgeoctatt

99

gaagactetc
ctegegocge
gaggaaaaat
accataggat
agogatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
goctagooget
teggecgegt
caaaatcgac
ttetecgtaa
aactttacac
taattttget
agctaaaaaa
acttaaataa
ttttgttaga
cgecatttaa
aatgtaagect
aaagttcacce
gtgaagctge
gcaaaccgag
caatgecgta
caaccaagta
tccttgeaat
agtcagcatc
tcaccaatgg
tgtgettaat
ctacttttet

tttataggtt

ctocgtgogt
actgctoecga
tggeagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gcetgtaatac
aagatgcagt
ggggcecatgyg
acttaattaa
tttgtteocceca
acaacatgtt
atactttata
gectgecata
agatgaatgt
atactactca
gtecttttaca
tctaagegea
cteggggete
tgteoecacct
actgagtagt
gaactcttgg
atcattgacc
tttcggagtg
aaccgggtca
ggaatctaga
accagaacta
cacgtatact
tttttegace

aatgtcatga

60

120

180

240

300

360

420Q

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



taataatggt
aatgatggaa
attttagaaa
aaggtttaaa
gcagattaaa
cgtgtgtggt
aagagcaaga
aaaacaaaaa
ttatattaaa
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cLtectgtbit
ggtgcacgag
cgececgaay
ttatcecegtyg
gacttggttyg
gaattatgca
acgatcggag
cgocttgate
acgatgectg
ctagettece
atgegetegg
gggtctegeg
atctacacga
ggtgocecteac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaaqg
aaaaaaccac

ccgaaggtaa

ttettaggac
taatttggga
gtaaataaag
aaatttcaac
tagatataca
cttctacaca
taaaaggtag
ctattttttc
aaatttaaat
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattecaaca
ttgectcacce
tgggttacat
aacgttttee
ttgacgecgg
agtactcace
gtgectgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatgge
ggcaacaatt
ccottoogge
gtatecattgc
cgggeagtea
tgattaageca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttettyg
cgeotaccage

ctggcttcag
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ggatcgcecttg
atttactctyg
aaggtagaaqg
aaaaagcgta
ttcgattaac
gacaagatga
tatttgttgg
tttaatttct
tataattatt
gogoggaace
acaataacecce
ttteecgtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgage
gcaagagcoaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaceget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggetggttt
agcactgggg
ggoaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt

cagagcgcag

cetgtaactt
tgtttattta
agttacggaa
ctttacatat
gataagtaaa
aacaattcgg
agatcceact
ttttttactt
tttatagcac
cctatttgtt
tgataaatge
gcececttatte
gtgaaagtaa
ctcaacageg
acttttaaag
cteggtegeo
aagcatctta
gataacactg
tttttgecaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcog
attgetgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tecagaccaag
aggatctagy
tegttccact
tttctgegeg
ttgocoggate

ataccaaata

100

acacgecgecct
tttttatgtt
tgaagaaaaa
atatttatta
atgtaaaatc
cattaatacc
agagtetttt
tctattttta
gtgatgaaaa
tatttttcta
ttcaataata
cocttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttetgetatg
gcatacacta
cggatggeat
cggeccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggega
ataaagttge
aatctggage
agcececteceg
atagacagat
tttactecata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctyg
aagagctacce

ctgtecttet

cgtatctttt
ttgtatttgg
aaaataaaca
gacaagaaaa
acaggatttt
tgagagcagg
acatettegg
atttatatat
ggacccaggt
aatacattca
ttgaaaaagyg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt
tggegeggta
ttetecagaat
gacagtaaga
acttetgaca
tcatgtaact
gogtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tategtagtt
cgetgagata
tatactttag
ttttgataat
ccoccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt

agtgtageccg

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720
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tagttaggece
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgette
ggagagcgca
tttcgeccacc
tggaaaaacqg
cacatgttct
tgagetgata
gcggaagage
agetggeacyg
agttaccteca
tgtggaattyg

aagctcocggaa

accacttcaa
tggctgetge
cggataagge
gaacgaccta
ccgaagggayg
cgagggaget
tctgactiga
ccagcaacge
ttcctgegtt
cegoetoegoeyg
gcocaatacg
acaggtttec
ctcattagge
tgagcggata

ttaacecctca

<210> 75
<211> 4886
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Vector pYD1mata

<400> 75

acggattaga ageccgecgag

cctegtette accggtogeg
acaataaaga ttctacaata
ctggcccecac aaaccttcaa
ttagtttttt agccttattt
taacagatat ataaatgcaa
ggtttgtatt acttettatt
ctctatactt taacgtcaag
gactcactat agggaatatt
tacttcgetg tttttcaata
ttactgattg gegegecgga

agetegtaca aaatacaata
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gaactctgta
cagtggcgat
gecageggteg
caccgaactg
aaaggeggac
tocaggggag
gogtegattt
ggccttttta
atcccctgat
cagoogaacqg
caaaccgect
cgactggaaa
acccecagget
acaatttecac

ctaaagggaa

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgeata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcegatgtaa

tacttttcat

gcacecgecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatcegyg
aacgectggt
ttgtgatgct
cggttecctgg
tectgtggata
accgageogea
ctococogege
gegggceagty
ttacacttta
acaggaaaca

caaaagctgg

ceecteegaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
cocoeggatogy
tacttcatac
ttgcttcagt
caaaatecgac

ttoteegtaa
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catacctege
ttaccgggtt
ggggttegtg
agcgtgagca
taageggcag
atctttatag
cgtcaggggy
ccttttgetg
accgtattac
gegagtcagt
gttggcegat
agegeaacge
tgectteoogge
gctatgacca

ctagt

gaagactete
ctcgegeege
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctageccgcet
tttgttecea

acaacatgtt

tctgetaate
ggactcaaga
cacacagcce
ttgagaaagc
ggteggaaca
tectgteggyg
goccgagecta
gocttttget
cgcecctttgag
gagegaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tecctatgttyg

tgattacgece

cteeghgegt
actgetcecga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggecatgyg
ctgtactttt

tteccatgta

3780

3840

3900

3960

4020

4030

4140

42Q0

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4605

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
ataacaacag
aaaatacaat
tetattttte
actaaaaaac
cctataattt
ttgggcaagt
catttttgac
cgettacate
tcagtocace
cagaaatcga
gaataaacga
atacgagtct
ctocgtgeag
taggttgatt
cttttacaag
gcacacatat
tgetectgeaa
acatacteca
aatgececctcc
gggcetegtyg
cggategott
aatttactct
gaaggtagaa
caaaaagcgt
attcgattaa
agacaagatg

gtatttgtty

ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tgctgcagaa
tgtagatgta
atactttteca
gttccgttac
taagacaatt
atcctattag
gcacaaacaa
gaaatttgek
aacaccaata
agctaacata
gttocaateo
atgaggtttc
tttaataact
ttggacgata
acgaaacacy
acttgaaatt
aatacccage
gccgcaaact
agctgeecttt
ctettggocce
atacgecctat
gcctgtaact
gtgtttattt
gagttacgga
actttacata
cgataagtaa
asacaatteg

gocgatcocoec

ES 2609 359 T3

tteccgttace
aagacaattt
toctattagt
ttoggocgeg
acaaaatega
tttctcegta
caactttaca
ttaattttgc
tagctaaaaa
tacttaaata
attttgttag
acgcocattta
aaatgtaage
aaaagttcac
tgtgaagctg
ggcaaaccga
tcaatgcocogt
ccaaccaagt
ttecttgeoaa
aagtcagcat
ttecaccaatg
gtgtgettaa
tctectitte
ttttataggt
tacacgcgce
atttttatgt
atgaagaaaa
tatatttatt
aatgtaaaat
gcattaatac

tagagtcttt

aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
tacttaatta
ctttgttcee
aacaacatgt
catactttat
tgcctgecat
aagatgaatg
aatactactc
agtcttttac
atctaagege
tctogggget
ctgteccace
cactgagtag
ggaactcttg
aatcattgac
atttoggagt
taaccgggte
cggaatcetag
gaccagaact
teacgtatac
ttttttegac
taatgtcatyg
tocgtatettt
tttgtatttg
aaaaataaac
agacaagaaa
cacaggattt
ctgagagcag

tacatcttcg

102

atactttata
gocctgeocata
agatgaatgt
agtttaaacc
actgtacttt
ttteccatgt
atagctattc
atttcaattt
tgaatcgaat
agtaataacc
accatttgtc
atcaccaaca
ctcttgectt
tgettetgaa
tatgttgecag
gtattettge
cagagccaaa
gootgaacta
aattgttete
agcacattet
acctgtgaaa
tecacgtgeteo
cgaattteott
ataataatgg
taatgatgga
gattttagaa
aaaggtttaa
agcagattaa
tegtgtatygg
gaagagcaag

gaaaacaaaa

tagctatteca
tttcaatttg
gaatcogaatc
cgetgatectg
tagctogtac
aatatccttt
acttctatac
gttataaatt
cctaagagaa
tatttcttag
tccacaccte
ttttetggeg
ccaacccagt
tcaaacaagg
tettttggaa
cacgactcat
acatcetcet
tttttatatyg
tttetattgg
goeggeetetg
ttaataacag
aatagtcacc
gaagacgaaa
tttettagga
ataatttggg
agtaaataaa
aaaatttcaa
atagatatac
tcttctacac
ataaaaggta

actatttttt

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



ctttaattte
ttataattat
tgcgoggaac
gacaataace
attteoogtgt
cagaaacget
tegaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagteacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggeaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagogea
agaactctgt
ccagtggega
agecageggte
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agegtogatt

aggoettttt

tttttttact
ttttatagea
ccctatttgt
ctgataaatg
ogecottatt
ggtgaaagta
tetcaacage
cacttttaaa
acteggtoge
aaagcatett
tgataacact
ttttttgecac
tgaagccata
gogoaaacta
gatggaggeyg
tattgectgat
gocagatggt
ggatgaacga
gtocagaccaa
aaggatctag
ttegttecac
ttttetgege
tttgececggat
gataccaaat
agcaccgeoect
taagtegtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
gaacgcctgg
tttgtgatge

acggtteoctyg
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ttctattttt
cgtgatgaaa
ttatttttct
ctteaataat
coottttttyg
aaagatgetyg
ggtaagatcc
gttaotgetat
cgcatacact
acggatggoa
goggecaact
aacatggggg
ccaaacgacy
ttaactggeg
gataaagttyg
aaatctggag
aagececctece
aatagacaga
gtttacteat
gtgaagatcc
tgagogteag
gtaatctget
caagagctac
actgtcette
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgage
gtaagcggca
tatctttata

tegtcagggg

goottttget

aatttatata
aggacccagy
aaatacattc
attgaaaaag
cggoattttyg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgoggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttotgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
togotgagat
atatacttta
tttttgataa
acccoegtaga
gettgecaaac
caactetttt
tagtgtagee
cteoctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtectgtegg
ggcogagoct

ggoattttyge

103

tttatattaa
tggoactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cotteetgtt
gggtgcacga
tegeceogaa
attatcocgt
tgacttggtt
agaattatgeo
aacgatogga
tegoecttgat
cacgatgecct
tetagettcee
tetgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgecteoa
gattgattta
tectcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tocgaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgett
aggagagcgc
gtttcgecac
atggaaaaac

tocacatgtte

aaaatttaaa
cggggaaatg
ccgctecatga
agtattcaac
tttgetcacce
gtgggttaca
gaacgtttte
gttgacgeeg
gagtactecac
agtgetgorca
ggaccgaagy
cgttgggaac
gtagecaatgy
cggcaacaat
geecttoogg
ggtatcattg
acgggcagte
ctgattaage
aaacttecatt
aaaatccctt
ggatettoett
ccgetaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgctg
coggataagy
cgaacgacct
ccocgaaggga
acgagggagc
ctetgacttg
gccagcaacyg

ttteectgegt

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3080

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

35440

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500
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tatcccetga
gcagccgaac
gcaaaccgec
cegactggaa
caccccagge
aacaatttca

actaaaggga

ttctgtggat
gaccgageogco
tcteocecgeg
agegggeagt
tttacacttt
cacaggaaac

acaaaagctg
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aaccgtatta
agcogagtcag
cgttggeccga
gagegeaacyg
atgettecgg
agatatgace

gctagt

cogoctttga
tgagcgagga
ttcattaatg
caattaatgt
ctectatgtt

atgattacge

gtgagctgat
agcggaagaqg
cagctggcac
gagttacete
gtgtggaatt

caagetegga

<210> 76
<211> 5801
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Vector pYD1gal

<400> 76

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcecccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactecactat
tacttecgetg
ttactgattg
agctcgtaca
atatectttt
cttetataca
ttataaatte
ctaagagaat
aaggaagact
tgcctegege

gaagaggaaa

agecgecgag
accggtegeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agocttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcgcgecgga
aaatacaata
ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tgctgeoagaa
cteocteogty
cgeactgetce

aattggcagt

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagectttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagetaatte
ttttctgtta
tccgatgtaa
tacttttecat
tteegttace
aagacaattt
tectattagt
ttcacggatt
cgtoctegte
cgaacaataa

aacctggece

cectocgaag
geagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatea
cecggategy
tactteatac
ttgcttcagt
caaaatcgac
ttetccogtaa
aactttacac
taattttget
agcetaaaaaa
agaagccgec
ttcaccggtc
agattctaca

cacaaacctt

104

gaagactcte
ctegegeage
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagea
attttcaatt
gctagccget
tttgttccca
acaacatgtt
atactttata
gectgecata
agatgaatgt
gagegggtga
gogttectga
atactagett

caaatgaacg

accgctcogeo
cgcccaatac
gacaggttte
actcattagg
gtgageggat

attaacccte

ctecegtgegt
actgetecga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
getgtaatac
aagatgcagt
gaggccatgy
ctgtactttt
ttcccatgta
tagetattea
ttteaatttyg
gaategaate
cagcccteeg
aacgcagatg
ttatggttat

aatcaaatta

4560
4620
4680
4740
4800
4860

4886

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

1020
1080

1140



acaaccatag
cgaagegatg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttageca
gacgoogtac
ttttgaatat
tagcaaaggoc
tggtggttet
gcaaggccta
aaacccygctyg
acttttaget
catgtaatat
tattcactte
aatttgttat
cgaatcctaa
taacctattt
ttgtctecac
caacatttte
gcettccaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgocacga
ccaaaacate
aactattttt
ttetetttet
attotgogge
tgaaattaat
tgctcaatag

ttettgaaga

gatgataatg
atttttgate
tttcaacatt
attgttaata
geagetgtaa
attaagatgc
caggaactga
tetttgteaa
tacaaatcag
agccccakaa
gotggtggty
attctgatgc
atctgataac
cgtacaaaat
ccttttetat
tatacactaa
aaattcctat
gagaattggg
cttagcattt
acctcegett
tggcgtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacg
cteoatetecy
ctocttaggt
atatgetttt
attgggecaca
ctetgtgote
aacagacata
tcaccaatge

cgaaagggac
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cgattagttt
tattaacaga
tteggtttgt
tacctctata
tacgacteac
agttacttcg
caactatatg
cgactactat
taacgtttgt
acacacagta
gttotggtag
ggecgcacat
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttcece
aaaactaaga
aatttatcct
caagtgcaca
ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccagcta
atcgagttce
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttyg
catataatac
tgcaagcoeoge
ctccaagetyg
cetecctett

tegtgatacyg

tttagectta
tatataaatg
attacttett
ctttaacgtc
tatagggaat
ctgtttttcea
cgagcaaatc
tttggccaac
cagtaattge
tgtttttaag
tggtggttet
catcaccatc
atgtaacaaa
ttteocatttet
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
ttgectatttt
caataacgcc
acataaaatg
aatccaaaag
gtttectgtga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgccaac
aaattttect
ccageaagta
aaactttcac
cctttgtgtg
ggccecteton

cotattttta

105

tttetggggt
caaaaactge
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagetaa
atattttectyg
ccotecaccaa
gggaaggcaa
ggttctecace
cttetgocagg
gcetageatga
accattgatt
atcgactttyg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgotgect
aaaaaaagat
aaataaatac
gttagagtct
atttaatcta
taagctecteg
ttcacctgte
agctgeactyg
accgaggaac
geogtaatca
caagtatttce
tgcaataacc
agcatcggaa
caatggacca
cttaatcacg
ttttettttt

taggttaatg

aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aaccccggat
ttetacttea
ttattgette
ctttagaatc
tgcaaggagt
cctcaacaac
ctagtggtgg
ctggtggoca
aattaagttt
ttceccactgt
catgttttece
tttatatagc
gecatattte
gaatgtgaat
tactcagtaa
tttacaccat
agogecatcac
gggectotett
ccacchgett
agtagtatgt
tecttggtatt
ttgaccagay
ggagtgectg
gggtcaattyg
totagageac
gaactacctg
tatactcacg
tegaccgaat

tcatgataat

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2840

3000

3060



aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
attaaataga
tgtggtcette
gcaagataaa
caaaaactat
attaaaaaat
ctttteogggg
tgtateceget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
cocgtgttga
tggttgagta
tatgcagtge
tcggaggacce
ttgategttg
tgeoctgtage
ctteoceggea
gctaggeect
ctogeggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccacecget

aggtaactgg

taggacggat
ttgggaattt
ataaagaagg
ttcaacaaaa
tatacattcg
tacacagaca
aggtagtatt
tttttcttta
ttaaattata
aaatgtgoge
catgagacaa
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
tttteccaatg
cgoogggeaa
ctcaccagte
tgccataace
gaaggagcta
ggaacceggayg
aatggcaaca
acaattaata
teceggetgge
cattgcagca
cagtcaggeca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttecttgagat

accagogatyg

cttcagcaga
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cgettgeetg
actctgtgtt
tagaagagtt
agcgtacttt
attaacgata
agatgaaaca
tgttggcgat
atttecttttt
attattttta
ggaaccecta
taaccctgat
cgtgtegece
acgetggtga
ctggatetea
atgagcactt
gagcaacteg
acagaaaagc
atgagtgata
acegcttttte
ctgaatgaag
acgttgecgea
gactggatgyg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttegt
cecttttttte
gtttgtttge

gogcagatac

taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
attcggeatt
ccoccoctagag
ttactttcta
tagcoacgtga
tttgtttatt
aaatgecttea
ttatteocett
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtegeogeat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatec
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgogegtaat
cggatcaaga

caaatactgt

106

gcgectegta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tecttttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttctaaata
ataatattga
ttttgeggea
tgetgaagat
gatcettgag
gctatgtgge
acactattet
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagegt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
cteoccgtate
acagateget
ctcatatata
gatccettttt
gtcagaccce
ctgctgettyg
gctaccaact

cettctagtyg

tcttttaatg
atttggattt
taaacaaagg
agaaaagcaqg
gattttcgtg
agcaggaaga
ctteggaaaa
atatatttat
ccaggtggea
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgeotte
cagttgggtyg
agttttegece
goggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactegecc
gacaccacga
cttactctag
ccacttetge
gagegtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecga

tagccgtagt

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3560

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4630

4740

4800

4860

4920



10

15

taggccacca
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga
agcgcacgag
gceacctcotg
aaaacgecag
tgttetttec
ctgataccgec
aagagcgccc
ggcacgacag
acctecactcoa
gaattgtgag
teggaattaa

<210> 77
<211> 692
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> 4D5H

<400> 77

ggccagcaag
ggctcactcce
tgggtgcgteo
ggttatacta
saaaacacag
tgttctagat
gtcacegtct
aagagcacct
ccegtgacocg
gtgctgcagt
ctgggeacoos
aagaaggtgg

<210>78
<211> 661

cttcaagaac
tgetgecagt
taaggegeag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagegt
caacgeggec
tgegttatec
tcgoceogcage
aatacgcaaa
gttteccoccgac
ttaggeacaoce
cggataacaa

coectcactaa

gccaagaggt
gtttgtecctg
aggccccggg
gatatgeccga
cctacctgea
ggggagggga
ceteggetag
ccggeggcac
tgagctggaa
ccagoggect
agacdctacat

ageceaagag
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tctgtagecac
ggcgataagt
eggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
ggggggaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattetg
cgaacgaccy
ccgectectee
tggaaagegy
caggetttac
tttecacacag

agggaacaaa

tcaactagtyg
tgcagettet
taagggcctg
tagcgtcaag
gatgaacagc
cggottetat
caccaagggc
cgecgecctg
cagcggocgcc
gtactccctg
ctgcaatgtyg

ctgegeggace

cgoctacata
cgtgtcttac
gaacgggggyg
acctacageg
atccggtaag
cctggtatet
gatgetegte
toctggecott
tggataaccg
agcgcagcga
cocgogogttyg
gcagtgagcy
actttatget
gaaacagcta

agetggetag

gagtctggceyg
ggcttcaaca
gaatgggttg
ggcegtttca
atgegtgetg
gctatggact
cccagegtgt
ggctgcctgy
ctgaccagcg
agcagegtgyg
aaccacaage

ga

107

ccteogetetyg
cgggttggac
ttecgtgcaca
tgagcattga
cggcagggte
ttatagtcct
aggggggccg
ttgotggect
tattaccgee
gtcagtgage
gccgattcat
caacgcaatt
taeggetect
tgaccatgat

t

gtggectggt

ttaaagacac
caaggattta
ctataagecge
aggacactge
actggggtca
teoccototgge
tgaaggatta
gcgtgcacac
tgaccgtgcee

ccagcaatac

ctaatcctgt
tcaagacgat
cagoccaget
gaaagcgcca
ggaacaggag

gtegggttte

agectatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gJaggaagocgy
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtagtg

tacgcocaage

gcagccaggy

ctatatacac
tectacgaat
agacacatce
cgtctattat
aggaaccoctyg
cecccagetee
cttceccagag
ctttecocgeo
cagcagcagc

caaggtggat

45880

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

55840

5640

5700

5760

5801

60

120

180

240

300

360

4240

480

540

600

660

692



10

15

20

<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> 4D5L

<400> 78

ccatggegga
gggtcaccat
agaaaccagg
tecocttcteg
tgeagecgga
tceggacaggyg
tecagecate
acttctatcc
actcccagga
cocctgacget

atcagggeoct

<210>79
<211> 6468
<212> ADN
<213> artificial

<220>

tatccagatg
cacctgcegt
aaaagctccy
cttctctygga
agacttcegea
taccaaggtg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctogeoao

<223> Vector pYD4D5hc

<400> 79

acggattaga
cectegtette
acaataaaga
ctggeccecac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctectatactt

gactcactat

agcegcoogag
aceggtegeyg
ttctacaata
aaacctteaa
agccttattt
ataaatgeaa
acttettatt
taacgtcaag

agggaatatt

ES 2609 359 T3

acecagteee
gccagtcagg
aaactactga
tccagatctg
acttattact
gagatcaaac
cttaagtctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgeata
caaatgtaat
gagaaaaaac

aagctaattc

cgagetacet
atgtgaatac
tttactecggce
ggacggattt
gtcagcaaca
gtacggtgge
gaactgcecte
ggaaggtgga

gcaaggacag

aacacaaagt

gottcaacag

cectecgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cecggategg

tacttcatac

108

gtecgectet
tgctgtagee
atccttccte
cactctgace
ttatactact
ggegecatet
tgttgtgtge
taacgeocccte
cacctacagoc

ctacgoctge

gggagagtgt

gaagactcte
cteoegegecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca

attttcaatt

gtgggcgata
tggtatcaac
tactctggag
atcagcagtc
ceteccacgt
gtetteatet
ctgetgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc

tgaggegege

ctecegtgegt
actgetecga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac

aagatgcagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

661

60
120
130
240
300
360
420
480

540



tacttogetg
ttactgattg
agctcgtaca
atatoctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
aaggaagact
tgectegege
gaagaggaaa
acaaccatag
cgaagogatyg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttagea
gacgecgtac
ttttgaatat
tagcaaaggc
tggtggttet
graaggecaa
gggctcactc
ctgggtgegt
tggttatact
caaaaacaca
ttgttctaga
ggtcaccgtc
caagagcacc
goccgtgace
cgtgctgeag

cetgggeacce

tttttcaata
gogecgeecgga
aaatacaata
ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tgotgoagaa
ctecectecgtyg
cgcactgcte
aattggeagt
gatgataatg
atttttgate
tttcaacatt
attgttaata
gcagctgtaa
attaagatgc
caggaactga
tetttgtcaa
tacaaatcag
agacccataa
ggtggtggtg
ggttetgagyg
cgtttgtcct
caggccceogy
agatatgcoeqg
gcotacctge
tggggagggyg
teccteggeta
tcocggoggea
gtgagctgga
toccagcggeco

cagacctaca
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ttttectgtta
tccgatgtaa
tacttttcat
ttoogttace
aagacaattt
tcctattagt
ttcacggatt
cgtectegte
cgaacaataa
aacctggoce
cgattagttt
tattaacaga
ttcggtttgt
tacctetata
tacgactcac
agttacttcg
caactatatyg
cgactactat
taacgtttgt
acacacagta
gttetggtgy
ttoaactagt
gtgeagctte

gtaagggcct

atagogtcaa
agatgaacag
acggcttcta
gcaccaaggg
ccgeogeccht
acagoggoge
tgtactccct

tcotgoaatgt

ttgctteagt
caaaatcgac
ttectcecgtaa
aactttacac
taattttget
agctaaaaaa
agaagoogoc
ttcaccggte
agattctaca
cacaaacctt
tttagcoccotta
tatataaatg
attacttett
ctttaacgte
tatagggaat
ctgttttteca
cgageaaato
tttggccaac
cagtaattge
tgtttttaag
tggtggttct
ggagtcetgge
tggecttcaac
ggaatgggtt
gagoogttte
cctgegtget
tgctatggac
ccceagegtg
gggctgectg
cotgaccage
gagcagcgtg

gaaccacaag
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gctagceget
tttgttcecea
acaacatgtt
atactttata
gcctgecata
agatgaatgt
gagegggtga
gegttectga
atactagctt
caaatgaacg
tttctggggt
caaaaactge
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagctaa
atattttctg
coctoaccaa
gggaaggcaa
ggttcteacc
cttotgeagy
gcltagcatga
ggtggectyg
attaaagaca
gcaaggattt
actataageg
gaggacactg
tactggggtc
ttcectotgg
gtgaaggatt
ggegtgcaca
gtgaccgtge

cacagcaaka

ggggceatgg
ctgtactttt
ttcececatgta
tagctattea
tticaatttyg
gaatcgaatco
cageccteocy
aacgcagatg
ttatggttat
aatcaaatta
aattaatcaqg
ataaccactt
aataaaagta
aaccocggat
ttctacttca
ttattgottc
ctttagaate
tgcaaggagt
cctcaacaac
ctagtggtygyg
ctggtggeca
tgeagecagy
cctatataca
atcctacgaa
cagacacatc
ccgtetatta
aaggaaccct
cecccagetce
acttcccaga
cotttocoge
ccagcagcag

coaaggtgga

€00

560

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



taagaaggtg
taagtttaaa
coactgtact
gttttceccat
atatagctat
atatttcaat
tgtgaatcga
tcagtaataa
acaccatttyg
gcatcaccaa
cktcteottgee
cetgettetg
agtatgttge
tggtattett
accagagcca
gtgoctgaac
tocaattgtte
agagcacatt
ctacctgtga
actcacgtge
accgaattte
tgataataat
tttaatgatg
tggattttag
acaaaggttt
aaagcagatt
tttogtgtgt
aggaagagca
cggaaaacaa
tatttatatt

ggtggcactt

gagcoccaaga
cocgotgate
tttagctegt
gtaatatcct
tcactteotat
ttgttataaa
atcctaagag
cctattteott
tctecacace
cattttetgg
ttccaaceca
aatcaaacaa
agtettttgg
gecacgacte
aaacatccte
tatttttata
teottteotatt
ctgoggeocte
aattaataac
tcaatagtea
ttgaagacga
ggtttettag
gaataatttg
aaagtaaata
aaaaaatttc
aaatagatat
ggtcttetac
agataaaagg
aaactatttt
aaaaaattta

ttecggggaaa
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gctgegegge
tgataacaac
acaaaataca
tttctatttt
acactaaaaa
tteoctataat
aattgggcaa
agcatttttg
tocogeottaca
cgtcagtcca
gtcagaaate
gggaataaac
azatacgagt
atctecgtge
cttaggttga
tgettttaca
gggcacacat
tgtgetctge
agacatactc
ccaatgooct
aagggccteg
gacggatoge
ggaatttact
aagaaggtag
dacaaadagc
acattcgatt
acagacaaga
tagtatttgt
ttctttaatt
aattataatt

tgtgegegga

cgeacatcat
agtgtagatg
atatactttt
tcgttcogtt
actaagacaa
ttatcctatt
gtgcacaaac
acgaaatttg
tcaacaccaa
ccagctaaca
gagttccaat
gaatgaggtt
cttttaataa
agttggacga
ttacgaaaca
agacttgaaa
ataataccca
aagccgcaaa
caagctgect
cactettgge
tgatacgcct
ttgectgtaa
ctgbgtttat
aagagttacg
gtactttaca
aacgataagt
tgaaacaatt
tggcgatcce
tcttttttta
atttttatag

acccctattt
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caccatcacc
taacaaaatc
catttoktcog
accaacttta
ttttaatttt
agtagectaaa
aatacttaaa
ctattttgktt
taacgccatt
taaaatgtaa
craazagtte
tetgtgaage
ctggcaaace
tatcaatgoco
cgccaaccaa
ttttecttge
gcaagtcage
ctttcaccaa
ttgtgtgctt
cotetoctet
atttttatag
cttacacgeg
ttatttttat
gaatgaagaa
tatatattta
aaaatgtaaa
cggcattaat
cctagagtet
ctttetattt
cacgtgatga

gtttattttt

attgattaat
gactttgttc
taaacaacat
cacatacttt
goctgectgee
aaaagatgaa
taaatactac
agagtctttt
taatctaage
gctceteggag
acctgtcoca
tgeactgagt
gaggaactet
gtaatcattyg
gtatttegga
aataaceggyg
atocggaatct
tggaccagaa
aatcacgtat
tetttttteg
gttaatgtca
cetegtatet
gttttgtatt
aaaaaaataa
ttagacaaga
atcacaggat
acctgagagc
tttacatctt
ttaatttata
aaaggaccca

ctaaatacat

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



tcaaatakgt
aggaagagta
tgoctteoctyg
ttgggtgcac
tttegececg
gtattatace
aatgacttgg
agagaattat
acazcgatcg
actcgeckig
accacgatge
actctagett
cttetgeget
cgtgggtote
gttatctaca
ataggtgoct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttcegaagy
cogtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cecagettgyg
agcgccacgc
acaggagage
gggtttcgee
ctatggaaaa
getcacatgt
gagtgagctg

gaagcggaaqg

atcegetcat
tgagtattca
tttttgeteca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtgttgacge
ttgagtactc
gcagtgctge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtageaat
cocoggcaaca
cggeccttee
geggtatoat
cgacgggcaq
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcce
aaggatottoe
caccgetace
taactggeott
gocaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttceccgaagg
geacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tetttectge
ataccgctcg

agcgcccaat
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gagacaataa
acatttcegt
cccagaaacg
catcgaactyg
tcecaatgatyg
egggcaagag
accagtcaca
cataaccatyg
ggagctaace
accggagetyg
ggcaacaacy
attaatagac
ggctggetgg
tgeageoactyg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcet
agcggtggtt
cagcagageg
caagaactot
tgccagtgge
ggcgcagegy
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gettecaggy
tgagcgtcga
cgeggecttt
gttatcoccet
ccgcagecga

acgcaaaccg

ccctgataaa
gtegeeoctta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caacteggte
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgogcaaac
tggatggagyg
tttattgoetg
gggcecagatyg
atggatgaac
octgteagace
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttetge
tgtttgeoogg
cagataccaa
gtageacoge
gataagtcgt
tcgggectgaa
ctgagatace
gacaggtate
gggaacgoct
tttttgtgat
ttacggttce
gattetgtgy
acgaccgagce

cctectcoccocceg
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tgettcaata
ttococcttttt
taaaagatgc
geggtaagat
aagttctget
gocogcataca
ttacggatgg
ctgeggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatetgg
gtaagooote
gaaatagaca
aagtttacte
aggtgaagat
actgagcgtc
gegtaatetg
atcaagaget
atactgtcect
ctacatacot
gtcttacegg
cggggggtte
tacagegtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctegtcagg
tggecttttg
ataaccgtat
gcagcgagte

cgegttggoe

atattgaaaa
tgecggecattt
tgaagatcag
ccttgagaght
atgtggcgeg
ctattcteag
catgacagta
cttacttetg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
ageeggtgag
cegtatoegta
gat.cgctgag
atatatactt
cetttttgat
agaccccgta
ctgettgeaa
accaactctt
tctagtgtag
cgetotgeta
gttggactca
gtgcacacag
geattgagaa
cagggtcgga
tagtoctgte
ggggccgage
ctggecctttt
taccgecttt
agtgagcgag

gattcattaa

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5480

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6080

6120

6180

6240
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tgcagetgge acgacaggtt teccgactgg
gtgagttace tecacteatta ggeacccocag
ttgtgtggaa ttgtgagegg ataacaattt

gccaagctcg gaattaaccc tcactaaagg

<210> 80
<211> 223
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> 4D5hp
<400> 80
Glu
1
Ser
Tyr
Ala
Lys
65
Leu
Ser
Gly
Phe
Leu
145
Trp

Vval

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Gly

ES 2609 359 T3

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Pro Thr

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Gly Aszp

Thr Val

Pro Ser

Val Lys

150

Ala Leu
165

Ser

Ala

Gln

Aszn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

aaagegggca

gotttacact

cacacaggaa

gaacaaaagc

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

112

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

FPhe

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Pro

val
170

gtgagegeaa cgeaattaat
ttatgettee ggetectatg

acagctatga ccatgattac

tggotagt

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Aszp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Gly

125

Gly

val

Phe

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ala
175

6300
6360
6420

6468

Gly

Thr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

val
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Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

180

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln

195

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp

210

<210> 81
<211> 7100
<212> ADN
<213> artificial

<400> 81

acggattaga
cctogtette
acaataaaga
ctggeocccae
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gacteactat
tacttegetg
cggatatcca
ccatcacctg
caggaaaagc
ctegettetae
cggaagactt
agggtaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
egetgageaa

gectgagete

<223> Vector pYD4D5hl

agccgocgag
accggtegeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcocttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttecaata
gatgacccayg
ccgtgccagt
tccocgaaacta
tggateocaga
cgceaacttat
ggtggagatce
gcagcttaag
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac

gecegtcaca

215

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaag
aagctaatte
ttttetgtta
tcceoceogaget
caggatgtga
ctgatttact
tetgggacgy
tactgtecage
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtggaagyg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagettea

Ser Leu Ser Ser vVal val Thr

185

Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn

200

Lys

ccctoccgaag
geagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cocggatogg
tactteatac
ttgetteagt
ccctgteoge
atactgcectgt
cggcatoctt
atttecactet
aacattatac
tggeggegee
cctetgttgt
tggataacgc
acagcaccta

aagtctacge

acaggggaga

113

190

205

220

gaagactctc
cteogogeoge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagea
attttcaatt
getageeget
ctctgtggge
agcctggtat
cctotactct
gaccatcage
tactectece
atctgtette
gtgcctgetg
cctccaatcg
cagoctcage
ctgegaagte

gtgttgagge

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys

ctccegtgegt
actgctcooga
tggeagtaac
gataatgeoga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
getgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
gatagggtca
caacagaaac
ggagtceoett
agtctgeage
acgtteggac
atcetteceoge
aataacttct
ggtaacteccc
agcaccctga
acccatcagg

gegodggate

vVal Pro

His Lys

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

1020
1080
1140
1200

1260



cgatgtaaca
ctttteattt
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
cacggattag
tectegtett
aacaataaaqg
cctggeceoca
attagttttt
ttaacagata
cggtttgtat
cctctatact
cgactcacta
ttactteget
actatatgcg
actactattt
acgtttgteca
acacagtatg
tetggtggty
gtggagtetyg
tctggettea
ctggaatggy
aagggccgtt
agcectgegtg
tatgctatgg
ggccccagey
ctgggectgec
gccctgacea
ctgagcagceg

gtgaaccaca

aaatcgactt
cteocegtaaac
ctttacacat
attttgetge
ctaaaaaaaqg
aagcegecga
caccggtege
attctacaat
caaaccttca
tagccttatt
tataaatgca
tacttcttat
ttaacgtcaa
tagggaatat
gtttttecaat
agcaaatccc
tggcocaacgg
gtaattgecgg
tttttaaget
gtggttctge
geggtggect
acattaaaga
ttgcaaggat
tcactataag
ctgaggacac
actactgggg
tgttecctet
tggtgaagga
geggegtgea
tggtgaccgt

agcccagcaa
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tgttcoccact
aacatgtttt
actttatata
ctgecatatt
atgaatgtga
gcgggtgaca
gttcctgaaa
actagetttt
aatgaacgaa
tctggggtaa
aaaactgecat
tcaaatgtaa
ggagaaaaaa
taagctaatt
attttetgtt
ctcaccaact
gaaggcaatg
ttctecacecee
tetgeagget
tagcatgact
ggtgcagcca
cacctatata
ttatcctacyg
cgcagacaca
tgeegtetat
tcaaggaacc
ggccccocage
ttacttccceca
cacctttcce
goccagcagc

taccaaggtg

gtacttttag
ccecatgtaat
gctattcact
tcaatttgtt
atcgaatccet
gcectecgaa
cgeagatgtg
atggttatga
tcaaattaac
ttaatcagcg
aaccacttta
taaaagtatc
ccceggateg
ctacttcata
attgetteag
ttagaatcga
caaggagttt
tcaacaacta
agtggtggty
ggtggccage
gggggetceac
cactgggtge
aatggttata
tccaaaaaca
tattgtteta
ctggtcaceqg
tccaagagca
gageccegtga
goegtgetge
agcctgggea

gataagaagg

114

ctegtacaaa
atccttttet
tctatacact
ataaatteoct
aagagaattg
ggaagactet
cetegogecyg
agaggaaaaa
aaccatagga
aagcgatgat
actaatactt
aacaaaaaat
gactactagc
cattttcaat
ttttageoaca
cgccgtacte
ttgaatatta
gcaaaggcag
gtggttetgy
aaggccaaga
tecegtttgte
gtcaggcccc
ctagatatge
cagcctacct
gatggggagyg
tcteectegge
ccteeggegg
ccgtgagetg
agtccagegg
cccagaccta

tggagcccaa

atacaatata
atttttegtt
aaaaaactaa
ataatttatce
ctgcagaatt
cctecgtgeg
cactgeteeg
ttggragtaa
tgataatgceg
ttttgatcta
tcaacatttt
tgttaatata
agctgtaata
taagatgcag
ggaactgaca
tttgtcaacyg
caaatcagta
ccccataaac
tggtggtggt
ggttcaacta
ctgtgeaget
gggtaagggce
cgatagegte
gcagatgaac
ggacggcette
tagcaccaag
caccgccgec
gaacagcggc
cctgtactee
catctgraat

gagetgegey

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2229

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



goeogeacate
acagtgtaga
caatatactt
ttteoegttoeg
aaactaagac
atttatecta
aagtgcacaa
tgacgaaatt
catcaacacc
caccagctaa
tcgagttceca
acgaatgagyg
gtettttaat
gcagttggac
gattacgaaa
caagacttga
atataatace
geaagoogea
tccaagetge
ctccctettg
cgtgatacge
gcttgeetgt
ctctgtgttt
agaagagtta
gecgtacttta
ttaacgataa
gatgaaacaa
gttggogate
tttetttttt
ttatttttat
gaacccctat

aaccctgata

atcaccatca
tgtaacaaaa
ttcatttcte
ttaccaactt
aattttaatt
ttagtageta
acaatactta
tgoctattttyg
aataacgcca
cataaaatgt
atccaaaagt
tttetgtgaa
aactggcaaa
gatatcaatg
cacgccaace
aattttcctt
cagcaagtca
aactttecace
ctttgtgtge
goccctctoct
ctattbtttat
aacttacacg
atttattttt
cggaatgaag
catatatatt
gtaaaatgta
ttcggcatta
ccoctagagt
tactttetat
agcacgtgat
ttgtttattt

aatgcttcaa
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ccattgatta
tcgactttgt
cqtaaacaac
tacacatact
ttgctgeoctyg
aaaaaagatg
aataaatact
ttagagtctt
tttaatctaa
aagctotogg
tcacctgtec
gotgeactga
ccgaggaact
ccgtaatcat
aagtattteg
gcaataaccg
geoatcggaat
aatggaccag
ttaatcacgt
tttetttttt
aggttaatgt
cgectegtat
atgttttgta
aaaaaaaaat
tattagacaa
aaatcacagg
atacctgaga
cttttacatc
ttttaattta
gaaaaggacc
ttctaaatac

taatattgaa

attaagttta
tcceactgta
atgttttece
ttatataget
ccatattteca
aatgtgaate
acteagtaat
ttacaccatt
gcgcatcace
ggctetettg
cacctgette
gtagtatgtt
cttggtatte
tgaccagagec
gagtgoctga
ggtcaattgt
ctagagcaca
aactacctgt
atactcacgt
cgaccgaatt
catgataata
cttttaatga
tttggatttt
aaacaaaggt
gaaaagcaga
attttegtgt
gcaggaagag
tteggaaaac
tatatttata
caggtggcac
attcaaatat

aaaggaagag

115

aacccgetga
cttttagete
atgtaatate
attcacttet
atttgttata
gaatcctaag
aacctattte
tgtctecaca
aacattttect
ccttocaace
tgaatcaaac
geagtotttt
ttgccacgac
caaaacatcc
actattttta
tetcttteta
ttctgeggee
gaaattaata
gctcaatagt
tcttgaagac
atggtttett
tggaataatt
agazagtaaa
ttaaaaaatt
ttaaatagat
gtggtcttct
caagataaaa
aaaaactatt
ttaaaaaatt
ttttegggga
gtatcogete

tatgagtatt

tetgataaca
gtacaaaata
cttttetatt
atacactaaa
aattcctata
agaattggge
ttagecatttt
ceteegetta
ggcgtecagte
cagtcagaaa
aagggaataa
ggaaatacga
tecatcteegt
tccttaggtt
tatgeotttta
ttgggcacac
tctgtgeteot
acagacatac
caccaatgee
gaaagggecct
aggacggatc
tgggaattta
taaagaaggt
teaacaaaaa
atacattega
acacagacaa
ggtagtattt
ttttotttaa
taaattataa
aatgtgegeg
atgagacaat

caacatttece

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

48¢€0

4920

49280

5040



gtgtogeocot
cgetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactoegg
cagaaaagca
tgagtgataa
coegetttttt
tgaatgaagec
cegttgegeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgeagatace
ctgtagcace
gcgataagte
ggtcgggety
aactgagata
cggacaggta
gggggaacge
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

cgoectotece

tattcocttt
agtaaaagat
cageggtaag
taaagttetg
togoogeoata
tottacggat
cactgoggeon
goacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatet
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gegegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tceggtaage
ctggtatctt
atgetegtea
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag

cgegegttgg
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tttgeggeat
getgaagate
ateoettgaga
ctatgtggeg
cactattcte
ggcatgacaqg
aacttactte
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactace
gttgecaggac
ggagccggtyg
tecegtateg
cagatcgetg
tcatatatac
atcectttttyg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetectge
gggttggact
tecgtgcacac
gagcattgag
ggcagggtcy
tatagtectg
ggggggcecga
tgctggoctt
attaccgect
tcagtgagcg

cegatteatt

tttgootteo
agttgggtge
gttttegecc
cggtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactegect
acaccacgat
ttactetage
cacttetgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcecgaa
agcegtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agceccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcectatggaa
ttgcteacat
ttgagtgage
aggaagcgga

aatgcagetyg
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tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
cegtgttgace
ggttgagtac
atgecagtget
cggaggaccg
tgategttgg
gactgtagea
tteceggeaa
ctoggeoeett
tcgoggtate
cacgacgggce
ctecactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccegeta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtgget
gttaccggat
ggagcgaacy
gettocogaa
gcgoacgagy
ccacctetga
aaacgrceage
gttcttteoct
tgataceget
agagcgccca

geacgacagy

cacccagaaa
tacatecgaac
tttccaatga
gcegggoaag
tcaccagtca
gocataacca
aaggagetaa
gaacoggage
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagecac
agtcaggecaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tettgagatc
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtyg
aaggcgcage
acctacaccg
gggagaaaqgyg
gagcttocag
cttgagegte
aacgeggect
gcocgttatcocec
cgeccgcagec
atacgcaaac

tttecegact

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900



10

ggaaagegygyg

aggctttaca
ttcacacagg

gggaacaaaa

<210> 82
<211> 214
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223>4D51p

<400> 82

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

cagtgagege aacgcaatta atgtgagtta cctcactecat taggcaccece
ctttatgett ccggetceecta tgttgtgtgg aattgtgage ggataacaat

aaacagctat gaccatgatt acgccaaget cggaattaac cctecactaaa

getggetagt

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu
165
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Gln

Thr

Gln

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Val Glu

105

Pro Ser

120

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

117

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp
170

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

6960
7020
7080

7100

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser
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Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 83
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 83

Val Ala Arg Asn Ser Pr¢ Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 84
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 84

Val Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Val Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 85
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 85

Val Ala Arg Lys Asn His Arg Lys Trp Arg Arg Thr His
1 5 10

<210> 86
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 86
<210> 87
<211>13
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 87

Val Ala Arg His Ser Leu Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 88
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 88

Val Ala Arg Tyr Ser Gln Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 S 10

<210> 89
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 89

Met Pro Arg Phe Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 90
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 90

Val Thr Arg Tyr Ser Gln Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 91
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 91
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Ile Glu Arg Tyr Ser Thr Arg Met Trp Ser Trp Ala His
1 S 10

<210> 92
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 92

Val Ala Arg His Ser Pro Glu Met Trp His Trp Ala His
1 5 10

<210> 93
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 93

Val Ala Arg Gly Ser Pro Ser Met Trp Ser Trp Gly His
1 5 10

<210> 94
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 94

Val Ala Arg His Ser Gln Thr Met Trp His Trp Ala His
1 5 10

<210> 95
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 95

Leu Ala Arg Tyr Ser Pro Gly Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 96
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 96
Val Pro Arg Phe Ser Pro Thr Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 97

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 97
Val Pro Arg Trp Ser Arg Thr Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 98

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 98
Val Pro Arg Tyr Ser Pro Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210>99

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 99
Ile Ala Arg His Ser Lys Ser Met Trp Ser Trp Ala His
1 5 10

<210> 100

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 100
Met Pro Arg Trp Ser Lys Ser Leu Ser Gly Trp Ala His
1 5 10

<210> 101

<211>13
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 101

Val Ala Arg Tyr Thr Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 102
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 102

Val Ala Arg Asn Ser Leu Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 103
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 103

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Ser Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 104
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 104

Val Ala Arg Phe Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 105
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 105
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Leu Ala Arg Trp Ser Pro Ser Leu Ser Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 106
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 106

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 107
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 107

Val Pro Arg Ser Ser Leu Thr Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 108
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 108

Val Pro Arg His Ser Thr Arg Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 109
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 109

Val Pro Arg His Ser Arg Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 110
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 110
Val Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 111

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 111
Val Thr Arg His Ser Ser Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 112

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 112
Val Ala Arg Tyr Ser Arg Ser Met Lys Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 113

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 113
Val Ala Arg Gly Ser Thr Thr Met Trp Arg Trp Gly His
1 5 10

<210> 114

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 114
Val Ala Arg Ser Ser Pro Glu Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 115
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<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 115

Val Ala Arg Tyr Ser Thr Gly Met Trp Asn Trp Ala His
1 5 10

<210> 116
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 116

Val Pro Arg Tyr Ser Gln Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 117
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 117

Val Pro Arg Asn Ser Pro Arg Met Trp Arg Trp Ala Hig
1 5 10

<210> 118
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 118

Leu Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Ser Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 119
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 119
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Leu Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Lys Ser Trp Ala His
1 5 10

<210> 120
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 120

Leu Pro Arg Tyr Ser Thr Lys Met Lys Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 121
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 121

Leu Ala Arg Tyr Ser Gly Arg Met Lys Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 122
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 122

Ile Pro Arg Trp Ser Gln Gln Met Ser Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 123
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 123

vVal Gly Arg Trp Thr Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 124
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>

126



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2609 359 T3

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 124

Val Lys Arg Ser Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 125
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 125

Leu Ala Arg Tyr Ser Pro Gly Met Trp Asn Trp Ala His
1 5 10

<210> 126
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 126

Ile Ala Arg Tyr Ser Pro Asn Met Trp Asn Trp Ala His
1 5 10

<210> 127
<211>13
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 127
Ile Ala Arg Tyr Ser Pro¢ Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 128

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 128
Val Ala Arg Phe Ser Pro Ser Met Leu Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 129
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<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 129

Val Ala Arg Tyr Ser Lys Ser Met Leu Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 130
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 130

Val Ala Arg His Ser Arg Thr Met Trp Arg Trp Gly His
1 5 10

<210> 131
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 131

Ile Ala Arg His Ser Arg Glu Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 132
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 132

Val Ala Arg Tyr Ser Ser Thr Met Ser Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 133
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 133
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Val Pro Arg His Ser Leu lys Lys Leun Gln Arg Lys His
1 5 10

<210> 134
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 134

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Ser Met Trp Asn Trp Ala His
1 5 10

<210> 135
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 135

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Gly His
1 5 10

<210> 136
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 136
Val Pro Arg Tyr Ser Ala Ser Met Trp Arg Trp Gly His
1 5 10

<210> 137

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 137

Val Pro Arg Tyr Ser Ala Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 138
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 138
Leu Pro Arg Tyr Ser Pro Gly Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 139

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 139
Val Ala Arg Tyr Ser Gln Thr Met Ser Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 140

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 140
Val Ala Gly Tyr Arg Pro Arg Arg Ser Gly Ser Ser His
1 5 10

<210> 141

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 141
Leu Ala Arg His Ser Ala Asn Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 142

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 142
Val Ala Arg His Ser Pro Ser Met Trp Ser Trp Ala His
1 5 10

<210> 143

<211>13
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 143

Val Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Phe Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 144
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 144

Val Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 145
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 145

Val Ala Arg Ser Ser Pro Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 146
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 146

Val Thr Arg Trp Ser Pro Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 147
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 147
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Val Ala Arg Ser Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 148
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 148

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Thr Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 149
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 149

Val Ser Arg Phe Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 150
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 150

Ile Pro Arg Tyr Thr Pro Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 151
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 151

Val Pro Arg Tyr Ser Thr Leu Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 152
<211>13
<212> PRT
<213> artificial
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<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 152
Leu Pro Arg His Ser Arg Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 153

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 153
Leu Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 154

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 154
Val Ala Arg His Ser Pro Ala Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 155

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 155
Val Pro Arg His Ser Ala Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 156

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 156
Val Pro Arg Tyr Ser Ala Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 157
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<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 157

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 158
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 158

Val Ala Arg Tyr Ser Arg Lys Met Ser Ser Trp Gly His
1 5 10

<210> 159
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 159

Leu Ala Ser Tyr Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Gly His
1 5 10

<210> 160
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 160

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Thr Met Lys Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 161
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 161
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<210> 162
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 162

<210> 163
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 163

<210> 164
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 164

<210> 165
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 165

<210> 166
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Tyr Leu His Gly Asp
1 5

Tyr Leu Tyr Gly Asp
1 5

Tyr Leu Ser Ala Asp
1 5

Leu Ser Leu Pro Cys
1 5

Arg Glu Gly Gly Arg
1 5
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<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 166

<210> 167
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 167

<210> 168
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 168

<210> 169
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 169

<210> 170
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 170

ES 2609 359 T3

Leu Thr Lys Asn Gln
1 5

Thr Lys Ala Phe Tyr
1 5

Trp Trp Leu Phe Gly
1 5

Ile Lys Lys Lysg Lys
1 5

Lys Trp Asn Lys Lys
1 5
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<210> 171
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 171

<210> 172
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 172

<210> 173
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 173

<210> 174
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 174

<210> 175
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

ES 2609 359 T3

lys Lys Lys Lys Llys
1 5

Thr Lys Gly Leu
1

Tyr Lys Thr Lys Asp
1 5

Arg Lys Glu Lys Lys
1 5
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<400> 175

<210> 176
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 176

<210> 177
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 177

<210> 178
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 178

<210> 179
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 179

ES 2609 359 T3

Trp Trp Val Gly Gly
1 5

Trp Trp Arg Gly Gly
1 5

Tyr Gly His Lys Tyr
1 5

Thr Lys Lys Glu Thr
1 5

Thr Gly Gly Asn Lys
1 5
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<210> 180
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 180

<210> 181
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 181

<210> 182
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 182

<210> 183
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 183

<210> 184
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 184

ES 2609 359 T3

Leu Asp Gly aAsp Gln
1 5

Phe Ile Pro His Asn
1 5

Lys Lys Lys Gly Lys
1 5

Lys Asn Lys Lys Lys
1 5
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<210> 185
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 185

<210> 186
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 186

<210> 187
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 187

<210> 188
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 188

<210> 189
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ES 2609 359 T3

Lys Lys Lys Asn Asn
1 5

Lys Lys Lys Lys Arg
1 5

Leu Lys Lys Lyg Thr
1 5

Thr Lys Gly Arg Trp
1 5

Lys Lys Lys Asn Lys
1 5
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<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 189

<210> 190
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA144ff

<400> 190

<210> 191
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 191

<210> 192
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 192

<210> 193
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 193

<210> 194

ES 2609 359 T3

Lys His Ala Glu Thr
1 5

Lys Lys Lys Lys
1

Phe Phe Thr Tyr Trp
1 5

Glu Gly Lys Arg Llys
1 5

Arg His Gly Gly Trp
1 5
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<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA144ff

<400> 194

<210> 195
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 195

<210> 196
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 196

<210> 197
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 197

<210> 198
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 198

ES 2609 359 T3

Lys Ser Gly Tyr
1

Ala Lys Glu Gly Gly
1 5

Lys Tyr Trp Met Ala
1 5

Gln Leu Arg Asn Lys
1 5
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<210> 199
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 199

<210> 200
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 200

<210> 201
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 201

<210> 202
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 202

<210> 203
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ES 2609 359 T3

Gln Arg Gly Arg Met
1 5

Lys Asgn His Asn Thr
1 5

Met Ser Glu Asn Glu
1 5

Trp Trp Met Aszsp Tyr
1 5

Met Lys Lys Asn Lys
1 5
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<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 203

<210> 204
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 204

<210> 205
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 205

<210> 206
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 206

<210> 207
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 207

<210> 208
<211>5

ES 2609 359 T3

Glu Tyr Phe Arg His
1 5

Phe Asp Met Arg Asp
1 5

Met Lys Lys Pro Tyr
1 5

Phe Glu Met Pro Tyr
1 5

Lys Lys Lys Asn His
1 5
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 208

<210> 209
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 209

<210> 210
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 210

<210> 211
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 211

<210> 212
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 212

ES 2609 359 T3

Met Trp Glu Pro Ser
1 5

Leu Arg Gly Ser Thr
1 5

Asp Ser Tyr Met Ile
1 5

Met Glu Gln His Ser
1 5
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<210> 213
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 213

<210> 214
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 214

<210> 215
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 215

<210> 216
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 216

<210> 217
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Lys Lys Lys Lys His
1 5

Asn Lys Lys Lys Lys
1 5

Ile Met Asn Asp Trp
1 5

Trp Thr Asn Gly Asp
1 5

Trp Trp His Asp Met
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 217

<210> 218
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 218

<210> 219
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 219

<210> 220
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 220

<210> 221
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 221

ES 2609 359 T3

Trp Glu Asn Pro His
1 5

Leu Tyr Hisg Glu His
1 5

Gly Gly Asp Gln His
1 5

Ile Tyr Val Pro Tyr
1 5

Val val Thr Ser Gln
1 5
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<210> 222
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 222

<210> 223
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 223

<210> 224
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 224

<210> 225
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 225

<210> 226
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

ES 2609 359 T3

Trp Trp Asn Ser Lys
1 5

Met Thr Gly Pro Gly
1 5

Asp Thr Tyr His Asp
1 5

Gln Asp Glu Lys Thr
1 5
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<400> 226

<210> 227
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 227

<210> 228
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 228

<210> 229
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 229

<210> 230
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 230

<210> 231
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Gly Asp His Arg Ile
1 5

Arg Asn Ser Asn Ser
1 5

Arg Glu Asn Thr Met
1 5

Val Asn Asp Lys Met
1 5

Arg Lys Lys Asp Glu
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 231

<210> 232
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 232

<210> 233
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 233

<210> 234
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 234

<210> 235
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 235

ES 2609 359 T3

Ser Asn Ser Gly Tyr
1 5

Phe Glu Tyr Arg His
1 5

Arg Lys Lys Lys Lys
1 5

Tyr Gly Asn Ser Tyr
1 5
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<210> 236
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 236

<210> 237
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 237

<210> 238
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 238

<210> 239
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle AB AA143ff

<400> 239

<210> 240
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Arg Asn Arg Lys Lys
1 5

Trp Asp His Gly Ser
1 5

Phe Ala Lys Arg Thr
1 5

Ser Met Asp Lys Val
1 5

Arg His Gln Asp Arg
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 240

<210> 241
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 241

<210> 242
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 242

<210> 243
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 243

<210> 244
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 244

ES 2609 359 T3

Ile Ser Gly Pro Glu
1 5

Asn Gly Gln Pro Glu
1 5

Asp Gly Arg Pro Glu
1 5

Agp Ala Gly Pro Glu
1 5

Asn Lys Gln Asn His
1 5

152



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 245
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 245

<210> 246
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 246

<210> 247
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 247

<210> 248
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 248

<210> 249
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

ES 2609 359 T3

Asn Met Gly Pro Glu
1 5

Asp Cys Gly Pro Glu
1 5

Met Asp Gly Prg Glu
1 5

Tyr Pr¢o Glu Lys His
1 5
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<400> 249

<210> 250
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 250

<210> 251
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 251

<210> 252
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 252

<210> 253
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 253

<210> 254
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Agn Gly Ala Pro Gln
1 5

Asp Tyr Gly Pro Met
1 5

Arg Lys Lys Lys Glu
1 5

Lys Gly Gly Arg Glu
1 5

Gly Asn Trp Gln Pro
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 254

<210> 255
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 255

<210> 256
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 256

<210> 257
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 257

<210> 258
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 258

ES 2609 359 T3

Thr Thr Gly Pr¢ Tyr
1 5

Asp Met Asn Gln Pro
1 5

Lys Trp Pro Met Phe
1 5

His Asp Gln Arg His
1 5
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<210> 259
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 259

<210> 260
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 260

<210> 261
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 261

<210> 262
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 262

<210> 263
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Leu Gly Met Tyr Met
1 5

Asn Lys Met Phe Thr
1 5

Leu Gly Tyr Pro Glu
1 5

His Gly Tyr Gln Leu
1 5

Asn Val Phe Ile Glu
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 263

<210> 264
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 264

<210> 265
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 265

<210> 266
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 266

<210> 267
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 267

ES 2609 359 T3

Asn Arg Gly Trp His
1 5

Pro Phe Thr Leu Lys
1 5

Ser Thr Thr Arg Val
1 5

Trp Asp Gln His Gln
1 5

Ser Gly Trp Met Met
1 5
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<210> 268
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 268

<210> 269
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 269

<210> 270
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 270

<210> 271
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 271

<210> 272
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

ES 2609 359 T3

Trp Arg Lys Met Thr
1 5

Phe Pro Lys Lys Tyr
1 5

Ser Pro Tyr Phe Val
1 5

Ile Arg Gly Thr Ser
1 5
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<400> 272

<210> 273
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 273

<210> 274
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 274

<210> 275
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 275

<210> 276
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 276

<210> 277
<211>5
<212> PRT

ES 2609 359 T3

Gln Val Pro Gly Trp
1 5

Asp Leu Pro Tyr Gln
1 5

Pro Arg Ser His Trp
1 5

Leu Tyr Gly His Ala
1 5

Ala Pro Tyr Val His
1 5
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<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 277

<210> 278
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 278

<210> 279
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 279

<210> 280
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 280

<210> 281
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 281

ES 2609 359 T3

Arg Thr Gly Gln Lys
1 5

Pro Thr Tyr Trp Tyr
1 5

Glu Gly Met Glu Ile
1 5

Pro Val Val Gly Ala
1 5
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ES 2609 359 T3

Pro Leu Met Val Asp
1 5

<210> 282
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 282

Lys Tyr Gly Ser Gln
1 5

<210> 283
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 283

Arg Trp Asn Asn Gln
1 5

<210> 284
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 284

Val Tyr Lys Gln Aszp
1 5

<210> 285
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 285

Asn Gln Met Lys Fhe
1 5

<210> 286
<211>5
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 286

<210> 287
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 287

<210> 288
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 288

<210> 289
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 289

<210> 290
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 290

ES 2609 359 T3

Asn His Gln His Thr
1 5

Lys Arg Phe Val Asp
1 5

His His Glu Pro Leu
1 5

Pro Lys Met Pro Tyr
1 5

Pro Lys Asp His Glu
1 5
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<210> 291
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 291

<210> 292
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 292

<210> 293
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 293

<210> 294
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 294

<210> 295
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 295

ES 2609 359 T3

Ala Lys Gly Ser Ile
1 5

Glu Asp Pro Glu Met
1 5

Glu Phe Asp His Gln
1 5

Asn Glu Lys Gln Asp
1 5
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<210> 296
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 296

<210> 297
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 297

<210> 298
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 298

<210> 299
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA170ff

<400> 299

<210> 300
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Ala Pro His Tyr Tyr
1 5

Prc Gln Leu His Leu
1 5

Asn Trp Arg Ala Glu
1 5

Asn Asn Gln Tyr Lys
1 5

Arg Ser Ile His
1

164



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 300

<210> 301
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 301

<210> 302
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 302

<210> 303
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 303

<210> 304
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 304

ES 2609 359 T3

Arg Asp Arg Ile Met
1 5

Tyr Gly Lys Gly His
1 5

Gly Lys Gly Gly Lys
1 5

Arg His Ile Gly Lys
1 5

Gln Tyr Thr Tyr His
1 5
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<210> 305
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 305

<210> 306
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 306

<210> 307
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 307

<210> 308
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 308

<210> 309
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 309

ES 2609 359 T3

Leu His Ser His Val
1 5

Ala Arg Asp Lys Arg
1 5

Glu Hisz Lys Lys Thr
1 5

Met Asp Glu Val Pro
1 5
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<210> 310
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 310

<210> 311
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 311

<210> 312
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 312

<210> 313
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 313

<210> 314
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Gln Asp Trp Gln Arg
1 5

Pro Ser Asp Arg Glu
1 5

Gln Asn Thr Arg Trp
1 5

Asp Glu Gly Leu His
1 5

Trp Pro Asn Met Glu
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 314

<210> 315
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 315

<210> 316
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 316

<210> 317
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 317

<210> 318
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 318

<210> 319

ES 2609 359 T3

Met Thr Gly Arg Val
1 5

Gly Lys Tyr Asn Ile
1 5

Asn Ala Tyr Leu Leu
1 5

Ala Gln Tyr Asgn Val
1 5

Asn Gln Val Met Thr
1 5
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<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 319

<210> 320
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 320

<210> 321
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 321

<210> 322
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 322

<210> 323
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 323

ES 2609 359 T3

Val Val His Asp Thr
1 5

Asn Ile Trp His Gln
1 5

Gln Trp Gly Asn Met
1 5

Met His Val Lys Ser
1 5
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<210> 324
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 324

<210> 325
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 325

<210> 326
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 326

<210> 327
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 327

<210> 328
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Glu Tyr Thr val val
1 5

Gly Pro Tyr Gln Asp
1 5

Gln Gly Val Leu Glu
1 5

Gln Gln Pro Gly Val
1 5

Asn Gln Val Arg Gly
1 5
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<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 328

<210> 329
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 329

<210> 330
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 330

<210> 331
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 331

<210> 332
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 332

ES 2609 359 T3

Val Pro His Val Leu
1 5

Asp Gly Arg Lys Gln
1 5

Asn Ala Ser Phe Glu
1 5

Lys Lys Arg Val Val
1 5

Lyg Gly Ile Lys Lys
1 5
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<210> 333
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 333

<210> 334
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 334

<210> 335
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 335

<210> 336
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 336

<210> 337
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 337

ES 2609 359 T3

Pro Met Gly Met Gly
1 5

Pro Met Gly Lys Tyr
1 5

Arg Gly Ile Ala Lys
1 5

Leu Trp Gly Gly Met
1 5
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ES 2609 359 T3

Azn Ala His Tyr Ile
1 5

<210> 338
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 338

Ser Gly Thr Arg Leu
1 5

<210> 339
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle CD AA169ff

<400> 339

Asn Leu Gly Pro Glu
1 5

<210> 340
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 340

Pro Gln Thr Pro Pro Ser Gln
1 5

<210> 341
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 341

Pro Pro Ser Pro Pro Arg Thr
1 5

<210> 342
<211>7
<212> PRT
<213> artificial
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ES 2609 359 T3

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 342

Pro Trp Val Arg Trp Met Gln

1 5

<210> 343
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 343

1

<210> 344
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 344

Ser Arg Ala Arg Trp Arg His
5

Ser Arg Ser Arg Trp Arg Gly

1 5

<210> 345
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 345

Pro Arg Trp Lys Mel
1 5

<210> 346
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 346

Lys Arg Tyr Asn Pro Arg Met Val Arg Trp Ala His

1 5
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ES 2609 359 T3

<210> 347
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 347

Pro Gln Ser Arg Trp Tyr Asn
1 5

<210> 348
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 348

Prcoc Trp Ser Arg Trp Arg Leu
1 5

<210> 349
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 349

Pro Gln Lys Arg Trp Arg Ser
1 5

<210> 350
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 350

Pro Trp Val Arg Trp Leu Gln
1 5

<210> 351
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 351
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ES 2609 359 T3

Glu Leu Glu Gly Glu Glu Gln
1 5

<210> 352
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 352

Asn Arg Ser Arg Trp Gln Gln
1 5

<210> 353
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 353

Lys Lys Lys Lys Leu Lys Gln
1 5

<210> 354
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 354
Lys Lys Lys Gln Leu Llys Lys
1 5

<210> 355
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 355

Gln Gln Lys Lys Arg Lys Lys Lys Lys

1 5
<210> 356
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 356

Pro Pro Prg Leu Cys Ala Pro
1 5

<210> 357
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 357

Ser Leu Asn Arg Trp Lys Arg
1 5

<210> 358
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 358

Lys Asn Lys Lys Lys Arg Lys
1 5

<210> 359
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 359

Lys Lys Lys Lys Ile Lys Lys
1 5

<210> 360

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 360

Lys Lys Lys Lys Met Lys Lys
1 ]

<210> 361
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<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 361

lys Arg Lys Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 362
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 362

Arg Glu Arg Glu Trp Arg Lys
1 5

<210> 363
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 363

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
1 5

<210> 364
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 364

Pro Leu Arg Leu Pro Pro Met
1 5

<210> 365
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 365
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Pro Arg Ser Asn Trp Tyr Gly Asn Arg Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 366
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 366

Thr Pro Gly Asn Leu Ala Leu
1 5

<210> 367
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 367

Ser Arg Glu Asp Phe Arg Ala
1 5

<210> 368
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 368

Leu Val Ser Ile Ser Val Gly
1 5

<210> 369
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 369

Pro Ser Arg Arg Trp Arg Glu
1 5

<210> 370
<211>7
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 370

Asp Arg Arg Arg Trp Thr Ala
1 5

<210> 371
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 371

Asp Leu Gln Asp Lys Lys Tyr
1 5

<210> 372
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 372

Ile Ser Val Pro Pro Asp Glu
1 5

<210> 373
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 373

Thr Gly Pro Asp Ile Thr Val
1 5

<210> 374
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 374

Ile Val Leu Ser Gly Phe Arg
1 5
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<210> 375
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 375

Met Gly Ile His Asn Ile Asn
1 5

<210> 376
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 376

Met Lys Gln Asp Glu Met Ala
1 5

<210> 377
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 377

Pro Gln Trp Arg Leu Gln Trp
1 5

<210> 378
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 378

His Arg Arg Leu Val Ala Arg
1 5

<210> 379
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 379
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<210> 380
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 380

Ser Arg Ser Arg Leu His Gly Asn Arg Trp Arg Arg

1

<210> 381
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 381

<210> 382
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 382

<210> 383
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 383

<210> 384
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

ES 2609 359 T3

Lys Gln Asn Leu Arg Arg Lys

1

5

5

10

Asn Arg Glu Arg Trp Arg Arg

1

5

Thr Trp Val Arg Trp Met Gln

1

5

Pro His Trp Gln Trp Lys Trp

1
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<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 384

Ser Lys Lys Lys Leu Arg Lys
1 5

<210> 385
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 385

Pro Trp Lys Arg Leu Arg Lys
1 5

<210> 386
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 386

Thr Gln Lys Arg Trp Arg Ser
1 5

<210> 387
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 387

Asn Arg Lys His Leu Arg Ala
1 5

<210> 388
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 388

183



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2609 359 T3

Thr Arg Arg Arg Trp Thr Arg
1 5

<210> 389
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 389

Asp His Arg Arg Ile Asn Arg
1 5

<210> 390
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 390

Lys Lys Lys Lys Tyr His Lys
1 5

<210> 391
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 391

Gln Lys Lys Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 392
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 392

Pro Gln Lys Lys Leu Arg Lys
1 5

<210> 393
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

184



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2609 359 T3

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 393

Asp Lys Arg Gly Ile Arg Lys
1 5

<210> 394
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 394

Glu Lys Lys Arg Trp Lys Glu
1 5

<210> 395
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 395

Thr Ser Arg Arg Trp Arg Glu
1 5

<210> 396
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 396

Lys Lys Glu Lys Leu Arg Lys
1 5

<210> 397
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 397

Lys Lys Lys Lys Leu Lys Lys
1 5
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<210> 398
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 398

Lys Lys Lys Lys Ile Met Lys
1 5

<210> 399
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 399

Asp Gln Thr Arg Trp Arg Arg
1 5

<210> 400
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 400

Lys Lys Lys Glu Ile Lys Lys
1 5

<210> 401
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 401

Lys Lys Asn Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 402
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff
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<400> 402

<210> 403
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 403

Azp Gln Ser Lys Leu Ser Ser Leu Arg Trp Lys Lys

1

<210> 404
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 404

<210> 405
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 405

<210> 406
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 406

<210> 407
<211>7
<212> PRT

ES 2609 359 T3

Pro Trp Trp Gln Phe Arg Gln

1

1

5

5

Pro Asn Glu Lys Leu Lys Lys
5

10

Pro Leu Ser Arg Trp Lys Arg

1

5

Thr Gln Asn Gln Ile Lys Lys

1
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<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 407

<210> 408
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 408

<210> 409
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 409

<210> 410
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 410

<210> 411
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 411

Asp Arg Glu Arg Trp Arg Arg

1

1

Pro Lys Lys Arg Leu Arg Arg

1

1

ES 2609 359 T3
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Ala Arg Ser Arg Trp Arg Lys
5

5

Lys Asn Lys Lys Arg Lys Lys
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<210> 412
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 412

<210> 413
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 413

<210> 414
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 414

<210> 415
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 415

<210> 416
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

1

Asn Arg Lys Arg Ile Arg Lys

1

Ser Arg Lys Arg Phe Arg Ser

1

1

Asn Lys Lys Lys Lys Lys Lys

1

ES 2609 359 T3
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Asn Thr Lys Lys Leu Lys Lys
5

5

5

Pro Phe Arg Arg Trp Val Lys
5
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<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 416

Asn Gly Lys Arg Leu His Ser
1 5

<210> 417
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 417

Pro Lys Trp Leu Trp His Gln
1 5

<210> 418
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 418

Pro Trp Trp Lys Hisg His Val
1 5

<210> 419
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 419

Pro Asn Trp Lys Tyr Gln Trp
1 5

<210> 420
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 420

Pro Gln Arg Lys Val Ala Pro
1 5

<210> 421
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<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 421

Pro Trp Tyr Lys Val Leu Met
1 5

<210> 422
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 422

Asp Arg Lys Trp Trp Thr Phe
1 5

<210> 423
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 423

Pro Arg His Glu Trp Val Met
1 5

<210> 424
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 424

Proc Trp Ser Arg Trp Met Gln
1 5

<210> 425
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400> 425
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Secuencia bucle EF AA198ff

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

426

12
PRT
artificial

426

427
5473
ADN
artificial
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Ser Arg Ala Arg Trp Leu His

1

5

Asn Arg Ser Arg Leu Hig Gly Asn Arg Trp Arg Arg

1

5

<223> plasmido pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt

<400>

427

acggattaga
cctcgtettce
acaataaaga
ctggecdeac
ttagtttttt
taacagatat

gotttgtatt

agceogocgag
accggtcgeg
ttctacaata
aaacettcaa
ageettattt
ataaatgcaa

acttcttatt

cgggtgacag

ttectgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgeata

caaatgtaat

cocctccgaagy
gcagatgtgce
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa

aaaagtatca

192

10

gaagactctc
ctogegocge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt

acaaaaaatt

ctcogtgegt
actgctcoga
tggcagtaac
gataatgoga
tttgatctat
caacatttte

gttaatatac

60

120

180

240

300

360

420



ctctatactt
gactcactat
tacttogetyg
ctatatgoga
ctactatttt
cgtttgteag
cacagtatgt
ctggtggtgyg
acgatgacga
ccoccatgteo
caaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccctgectge
agcetatcee
accattgagt
tagagggccc
taceggtcat
agatgtaaca
cttttcattt
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgetatt
accaataacyg
taacataaaa
ccaatccaaa
aggtttctgt
aataactgge

gacgatatca

taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccoo
ggccaacggyg
taattgeggt
ttttaagctt
tggttetget
taaggtacca
cgoccocktgag
cotgatgate
cccagaggtg
gcctagagag
ccaggattgg
ccccatcgag
taaccetete
ttaaacccge
ttcgaaggta
catcaccatc
aaatcgactt
ctccgtaaac
ctttacacat
attttgectge
ctaaaaaaag
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaatc
tgtaagetet
agttcacctyg
gaagctgoac
aaaccgagga

atgocgtaat
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gagaaaaaac
aagectaatte
ttttotgtta
tcaccaactt
aaggeaatge
tctcaccect
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccgage
ctgctgggeg
toccggacoe
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aagaccatct
ctoggtetey
tgatectgata
agcctatcce
accattgagt
tgttececact
aacatgtttt
actttatata
ctgceatatt
atgaatgtga
actactcagt
cttttacace
taagcgeate
cggggetete
toccacotge
tgagtagtat
actcttggta

cattgaccag

cococggatcgg
tactteatac
ttgocttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
ccaagagcag
gooccttoegt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggccaa
attctacgecy
acaacagtgt
taaccctcte
ttaaaccecge
gtacttttag
cccatgtaat
gectattcact
tcaatttgtt
atcgaatcct
aataacctat
atttgtetee
accaacattt
ttgectteca
ttetgaatca
gttgcagtct
ttettgecac

agccaaaaca
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actactagca
atttbcaatt
tttagcacag
goccgtactet
tgaatattac
caaaggcagce
tggttctggt
aatgggtcgg
cgacaagaca
gttcocctgttc
ctgtgtggtg
eggcegtggag
cagegtggtyg
gtgcaaggtg
gggccagcect
taccggteat
agcggeccget
ctcggtcecteg
tgatctgata
ctcgtacaaa
atccttttet
tectatacact
ataaattcect
aagagaattg
ttettageat
acacctecege
tctggegtea
acccagtcag
aacaagggaa
tttggaaata
gactecatcte

toectocttagy

gctgtaatac
aagatgoagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cceataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgte
cctcoccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
agcgtgoctga
agcaacaagg
cgagaaggta
catcaccate
cgatcgagte
attctacgcg
acaacagtgt
atacaatata
atttttegtt
aaaaaactaa
ataatttate
ggcaagtgca
ttttgacgaa
ttacatcaac
gtccaccage
aaategagtt
taaacgaatyg
cgagtctttt
cgtgeagttyg

gttgattacy

480

540

600

660

720

780

840

900

560

1029

1080

1140

1240

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2180

2220

2280

2340



adacacgcca
tgaaatttte
acccagcaag
gcaaacttte
tgecetttgtg
ttggceoctet
cgcctatttt
tgtaacttac
tttatttatt
ttacggaatg
ttacatatat
taagtaaaat
caattcggca
atccocectag
ttttacttte
tatagcacgt
tatttgttta
ataaatgctt
cettatteoee
gaaagtaaaa
caacageggt
ttttaaagtt
cggtegeage
gcatcttacg
taacactgeg
tttgeacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggeggat
tgctgataaa

agatggtaag

accaagtatt
cttgcaataa
tcagcategyg
accaatggac
tgecttaateca
cocttttetet
tataggttaa
acgecgecteg
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctg
agtcttttac
tatttttaat
gatgaaaagg
tttttcetaaa
caataatatt
ttttttgegyg
gatgctgaag
aagatacttg
ctgectatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
daagttgecag
tctggageeyg

cccteoocgta
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tcggagtgec
ccgggtcaat
aatctagage
cagaactacc
cgtatactca
tttcgaccga
tgtcatgata
tatcttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggattttoeg
agagcaggaa
atettoggaa
ttatatattt
acccaggtgy
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggy
agagtttteg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttetgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactot
gaccacttcet
gtgagegtygy

tcgtagttat

tgaactattt
tgttctettt
acattctgeg
tgtgaaatta
cgtgctcaat
atttcttgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
ggtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtet
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cactttteogg
tatgtatceg
gagtatgagt
tectgttttt
tgcacgagtyg
cocegaagaa
atcccgtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
cettgategt
gatgcectgta
agettecegg
gcgcteggee
gtctcgoggt

ctacacgacg
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ttatatgctt
ctattgggca
goetotgtge
ataacagaca
agtcaccaat
gacgaaagygyg
cttaggacgg
atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
tctacacaga
aaaggtagta
attttttett
atttaaatta
ggaaatgtge
cteatgagace
attcaacatt
gcteacecag
ggttacatcy
agttttecaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgecataa
cogaaggage
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttcocoggetg
atcattgcag

ggcagtecagg

ttacaagact
cacatataat
tetgeaageeo
tactccaage
gocecctececte
cctegtgata
atecgottgee
ttactctgtg
ggtagaagag
aaagecgtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggeg
taattteottt
taattatttt
goggaacaoc
aataaccetg
teegtgtege
aaacgectggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tecacagaaaa
ccatgagtga
taacegettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggce

caactatgga

2400

24860

2520

2580

2640

2700

2760

2820

23880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3%¢0

4020

4080

4140

4200
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tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttecactga
tetgegegta
gcecggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtecgtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatceggta
cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcectggece
tgtggataac
cgagegcage
cccegegegt
gggcagtgay
acactttatg
aggaaacagc

aaagctgget

agacagatcg
tactcatata
aagatcettt
gcgtcagace
atetgetget
gagctaccaa
gtecttetag
tacctecgete
accgggttgg
ggttegtgea
cgtgageatt
agcggcaggyg
ctttatagte
tecagggggge
ttttgctgge
cgtattaceg
gagtcagtga
tggcegatte
cgoaacgcoaa
cttccggete
tatgaccatg

agt

ES 2609 359 T3

ctgagatagg
tactttagat
ttgataatect
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtagcegta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
teggaacagg
ctgtegggtt
cgagectatg
cttttgeteca
cotttgagtg
gcgaggaage
attaatgcag
ttaatgtgay
ctatgttgtyg

attacgeccaa

tgectcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagega
cacgcttece
agagcgeoacyg
tecgecaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacce
ggaagagcgo
ctggeacgac
ttacctcact
tggaattgtg

gcteggaatt

<210> 428
<211> 5677
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> PYD1dX_dCH1_Fcab_wt

<400> 428

acggattaga
cctegtettce
acaataaaga
ctggecccac

ttagtttttt

agcogecegag
accggtegeg
ttctacaata
aaaccttcaa

agccttattt

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat

ctggggtaat

ccctocogaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca

taatcagega

195

attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagea
cacttcaaga
goctgetgeca
gataaggecgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcette
tgacttgagc
agcaacgcgg
coctgegttat
gctegeegea
ccaatacgca
aggttteceg
cattaggcac
agcggataac

aacccteact

gaagactcte
ctcgegeoge
gaggaaaaat
accataggat

agcgatgatt

ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcotttttt
tggtttgttt
gagageagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggteggg
ccgaactgag
aggcggacag
caggggggaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgatte
gccgaacgac
aacecgectet
actggaaagc
cccaggcttt
aatttcacac

aaagggaaca

cteccgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga

tttgatetat

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

54640

5473

60

1290

180

240

300



taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttcgety
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
cccoccatgtec
caaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgectgea
coectgoctge
aggtgtacac
geetggtcaa
cggagaacaa
acagcaaget
tgatgcatga
aatgagegge
tetecteggt
cegetgatet
ttagectegta
taatatcctt
cacttctata
tgttataaat
tcctaagaga

ctatttctta

ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaaqg
agggaatatt
tttttecaata
gcaaatccece
ggccaacggyg

taattgecggt

ttttaagett
tggttctget
taaggtacca
cgcecectgag
cctgatgate
cccagaggtyg
goctagagag
ccaggattgg
coccatogag
cotgocooea
aggcttctat
ctacaagacec
caccgtggac
ggctectgcac
cgoetegateg
ctegatteta
gataacaaca
caaaatacaa
ttctattttt
cactaaaaaa
tcctataatt
attgggcaag

gecatttttga
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aaactgecata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttctgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
tctecaccect
ctgcaggcecta
agcatgactg
ggatccgagea
ctgetggygeg
tcocggacca
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aagaccatct
tecegggaty
coccagcgaca
acgccteccyg
aagagcaggt
aaccactaca
agtetagagyg
cgegtacegg
gtgtagatgt
tatactttte
cgttoccogtta
ctaagacaat
tatcctatta
tgeoacaaaca

cgaaatttge

accactttaa
aaaagtatca
ccoggateqgqg
tactteatac
ttgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
ccaagagcaqg
gccecttocgt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggocaa
agetgaccaa
tcgeegtgga
tgctggactc
Jggcagcaqgqgy
cacagaagadg
gcaccttegaa
tecateateae
aacaaaateg
atttetcegt
ccaactttac
tttaattttg
gtagctaaaa
atacttaaat

tattttgtta

196

ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagea
attttcaatt
tttagcacag
geegtactot
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtegg
cgacaagaca
gttecctgtte
ctgtgtggtg
cggegtggag
cegegtggtyg
gtgcaaggtyg
gggocagact
gaaccaggte
gtgggagagce
cgacggetce
gaacgtette
cctotcoctg
ggtaagccta
catecaccatt
actttgtteoc
aaacaacatg
acatacttta
ctgeoctgeeca
aaagatgaat
aaatactact

gagtctttta

caacatttte
gttaatatac
gcetgtaatae
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgte
cctcececaage
gtggacgtga
gtgcacaacyg
agoegtgetga
agcaacaagg
cgagaaccac
agectgacet
aatgggcage
ttettectet
tcocatgoctocyg
tcteoccgggta
tecctaacce
gagtttaaace
cactgtactt
ttttecececatg
tatagctatt
tatttecaatt
gtgaatcgaa
cagtaataac

caccatttgt

360

420

430

540

€00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1880

1520

1980

2040

2100

2160



ctocacacct
attttcoctgge
tccaacccag
atcagacaag
gtettttgga
ccacgactca
aacatcctee
atttttatat
ctttetattg
tgeggectet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttettagg
aataatttgg
aagtaaataa
aaaaatttca
aatagatata
gtottetaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatttaa
toggggaaat
tccgeteatg
gagtattcaa
ttttgeteac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgee
tgagtactca
cagtgetgee

aggaccgaag

cogettacat
gtoagtocac
tcagaaatcg
ggaataaacg
aatacgagtce
tctcegtgea
ttaggttgat
gcttttacaa
ggcacacata
gtgctotgea
gacatactee
caatgecccte
agggcctcgt
acggateoget
gaatttactce
agaaggtaga
acaaaaaglyg
cattecgatta
cagacaagat
agtatttgtt
tctttaattt
attataatta
gtgcgcggaa
agacaataac
catttoogtyg
ccagaaacge
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga

gagctaacceg
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caacaccaat
cagetaacat
agttccaate
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat
tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
agccgeaaac
aagetgectt
cctettggeeo
gatacgccta
tgoctgtaac
tgtgtttatt
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaatte
ggcgatcoce
ctttttttae
tttttatage
ccoctatttyg
cctgataaat
tegeccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aacteggteg
aaaagcatct
gtgataacac

cttttttgeoa

aacgccattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaaget
tggcaaaccyg
atcaatgcocey
gcocaaccaag
tttccttgea
caagtcagea
tttcaccaat
tgtgtgetta
ctcteoctttt
tttttatagg
ttacacgoege
tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtett
tttectatttt
acgtgatgaa
tttattttte
gcttcaataa
tcocetttttt
aaaagatget
cggtaagate
agttctgcta
cogeatacac
tacggatgge
tgeggecaac

caacatgggy

197

aatctaageg
ctetogggge
cctgtcocac
geactgagta
aggaactctt
taatcattga
tattteggag
ataaccgggt
teggaatcta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttega
ttaatgktcat
ctogtatett
ttttgtattt
aaasaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cotgagagea
ttacatcttc
taatttatat
aaggacccag
taaatacatt
tattgaaaaa
goggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattetcaga
atgacagtaa
ttacttetga

gatcatgtaa

catcaccaac
tctettgoct
ctgcttctga
gtatgttgoa
ggtattcttg
ccagagccaa
tgectgaact
caattgttct
gagcacatte
tacctgtgaa
cteoacgtget
ccgaatttet
gataataatg
ttaatgatgg
ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttegtgtgtyg
ggaagagoaa
ggaaaacaaa
atttatatta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gecettoctgt
tgggtgeacyg
ttcgeooeooga
tattatccecg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatogg

ctegecttga

2229

2280

2340

2400

2460

2520

2580

26490

2700

2760

28240

2880

29490

3000

3060

3120

3180

3249

3300

3360

34240

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080
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tegttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccocetteeg
cggtatcatt
gacgggcagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgetaccea
aactggettce
ccaccacttc
agtggctgct
accggataag
gogaacgace
teecgaaggyg
cacgagggayg
cctectgactt
cgccagcaac
ctttcctgcg
taccgetage
gogcecaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga

aattaaccct

<210> 429
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>

cocggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcett
geggtggttt
agcagagcegce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgcagegght
tacacegaac
agaaaggeqgg
cttecagggg
gagcgtogat
goggoctttt
ttatccectyg
cgcagecgaa
cgcaaacege
cdecgactgga
gcaccccagy
taacaatttc

cactaaaggyg

<223> Cebador CH3seqs/2

<400> 429
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atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgetga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttcca
tttttetgeg
gtttgcegga
agataccaaa
tagcaccgcc
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagataccet
acaggtatec
ggaacgectyg
ttttgtgatyg
tacggttcct
attctgtgga
cgacegageyg
ctetececge
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa

aacaaaagct

accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagcecctee
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatectge
tcaagagcta
tactgtcett
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttcy
acagcegtgag
ggtaagegge
gtateotttat
ctogtcaggy
ggecttttge
taaccgtatt
cagegagtca
gegttggecyg
tgagegcaac
tatgcttccg
cagctatgac

ggctagt

198

gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gceggtgage
cgtatcogtag
atcegetgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgettgeaaa
ccaactcettt
ctagtgtage
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacage
cattgagaaa
agggtcaggaa
agteoctgteg
gggccgagce
tggocttttg
accgcctttg
gtgagegagg
attcattaat
gcaattaatg
gctcctatgt

catgattacg

ccacgatgec
ctctagette
ttctgegetc
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgcete
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacce
ttcegaaggt
cgtagttagg
tcctgttacc
gacgatagtt
ccagcttgga
gegecacget
caggagagcg
ggtttegeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aageggaaga
gcagcetggcea
tgagttacct
tgtgtggaat

ccaagctcgg

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5677
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aaggagtaca agtgcaagg 19

<210> 430
<211> 16
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador CDmut_back

<400> 430
gctcteccac tccacg 16

<210> 431
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador EFmut_back

<400> 431
cacggtgagc ttgctgtaga g 21

<210> 432
<211> 16
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador ABMUT5/2_back

<400> 432
ctcatcccgg gatggg 16

<210> 433
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador CDmut5cod_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(30)
<223>nesa,c,got

<400> 433
gtggagtggg agagcnnnnn nnnnnnnnnn aacaactaca agaccacg

<210> 434
<211> 54
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador EFMUT7cod_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(36)
<223>nesa,c,got

<400> 434
agcaagctca ccgtgnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnggga acgtcttctc atgc

199

48

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2609 359 T3

<210> 435
<211> 54
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador EFMUT3+2_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(24)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(36)
<223>nesa,c,got

<400> 435
agcaagctca ccgtgnnnnn nnnnaggtgg nnnnnnggga acgtcttctc atgc

<210> 436
<211>49
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador ABMUT5 (wt)_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(30)
<223>nesa,c,got

<400> 436
ccatcccggg atgagnnnnn nnnnnnnnnn gtcagcctga cctgcctgg

<210> 437
<211>17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador CH3seqAS

<400> 437
tagaatcgag accgagg

<210> 438
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador YCH3.25rec.opt.for

<400> 438
accatctcca aggccaagg

<210> 439
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>

200

54

49

17

19



<223> Cebador Ych3.25rec.back

<400> 439
aagggcecctc tagactcg

1
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo modular citotéxico con un peso molecular de hasta 60 kD, que se une especificamente a Her2 humano
con una afinidad de unidén de Kd <10 M, donde el anticuerpo comprende un fragmento de cadena pesada de IgG1
humana que comprende un dominio CH2 y un dominio CH3 y donde el anticuerpo contiene un sitio de unién que se
une especificamente a Her2 creado por ingenieria genética en una region bucle estructural del dominio CH3 y que
contiene las secuencias de aminoacidos de SEQ ID No.: 191, 241 y 370, donde la SEQ ID No.: 191 esta contenida
dentro del bucle AB, la SEQ ID No.: 241 esta contenida dentro del bucle CD y la SEQ ID No.: 370 esta contenida dentro
del bucle EF de la region bucle estructural.

2. Anticuerpo modular de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene al menos una de citotoxicidad mediada por célula
y dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) o actividad apoptética.

3. Anticuerpo modular de acuerdo con la reivindicacion 2, que tiene actividad apoptética.

4. Anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho anticuerpo es un Fc de
unién a antigeno.

5. Anticuerpo modular de la reivindicacion 4, donde dicho anticuerpo es un Fc de union a antigeno de 1gG1.

6. Anticuerpo modular de combinacién que comprende un anticuerpo modular de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que ademas estd combinado con uno o mas anticuerpos modulares modificados o con
anticuerpos modulares no modificados o partes de los mismos.

7. Anticuerpo modular de combinacion de acuerdo con la reivindicacion 6, que es una molécula de anticuerpo
completo.

8. Un anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el anticuerpo modular es
una proteina de fusién en la que un dominio del anticuerpo modular esta fusionado a una o mas proteinas distintas.

9. Un anticuerpo modular de acuerdo con la reivindicacién 8, donde la proteina fusionada al anticuerpo modular se
selecciona del grupo que consiste en otros anticuerpos modulares, inmunoglobulinas, ligandos, proteinas armazon,
enzimas y toxinas.

10. Anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso en terapia.

11. Anticuerpo modular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para uso en el tratamiento de un
paciente que padece un tumor sélido, tumor que expresa un receptor de la clase erbB, donde el receptor es Her2.

12. Anticuerpo modular para uso de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, donde el anticuerpo modular se
administra en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos distintos.

13. Anticuerpo modular para uso de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, donde el anticuerpo modular se
administra concomitantemente con uno o méas regimenes terapéuticos distintos.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

15. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende un anticuerpo modular de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y uno o mas agentes terapéuticamente activos adicionales.

16. Una composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 14 o 15, donde la composicion farmacéutica
comprende ademas un vehiculo, un excipiente o un estabilizante farmacéuticamente aceptables.

17. Una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, donde la
composicion farmacéutica es una formulacion liofilizada o una solucién acuosa.

18. Una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, donde la
composicion farmacéutica es para administracion oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica, transdérmica,
mucosal, topica, intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, parenteral, rectal o intraocular.

19. Una molécula de acido nucleico que contiene una secuencia que codifica un anticuerpo modular de acuerdo con

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y secuencias de control en unidén operativa, donde los hospedadores
transformados o transfectados con dichas secuencias son capaces de producir el anticuerpo modular codificado.
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20. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 19.
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Figura 3 (SEQ ID No.1): Estructura cristalina de un fragmento Fc de 1gG1

EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKEFE 60
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT 120
ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR DELTKNQVSL TCLVKGEYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP 180
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQOGNVESC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK 232

Figura 4 (SEQ ID No.2): IgG humana que incluye modificaciones de aminoacidos aleatorizadas

206

EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF 60
NWYVCGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT 120
ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR DELXXXQVSL TCLVKGEYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP 180
PVLDSDGSFFE LYSKLTVXXX XXXXXRWXXG NVEFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK 237
Figura 5 (SEQ ID No.11): Secuencia de aminoacidos de FcabRGDA4L
EPEZCDETHT CPPCPAPELL CGGP3IVFLEFPZ EPEDTLMISR TZEVICVVVD WVSAED2IVEER G0
NWYVLOVEVE NAKTEPREEQ YNSTYRVWSY LUIVLHQDWLN SEKEYKTEVSHN KALPAZIERT 120
ISKAKGQPRE PQVYTLPESRE DELTEMNQVEL TCLVKGFYPS DIAVEWESHG CPINNYXTTPE 180
BVLDSDGEFE LYSKLTVGCE GDILISRWQOG NVESCSVMHE ATHMHYTOXS LELZ2GHEGG 240
GSARATQXLI SZEDLMEAAT WESCLAKENT ENSFTHNVWED DRTLDEYANY LTGCLWNATEW 300
VHOTGDETQC YOTWYPIGLA IPEMECGOZSE CCOSECICEZE JOQOTKPREYS DTEBIDGYTIYI 360
NPILDGTYPPG TROMPANPHP STLARSQOPINT FMTONNRTRN RQGATTVYTS TVTQETDHFVE 420
TYYQYTPV3S HAMYDAYWNG KFRDCAFHSG FREDBIVCEY QGQOSSDLEPCP FVNAGG3IGGE 450
GIGIE3EGGE SZGGGIEGEE SESGGIGGES GIGDEIYEREM ANANKGAMTE MADENALCSD 240
AKGKLDSVAT DYGAATDGEI CDVSGLALRGH GATGIZTAGEN SOMAOVGEDED MNEFLMMAFRD A0
YLEZLPQEVE CRPYVEFGAGE PYSFSIDCDK -_WLFRGVELEF LYVATIMYYV FSTFANILHE 660
ES 662
Figura 6 (SEQ ID No.12): Vector pHENFcabRGD4
gacgaaaggg cctcgtgata cgcctatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggttt 60
cttagacgtc aggtggcact tttcggogaa atgtgcgcgg aacccctatt tgtttatttt 120
tctaaataca ttcaaatatg tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat 180
aatattgaaa aaggaagagt atgagtattc aacatttcecg tgtcgecccectt attcecetttt 240
ttgcggecatt ttgecttecet gtttttgetc acccagaaac geoctggtgaaza gtaaaagatg 300
ctgaagatca gttgggtgca cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga 360
tcecttgagag ttttcgecece gaagaacgtt tteccaatgat gagcactttt aaagttctge 420
Ltatgtggcge ggteattatece cgtatlgacyg cecgggcaaga gcaactceggl cgcecgceatac 480
actattctca gaatgacttg gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg 540
gcatgacagt aagacgaatta tgcagtcctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca 000
acttacttct gaceacgatc ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg 660
gggatcatgt aactcgcctt gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg 720
acgagcgtga caccacgatg cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg 780
gcgaactact tactctagcet tccecggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag 840
ttgcaggacc acttctgege tcggccctte cggetggetg gtttattget gataaatctg 300
gagceggtga gegtgggtet cgeggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagecect 960
cccgtategt agttatctac acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac 1020
agatcgctga gataggtgece tcactgatta agecattggta actgtcagac caagtttact 1080
catatatact ttagattgat ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga 1140
Lteetttittga taalctcaltyg accaaaatce clitaacgtga gtittegtic cactgagegt 1200
cagaccccgt agaaaagatc aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct 1260
gctgecttgca aacaaaaaaa ccaccgctac cageggtgogt ttgtttgecog gatcaagage 1320
taccaactct ttttccgaag gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc 1380
ttctagtgta gccgtagtta ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc 1440
tcgetetget aatcctgtta ccagtgoctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg 1500
ggttggactc aagacgatag ttaccggata aggcgcagcg gtcgggetga acggggogtt 1560
cgtgcacaca gcccagcttg gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcecgtg 1620
agcattgaga aagcgccacg cttcccgaag ggagaaagge ggacaggtat ccggtaageg 1680
gcagggtcgg aacaggagag cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt 1740



atagtcctgt
gggggcggay
gctggeccttt
ttaccgcctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctecgtet
accatgatta
Lyaaalaccl
tggecgagece
tectygggggy
cocoggacece
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
coccgggatga
ccagcgacat
cgcctecegt
gcecgeggtga
atgaggctet
ccgcagaaca
gttgtttage
ctttagatcyg
gtactggtga
aaaatgaggg
gtactaaacc
tcgacggeac
aggagtctca
gtgcattaac
accagtacac
gagactgcgo
aatcgtctga
gtggeggete
gtggeggttic
ctaataagqgg
gcaaacttga
Ltteccggect
tggctcaagt
cttctttgce
aattttctat
atgttgccac
aataagaatt
caacttaatc
cgecaccgatc
tattttctce
gcgecctgta
acacttgcca
Ltecgeoogget
gctttacggce
tcgecectgat
ctcttgttec
gggattttgc
gcgaatttta
tctgatgeocg
cygggcttgte
atgtgtecaga

cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctyge
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagett
atlygcclLace
caaatcttgt
accgtcagte
tgaggtecaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaac
caaagccaaa
gctgaccaac
cgccgtggac
gctggactec
ttgtctgagce
gcacaaccac
zaasactcatc
zazaccteat
ttacgctaac
cgaaactcac
tggtggctct
tcectgagtac
ttatccgect
gcctcttaat
tgtttatacc
tcctgtatca
tttcecattct
cctgectceaa
tgagggtgge
cggtggcgge
ggctatgacc
ttctgteget
Cgctaatggt
cggtgacggt
tcagtecggtt
tgattgtgac
ctttatgtat
cactggccgt
gccttgecage
gcecottecca
ttacgcatect
gcggcegceatt
gcgeectage
ttccececgtca
acctcgaccce
agacggtttt
caactggaac
cgatttegge
acacaatatt
catagttaac
tgctccecagge
ggttttcacc
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cacctetgac
aacgccagca
ttctttecty
gataccgctc
gagcgeccaa
cacgacaggs
ctcactcatz
attgtgagcyg
aagcttgcaz
geageegelyg
gacaazaactc
ttcectettee
tgegtggtgy
ggcgtggagy
cgtgtggtea
tgcaaggtcT
gggcagccce
aaccaggtca
tgggagagca
gacggetect
aggtggcage
tacacgcaga
tcagaagagy
acagaaaaltz
tatgaggge:
tgttacggta
gagggtggceyg
ggtgatacac
ggtactgagc
actttcatg:z
ggcactgtta
tcaaaagcca
ggctttaatyg
cctoctgtea
ggctctgagy
teccggtteeg
gaaaatgccy
actgattacg
aatggtgcta
gataattcac
gaatgtcgee
aaaataaac:
gtattttcga
cgttttacaa
acatcccecect
acagttgcgc
gtgcggtat:
aagecgeggeyg
gccecgeteet
agctctaaac
caaaaaact:
tegecetttyg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
ccageoccocga
atccocttac
gtcatcaccg

ttgagecgteg
acgcggcectt
cgttatccce
gccgcagcocg
tacgcaaacc
ttceccgacty
aggcacccca
gataacaatt
gcaaattcta
galLlbglLtatl
acacatgccce
ccccaaaacce
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgteccteac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgaccty
atgggcagcce
tcttecteta
aggggaacgt
agagectete
atctgaatygyg
catttactaa
gtctgtggaa
catygggttce
gttctgaggg
ctattccggy
aaaaccccgc
ttcagaataa
ctcaaggcac
tgtatgacgce
aggatccatt
atgetagogg
gtggeggtte
gtgattttga
atgaaaacgc
gtgctgctat
ctggtgattt
ctttaatgaa
cttatgtctt
tattccgtgg
cgtttgctaa
cgtcgtgact
ttcgeccaget
agcctgaatg
tcacaccgca
ggtgtggtgg
ttcgetttet
cgggggoloc
gatttgggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
attttatggt
cacccgccaa
agacaagctyg
aaacgcgodga

atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
geectecteoco
gaaagcggygc
ggctttacac
tcacacagga
tttcaaggag
aclcgeygygco
accgtgeocca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgceac
cctcocccagceo
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagett
cttctcatgc
cctgtetecg
ggccgcatag
cgtoctggaaa
tgctacaggce
tattgggott
tggcggttcet
ctatacttat
taatcctaat
taggttccga
tgaccccgtt
ttactggaac
cgttbtgtgaa
cggctctggt
tgagggtgge
ttatgaaaaa
gctacagtct
cgatggtttc
tgctggetet
taatttccgt
tggcgetggt
tgtctttgcg
catactgecat
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gocgaatggeg
cgtcaaagca
ttacgcgcag
tcecttectt
ctttagggtt
atggttecacyg
ccacgttett
gctattecttt
tgatttaaca
gcactcteag
cacccgetga
tgaccgtctc

tgetcogtcag
cbtggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gogegttgge
agtgagcgca
tttatgette
aacagctatg
acagtcataa
cagoeoggceea
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgacgtca
ccgogggacyg
caggactgge
cccatcgaga
ctgcccceat
ggcttctate
tacaagacca
accgtgggtt
tccgtgatge
ggtaaagcgg
actgttgaaa
gacgacaaaa
gttgtggttt
gotatceecctg
gaggdtggcyg
atcaaccctc
ccttoctetty
aataggcagqg
aaaacttatt
ggtaaattca
tatcaaggcc
ggtggttctyg
ggctetgagg
atggcaaacyg
gacgctaaaq
attggtgacy
aattcccaaa
caatatttac
aaaccatatg
tttcttttat
aaggagtctt
tggcgttace
cgaagaggcc
coctgatgegg
accatagtac
cgtgaccget
tctegecacy
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
tacaatctge
cgcgocctga
cgggagetace

Figura 7 (SEQ ID No.14): vector pHENFcabRGD4L
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1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
39200
2960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
1560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
51€0
5200



Jgacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggecatt
ctgaagatca
tcecttgagag
tatgtggcgc
actattcteca
geatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagceggtga
ccegtategt
agatcgcectga
catatatact
tcetttttga
cagaccccgt
gctgecttgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgctetgct
Jgttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
g9yggygcggay
gctggeettt
ttaccgectt
cagtgagaga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctogtat
accatgatta
tgaaatacct
tggccgagec
tcetgggggg
cccggacccce
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
ccecgggatga
ccagcgacat
cgcctececcegt
gccgeggtga
atgaggctcet
gtggtggcte
catagactgt
ggaaagacga
caggcgttgt
ggcttgetat
gttctgagygyg
cttatatcaa
ctaatccttc
tccgaaatag
ccgttaaaac

cctecgtgata
aggtggcact
ttcaaatatc
aaggaacagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttegececc
ggtattatcce
gaatgacttc
aagagaatta
gacaacgatc
aactecgeett
caccacgatc
tactctagct
acttetoege
gcgtgggret
agttatctac
gataggtgce
ttagattgat
taatctecate
agaaaagatc
saCaaaaaaa
ttttecgaac
gcogtacgtta
aatcctotta
aagacgatac
gcccagcette
aagcgccace
aacaggagac
cgggtttecge
ccltaltggaaa
tgctcacate
tgagtgagct
ggaagoggaa
atgcagcectge
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagett
attgecctacco
caaatcttgt
accgtcagtce
tgaggtcaca
gtacgtcgac
cagcacgtac
ggagtacaac
caaagccaaa
gctgaccaac
cgccgtogac
gctggactcc
ttgtctgage
gcacaaccac
tgcggecgea
tgaaagttgt
caaaacttta
ggtttgtact
ccctgaaaat
tggcggtact
cocctotogac
tcttgaggac
gcagggtgca
ttattaccac
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cgcctatttz
tttcggggaa
tatccgetca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggt=
gaagaacgtz
cgtattgacy
gttgagtac:
tgcagtgety
ggaggaccga
gatcgttgygyg
cctgtagcaa
tccecggeaac
teggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatce
aaaggatctz
ccaccgctac
gtaactggcez
ggccaccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttccegaayg
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccagca
ttetttectyg
gataccgctc
gagogoccaa
cacgacagg.
ctcactcat:
attgtgagcg
aagcbttgcaz
geagcogctg
gacaaaactc
ttcectettee
tgcgtegtyy
ggcgtggagyg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagccoo
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctccT
aggtggecagce
tacacgcaga
gaacaaaaac
ttagcaaaac
gatcgttacg
ggtgacgaaa
gagggtggtyg
aaacctectyg
ggcacttatc
tctecagecte
ttaactgttz
tacactecctyg

tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccygggcaada
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggetagety
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtag
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggce
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggecltt
cgttatecce
gccgcagocg
tacgcaaacc
ttceccgactyg
aggcacccecca
gataacaatt
gcaaattcta
gattgttatt
acacatgccc
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatge
gcgtcctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gectgacctyg
atgggcagcc
tcttcctcta
aggggaacgt
agagcctete
tecatctcaga
ctcatacaga
ctaactatga
ctcagtgtta
gctetgaggg
agtacggtga
cgcotggtac
ttaatacttt
atacgggcac
tatcatcaaa
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tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgecett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gecaactcggt
agaaaagcat
gaghbgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgcet
Jgggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttetyg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccy
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
Litacggltc
tgattctgtg
aacgaccgag
gectcteoceo
Jaaagcgggce
ggctttacac
tcacacagga
titcaaguayg
actcgeggec
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaaqg
cgtcctgecac
ccteeccagee
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctt
cttctecatge
cectgtecteeg
agaggatctyg
aaattcattt
gggctgtotg
cggtacatgg
tggoggttet
tacacctatt
tgagcaazac
catgtttcag
tgttactcaa
agccatgtat

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatyg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccygcatac
cttacggatyg
actgcgygcea
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctyg
ggtaagcecct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaca
cactgagegt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagcey
tggtatcttt
tgctcgteag
cbggecetttt
gataaccgta
cgcagcgact
gogegttgge
agtgagcgea
tttatgettce
aacagctatg
acagtcataa
cagccocggoca
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgegggagy
caggactggc
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctate
tacaagacca
accgtgggtt
tocegtgatge
ggtaaggagg
aatggggccg
actaacgtct
tggaatgcta
gttcctattyg
gagggtggcg
cocgggetata
cococgotaate
aataataggt
ggcactgacc
gacgcttact

60
120
180
24Q
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2240
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
2480
3540
3600
3660



ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtgg
gtggcggcete
aaaaaatggc
agtctgacgc
gtttcattgg
gctctaatte
tcegtcaata
ctggtaaacc
ttgegtttet
tgcataagga
aaccctggeg
aatagcgaag
tggcgectga
aagcaaccat
cgcagcgtga
tccttteteg
gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tecttttgatt
taacaaaaat
ctcagtacaa
gctgacgcgce
gtctccggga

acggattaga
cctegtettc
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
cbtctatactt
gactcactat
tacttcgctg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ggcggccget
ctcggtcteg
tgatctgata
ctcgtacaaa
atccttttcet
tctatacact
ataaattcct
aagagaattg
ttcttagcat
acacctccgce
tctggcgtca
acccagtcag
aacaagggaa
tttggazata
gaclcaltclce

attcagagac
aggccaatcc
ttctggtggce
tgagggtggce
aaacgctaat
taaaggcaaa
tgacgtttce
ccaaatggct
tttaccttct
atatgaattt
tttatatgtt
gtcttaataa
ttacccaact
aggcccgcac
tgcggtattt
agtacgcgcce
ccgctacact
ccacgttcgce
ttagtgcttt
ggccatcgece
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
tctgetetga
cctgacgggce
gctgcatgte
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tgcgctttce
tctgacctgce
ggctctgagg
ggttccggtyg
aagggggcta
cttgattctyg
ggccttgcecta
caagtcggtyg
ttgcctcag:
tctattgat=
gccaccttta
gaattcactyg
taatcgectz
cgatcgcececz
tctecttacyg
ctgtagcggce
tgccagcgcece
cggcttteece
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaac:
tttgececgat=
ttttaacaaa
tgcegeatag
ttgtctgcte
tcagaggttz

attctggctt
ctcaacctcc
gtggcggcete
gcggctecgg
tgaccgaaaa
tcgectactga
atggtaatgg
acggtgataa
cggttgaatyg
gtgacaaaat
tgtatgtatt
gccgtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt
catctgtgcg
gcattaagcg
ctagcgecccg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttcgce
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgt
ttaagccage
ccggcatccyg
tcaccgtcat

taatgaggat
tgtcaatgct
tgagggtggc
ttccggtgat
tgccgatgaa
ttacggtgcet
tgctactggt
ttcaccttta
tcgeecttat
aaacttattc
ttecgacgttt
tacaacgtcg
cccectttege
tgcgcagect
gtatttcaca
cggcgggtgt
ctcctttege
taaatcgggg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttt
ccecgacacece
cttacagaca
caccgaaacg

ccattcgttt
ggcggcgget
ggttctgagg
tttgattatg
aacgcgctac
gctatcgatg
gattttgctg
atgaataatt
gtctttggeg
cgtggtgtct
gctaacatac
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
ccgcacgtca
ggtggttacg
tttcttcoct
gctceccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcgggctat
tgagctgatt
atggtgcact
gccaacaccce
agctgtgacc
cgcga

Figura 8 (SEQ ID No.15): Vector pYD1dX

agccgccgac
accggtcgee
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
Laacglcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcecce
ggccaacggce
taattgcggt
ttttaagctt
tggttctget
taaggtacca
cgatcgagtc
attctacgceg
acaacagtgt
atacaatata
atttttegtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ggcaagtgca
ttttgacgaa
ttacatcaac
gtccaccagc
aaatcgagtt
taaacgaatc
cgagtctttt
cglgcagtllc

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaa:
ctggggtaacz
aaactgcata
caaatgtaaz
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcaccaact:
aaggcaatge
tctecaccce:
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccagtyg
tagagggccc
taccggtcatz
agatgtaaca
cttttcatt:
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgctatz
accaataacg
taacataaaa
ccaatccaaa
aggtttctg:
aataactggc
gacgalalca

ccctcecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cceggaltcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactaqg
gtggtggtgg
gtggacagca
tggtggaatt
ttcgaaggta
catcaccatc
aaatcgactt
ctcecgtaaac
ctttacacat
attttgctge
ctaaaaaaaqg
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaatc
tgtaagctct
acttcacctg
gaagctgcac
aaaccgagga
algccglaal
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gaagactctc
ctcgecgecege
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
aclaclagca
attttcaatt
tttagcacag
gcegtactet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtcgg
ctgcagatat
agcctatccc
accattgagt
tgttcccact
aacatgtttt
actttatata
ctgccatatt
atgaatgtga
actactcagt
cttttacacc
taagcgcatc
cggggctctc
tceccacctge
tgagtagtat
actcttggta
caltlgaccag

ctcecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttce
gttaatatac
gclgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt
taaccctctce
ttaaacccgc
gtacttttag
cccatgtaat
gctattcact
tcaatttgtt
atcgaatcct
aataacctat
atttgtctcc
accaacattt
ttgccttcca
ttctgaatca
gttgcagtct
ttcttgccac
agccaaaaca

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
1380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5215

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



tecectecttag
ttatatgctt
ctattgggca
gcctctgtge
ataacagaca
agtcaccaat
Jgacgaaadgqgy
cttaggacgy
atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
tctacacaga
aaaggtagta
attttttectt
atttaaatta
ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccgggc
tactcaccag
goctgocataa
ccgaaggagc
tgggaaccgy
gcaatggcaa
caacaatteaa
cttecggcetyg
atcattgcag
ggcagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tecttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagea
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcygyg
cctgegttat
gcltcgeegea
ccaatacgca
aggtttcccg
cattaggcac
agcggataac
aaccctcact

acggattaga
cctcgtcette
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt

gttgattacc
ttacaagact
cacatataat
tctgcaagcc
tactccaage
gccctceocte
cctcgtgata
atcgettygce
ttactctgte
ggtagaagac
aaagegtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttcogcee
taatttcttt
taattatttt
gcggaacecce
aataaccctc
tccgtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgageac
aagagcaact
tcacagzaas
ccatgacgtgs
taaccgcottt
agctgaatga
caacgttgee
tagactggat
gctggtttat
cacltggggce
caactatgga
ggtaactgte
aatttazaac
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcygcagat
actctgtage
gtggcgataa
ageggtegge
ccgaactgac
aggcggacac
caggggdgasa
gtcgattttt
cectttttace
ccectgatte
gccgaacgac
aaccgoctcet
actggazagc
cccaggottit
aatttcacac
aaagggaaca
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aaacacgcca
tgaaattttc
acccagcaaqg
gcaaactttc
tgoetttgtyg
ttggccctce:
cgcctatttz
tgtaacttac
tttatttatz
ttacggaatyg
ttacatatacz
taagtzaaat
caattcggca
atcccectag
ttttactttc
tatagcacg:
tatttgttta
ataaatgct:
ccttattece
gaaagtaaaa
caacagcgygs
ttttasagt=
cggtegeoge
gcatcttacyg
taacactgcyg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcdgac
tgctgataaa
agalgglLaag
tgaacgaaa:c
agaccaagt=
gatctaggatyg
gttccactga
tctgegegta
gcocggatcaa
accaaatace
accgcctaca
gtcgtgtet=
ctgaacgggyg
atacctacag
gtatcecggta
cgccteogtaz
gtgatgctcg
gttecectggece
tgtggataac
cgagcgcagc
ccocogocgocgT
gggcagtgag
acacbttatg
aggaaacagc
aaagctggc:z

accaagtatt
cttgcaataa
tcagcatcgg
accaatggac
tgcttaatca
ccttttcettt
tataggttaa
acgcgcctoyg
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctg
agtcttttac
tatttttaat
gatgaaaagg
tttttctaaa
caataatatt
tttttigegg
gatgctgaaqg
aagatccttyg
ctgctatgtyg
atacactatt
gatggcatga
gcocaacttac
atgggggatce
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggageeg
ccecleecegla
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctget
gagctaccaa
gtcettctag
tacctecgete
accgggttgg
ggttcgtygca
cgtgagcatt
agcggcaggg
ctttatagtc
tecaggggggce
ttttgctgge
cgtattaccg
gagtcagltga
tggccgattc
cgcaacgcaa
cttececggete
tatgaccatg
agt

tecggagtgec
ccgggtcaat
aatctagagc
cagaactacc
cgtatactca
tttcgaccga
tgtcatgata
tatcttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggattttcg
agagcaggaa
atcttcggaa
ttatatattt
acccaggtgg
tacattcaaa
gaazaaggaa
cattttgcet
atcagttggg
agagttttcg
gcecgoggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagegtyg
LecgLagltal
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttcec
tgtagcocgta
tgctaatect
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcdgc
tcggaacagg
ctgtocgggtt
cgagcctatg
cttttgctea
cctttgagtyg
gcgaggaago
attaatgcag
ttaatgtgag
ctatgttgtg
attacgccaa

tgaactattt
tgttctcttt
acattctgeg
tgtgaaatta
cgtgctcaat
atttcttgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaact
ggtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtet
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cacttttegg
tatgtatceg
gagtatgagt
tectgttttt
tgecacgagtyg
ccocgaagaa
atccocgtgtit
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttcecogg
gcgctegygoce
gtctecgeggt
clLacacgacyg
tgcctecactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagca
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggcecac
gttaccagtyg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcecce
agagcgcacyg
tcgeccaccte
gaaaaacgcc
catgttettt
agctgatacc
ggaagagcgce
ctggcacgac
ttacctcact
tggaattgtyg
gctcggaatt

Figura 9 (SEQ ID No.16): vector pYD1dXFc

agccgccgac
accggtcgec
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaa:
ctggggtaa:z

ccctecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga

210

gaagactctc
ctcgecgecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt

ctcecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat

1920
1980
Z040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
2960
1020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
1500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
1920
4980
5013

60
120
180
240
300



taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgcecty
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtag
acgatgacga
ceccccagcte
acttcccaga
cctbteecge
ccagcagcag
ccaadgtgga
gtcecegeceo
acaccctgat
aggacccaga
ccaagcctag
tgcaccagga
ctgocccacat
acaccctgee
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct
cggccgeteg
cggbetegat
atctgataac
cgtacaaaat
ccttttetat
tatacactaa
aaattcctat
gagaattggg
cttagcattt
acctoccgeott
tggcgtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacg
ctcatctecg
ctececttaggt
atatgcttit
attgggcaca
ctctgtgecte
aacagacata
tcaccaatgc
cgaaagggcc
taggacggat
ttgggaattt
ataaagaagyg
ttcaaceaaaa
tatacattcg
tacacagaca
aggtagtatt
tttbtecttta
ttaaattata
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacatttc

ataaatgecaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcccc
ggccaacggg
taattgcggt
ttttaagctt
tggtteotget
taaggtacca
caagagcacc
gcoegtgace
cgtgctgcag
coctgggcaco
taagaaggtyg
tgagctgetyg
gatctccocegg
ggtgaagttc
agaggagcag
ttggctgaat
cgagaagace
cceatcoegg
ctatcccoage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac
atcgagtcta
tectacgegta
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttee
aazaactaaga
aatttatcct
caagtgcaca
ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccagceta
atcgagttce
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttqg
catataatac
tgcaagcoccgo
ctccaagetyg
ccteectett
tcgbgatacg
cgettgoctyg
actctgtgtt
tagaagagtt
agcgtacttt
attaacgata
agatgaaaca
tgttggcgat
attbctibttt
attattttta
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtecgece
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aaactgecata
caaatgtaat
gagaazaaac
aagctaattc
Ltttctgtta
Lcaccaactt
aaggcaatgc
tctcacccet
ctgcaggcta
ageatgacty
ggatcegceta
tcecggeggca
gtgagctgga
tccagceggcce
cagacctaca
gagcccaaga
ggcggecctt
acccctgagyg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atcteccaagg
gatgagctga
gacatcgccg
ccecgtgetgy
aggtggcagce
tacacacaga
gagggcectt
ceggteatca
atgtaacaaa
tttcatttect
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
ttgectatttt
caataacgcc
acatazaatyg
aatccaaaad
gtttctgtga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgccaac
aaattttcet
ccagceaagtc
aaacttitcac
cctttgtygty
ggcectetec
cctattttta
taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acalbatatat
agtaazatgt
attcggecatt
cceectagag
ttactttcta
tagcacgtga
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattccctt

accactttaa
aaaagtatca
cceggategy
tacttcatac
Ltgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgyg
gtggacagca
gcaccaagqq
ccgccgecct
acagcggege
tgtactccct
tetgcaatgt
gcagcdacaa
cecgtgttect
tgacctgtgt
tggacggcgt
cctaccgcocgt
acaagtgcaa
ccaagggcoca
crcaagaacca
tggagtggga
actcecgacgyg
aggggaacgt
agagcctctc
cgaaggtaag
tcaccatcac
atcgactttyg
ccgtaaacaa
Ltacacatac
tttgctgecect
aaaaaaagat
aaataaatac
gttagagtct
atttaatcta
taagctctcg
ttcacctgte
agctgcactyg
accgaggaac
gccgtaatca
caagtatttc
tgcaataacc
agcatcggaa
caatggacca
cttaatcacyg
ttttettttt
taggttaatg
gocgoctogta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
Ltattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tcttttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggca
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ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
Lttagcacag
gcegtactcet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtogg
ccccadedgtyg
gggctgectyg
cctgaccagc
gagcagcgtg
gaaccacaag
gacacacacqg
gttecccteee
ggtggtggac
ggaggtgcac
ggtgagcgtyg
ggtgagcaac
gcctcgagaa
ggtcagecctg
gagcaatggyg
cteccttectte
cttctecatge
cctgtctccg
cctatceccta
cattgagttt
ttcccactgt
catgttttcc
tttatatagc
gccatatttc
gaatgtgaat
tactcagtaa
tttacaccat
agcgecatcac
gggctctett
ccacctgett
agtagtatgt
tcttggtatt
ttgaccagag
ggagtgecty
gggtcaattqg
tctagagcac
gaactacctg
tatactcacg
tegaccgaat
tcatgataat
tcttttaatg
atttggattt
taaacaaagg
dgdaaaaqcaqg
gattttcgtg
agcaggaaga
cttcggaaaa
atatatttat
ccaggtqggea
cattcaaata
ddaaggaaga
ttttgeccttce

caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ttccetetgg
gtgaaggatt
ggcgtgecaca
gtgaccgtge
coccagcaata
tgtcccccat
aagccaaagqg
gtgagccacg
aacgccaaga
ctgaccgtge
aaggcectge
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge
ggtaaatgag
accctctoct
aaacccgctyg
acttttagct
catgtaatat
tattcacttc
aatttgttat
cgaatcctaa
taacctattt
ttgtcectccac
caacattttc
gcecttecaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgccacga
ccaaaacatc
aactattttt
ttetetttet
attctgcgge
tgaaattaat
tgctcaatag
ttcttgaaga
aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
altlaaataga
tgtggtcttc
gcaagataaa
caaaaactat
attaaaaaat
cttttegggyg
tgtatccget
gtatgagtat
ctgtttttge

360

420

480

540

800

660

720

780

840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
23960



tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggayg
aatggcaaca
acaattaata
tcecggectgge
cattgcagca
cagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcegt
caacgcggcc
tgegttatee
tcgeccgeage
aatacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcaccc
cggataacaa
cccteactaa

acggattagsa
cctogtotto
acaatacaga
ctggccooac
LLaglLLLLL
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactocactat
tacttogotg
ctatatgcgea
ctactatttt
cgtttgtoay
cacagbatgt
ctggtggtgyg
acgatgacga
coccoocagotc
acttcccaga
cctttocoogeo
ccagcagcag
ccaaggtggsa
gtcoogoooo
acaccchgat
aggacacaga

acgectggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcc
acagaaaagc
atgagtgata
accgcettttt
ctgaatgaac
acgttgcgca
gactggatge
tggtttattc
ctggggccac
actatggatc
taactgtcac
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gcggacaggt
ggggggaace
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattete
cgaacgaccc
ccgectetee
tggaaagcgc
caggctttac
tttcacacac
agggaacaaa

Figura 10 (SEQ ID No.17):
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aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttcc
gtcgcecgeat
atcttacgga
acactgcggc
tgcacaaca:
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgagce
tgcgegtaac
cggatcaaga
caaatactg:z
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacagcg
atccgotaag
cctggtatce:
gatgctcgtce
tcctggect:
tggataaccyg
agcgcagcga
ccgcgegttyg
gcagtgagcyg
actttatgeo
gaaacagcta
agctggetag

tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
goggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagcecggt
ctcececgtate
acagatcget
ctcatatata
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgettg
gctaccaact
ccttetagtg
cctegetetyg
cgggttggac
ttegtgcaca
tgagcattga
cggeagggte
ttatagtcct
aggggggcecy
ttgctggect
tattaccgce
gtcagtgagc
gccgattcat
caacgcaatt
teceggetect
tgaccatgat
t

cagttgggtyg
agttttcgcc
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgee
gacaccacga
cttactctag
ccacttctgc
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatecctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
Jaggaagcgyg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaagce

pYD1CH12

cacgagtggg
ccgaagaacg
cccgtgttga
tggttgagta
tatgcagtgce
tcggaggacc
ttgatcgttg
tgcctgtage
cttcececggea
gctcggeect
ctcgcggtat
acacgacggyg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgcce
agttaccgga
tggagegaac
cgcttceccga
agcgcacgag
gccacctctyg
aaaacgccag
tgttctttee
ctgataccgce
aagagcgccce
ggcacgacag
acctcactca
gaattgtgag
tcggaattaa

agocgoogac
accggtogeo
ttctacaate
aaacctbtcas
aecllallL
ateaatgcas
acttettatt
taccgtcaac
agggaatatt
trttotoaata
geeaatoooo
ggeCalcggg
tazTtgogat
ttttaagett
togrttaohbget
taaggtacca
caagagraco
gcoocgtgace
cotgctgeag
cotgggcace
tasgaaggtc
tgegotygctg
gatctoooge
gotgaagtta

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctogctttto
atgaacgaac
CLggucLaat
adactccata
caagatctaa:
gagadaaaaac
aagcteattc
tthtetgtta
tcaccezactt
adggcaatyge
totoaccect
ctgcacgcta
agrnatgactg
ggatcegcta
tocggoygoa
gtgagctgga
Lococagoggoc
cagacctaca
gagcocccaaga
ggocggeocts
accoctgagy
aactgctacg

coctoogaagy
gcagatgtge
tguttatgaa
caaatiaaca
Laatcagega
accactttaa
aaaagratca
ccoggategyg
tacttocatac
ttgotoocagt
tagsatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtygy
gtggacagoa
Joaccaaggg
cocgoogooct
acagcggcgo
tgtactooct
tctgcaatgt
goagcgacasa
cecgtgTtect
toaccogtgt
tggacggegt
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gasgactcoc
[aduls fulsfulale o
Jagganaaat
accataggat
agugatgact
c-aatacTtot
acaaaaaatt
actactagca
attttcaact
t-tagcacag
geegtacTet
tgaatattac
Ccaaaggeage
tggttctggt
aatgggtagyg
coooagogtyg
gqgetgecty
cotgaccagco
gagoagcysy
gaaccacaaqg
gacacacacg
[eRl K otatel Walale:
gatgatggac
ggaggtgcac

ctoocgtgogt
actgctoccoga
tggcagtaac
gataatgcga
LLbygatotatl
caacattttc
gttaatatac
gectgoaatac
aagagcagt
gaac.gacaa
ttgtcaacya
aaatcagtaa
coeataaaca
ggtggtygtt
gatcogtacy
ttcectotgg
gtgaagyatt
ggcgLgcaca
gtgacogtge
cocagcaata
tgtcoccoat
adagocaaagd
gtgagooacy
aAacgocaaga

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
444Q
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
2400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5971

&0
120
120
240
300
360
420
180
540
500
660
720
TR0
G20
a00
%60

1020
1080
1140
1z00
1260
1320
1380
1440



ccaagcctag
tgcaccagga
ctgcccececat
agtctagagg
cgcgtaccgyg
gtgtagatgt
tatactttte
cgttccgtta
ctaagacaat
tatcctatta
tgcacaaaca
cgaaatttgce
caacaccaat
cagctaacat
agttccaatce
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat
tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
agocgcaaac
aagctgectt
cctcttggece
gatacgccta
tgcctgtaac
tgtgtttatt
agagttacgy
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggcgatccece
ctttttttac
tttttatage
ccecctatttyg
cctgataaat
tcgceecttat
tyggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgogeaaact
ggatggaggc
ttattgetga
ggccagatgg
tggatgaacyg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttctgcg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgcee
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcce

agaggagcag
ttggctgaat
cgagaagacce
gcccttcgaa
tcatecatecac
aacaaaatcg
atttctcegt
ccaactttac
tttaattttg
gtagctaaaa
atacttaaat
tattttgtta
aacgcocattt
aazatgtaag
caaaagttca
ctgtgaagct
tggcaaaccyg
atcaatgccg
gccaaccaag
tttecettgea
caagtcagca
tttcaccaat
tgtgtgetta
ctcteoctttt
tttttatagg
ttacacgecge
tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtett
tttctatttt
acgtgatgaa
tttatttttc
gcttcaataa
tcectttttt
aaazagatgct
cggtaagatc
agttctgeta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggccaac
caacatgggyg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccectee
aaatagacaqg
agtttactca
ggtgaacatc
ctgagcgtcea
cgtaatctgc
tceagagceta
tactgtectt
tacataccte
tcttaceggg
ggggggtteyg
acagegtgag
ggtaageggce
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tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaady
ggtaagccta
catcaccatt
actttgttce
aaacaacatyg
acatacttta
ctgcctgcca
aaagatgaat
aaatactact
gagtctttta
aatctaagcy
ctctogggge
cctgteccac
gcactgagta
aggaactctt
taatcattga
tatttcggag
ataaccggat
tcggaatcta
ggaccadgaac
atcacgtata
cttttttega
ttaatgtecat
ctcgtatett
ttttgtattt
daaadaaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cctgagagca
ttacatctte
taatttatat
aaggacccayg
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegy
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gaecggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtageo
gectetgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
cattgagaaa
agggteggaa

cctacocgogt
acaadg-gcaa
ccaagggcca
tcectaaccee
gagttzaaac
cactg-actt
tttteeccate
tatagectatt
tatttcaatt
gtgaa-cgaa
cagtaataac
caccatttgt
catcaccaac
tctetzgeet
ctgectzectga
gtatgttgca
gctatzcttg
ccagagccaa
tccectgaact
caattgttet
gagcacattc
tacctgtgaa
ctcacgtget
ccgaatttet
gataatzaatg
ttaatgatgg
gcatt-taga
caaaggttta
aagcagatta
ttcgtgtgtg
Jgcaagagcaa
gcaaaacaaa
atttazatta
gtggecacttt
caaatatgta
gcaagagtat
gccttectgt
toggtgcacy
ttcgeeoccga
tattazcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttyga
ccacgabtgece
ctotagotte
ttctgegete
gtggg-cteg
ttatctacac
taggtgcctc
acattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttcecgaaggt
cctag-tagg
tectgttace
gacgaTtagtt
ccagettgga
gcgeccacget
caggagageg
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ggtgagcgty
ggtgagcaac
geectegagygce
tctcoctoggt
cecgetgatet
ttagctcgta
taatatcctt
cacttctata
tgttataaat
tcctaagaga
ctatttetta
ctccacacct
attttotgge
tccaacccag
atcaaacaag
gtecttttgga
ccacgactca
aacatcctce
atttttatat
ctttetatty
tgcggectcet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttettagg
aataatttgg
aagtaaataa
adaaatttca
aatagatata
gtcttctaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatttaa
tcggggaaat
tcegetecatyg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgcee
tgagtactca
cagtgctgece
aggaccgaag
tecgttgggaa
tgtagcaatyg
coggoaacaa
ggccecttcecy
cggtatcatt
gacgggecagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggctte
ccaccacttc
agtggcetget
accggataag
gcgaacgace
tccecgaaggy
cacgagggaqg

ctgaccgtgce
aaggccctgce
cgctegateg
ctcgattcta
gataacaaca
caaaatacaa
ttctatttte
cactaaaaaa
tcctataatt
attgggcaag
goatttttga
cogcocttacat
gtocagtccac
tcagaaateqg
ggaataaacg
aatacgagtc
tctecegtgea
ttaggttgat
gcttttacaa
ggcacacata
gtgctctgea
gacatactce
caatgccecte
agggcctegt
acggateget
gaatttactc
agaaggtaga
acaaaaagcyg
cattcgatta
cagacaagat
agtatttgtc
tectttaattt
attataatta
gtgcgecggaa
agacaataac
catttccgtyg
ccagaaacgc
atcgaactgyg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacaqg
ataaccatga
gagctaaccg
cocggagctyga
gcaacaacygt
ttaatagact
gotggetggt
goageactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gecagtygey
gcgcagoggrt
tacaccgaac
agaaadggegyg
cttecagggg

1500
1560
1620
lo80
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



ggaacgcocty
ttttgtgatyg
tacggttoct
attctgtoga
cgaccgagey
ctcteococooge
aadigyggcay
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaacct

ggcccagccyg
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgcecc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
atgctccgtg
tccgggtaaa

ggcccagccg
ccecagcaccet
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgecce
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtyg
atgctcegtyg
tccgggtaaa

ggoocagocyg
cocoagcaccth
caccctecatyg
agaccctgay
aaagccgcgyg
Jraccaggac
agcocccate
caccctgcoco
caaaggotto
caazlacazy
gotoacogtg
gaacgtcttce
cctc-teoccoctyg

gtetetttat
ctcgtcagge
ggccttttge
tasccgtatt
cagcgagtca
gocgttggeooyg
tgagcgTaac
tatgcttcec
cagctatgac
ggetagt

gccatggecg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccagcg
accacgcctc
nnbnnbnnbn
atgcatgagg
gcggccge

gccatggeccg
gaactcectgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatececeggyg
tatcccageg
accacgcctce
kmtkmtkmtk
atgcatgagg
gcggcecge

gccatggecg
gacctcocotgo
atctccogga
gtcaagttca
gaggagcagt
Cggctgaato
Jagaaaaccs
cocttocogge
tatcoccagec
accdogocte
ggttoctanbhzn
tcatgcteoco
tctoccgggta
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agtoctgteg
gggcccageo
tggcoctttty
acocgcoctttyg
gtgagcgagyg
attcattaacz
gecaattaaty
gctootatg:
catgattacyg

gotttegoca
tatggaaaaa
ctoacatgtt
agtcagetga
aagcggaaga
geagcIggca
Loactlacct
tctoctggaat
ccaagctogy

cctotgactth
cgccagcaac
cIttocctgog
taccgotcege
gogcoceaata
cgacaggt-t
cactcattay
tgtgagcoccga
aattaaccct

Figura 11 (SEQ ID No.18): Fcab01

agcccaaatc
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgaactgnn
acatcgcecgt
ccgtgctgga
nbnnbnnbnn
ctctgcacaa

ttgtgacaaa
agtcttecctce
cacatgcgtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
bnnbnnbcag
ggagtgggag
ctccgacgge
bnnbaggtgg
ccactacacg

actcacacat
ttcecceccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
cctcgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttcttcec
nnbnnbggga
cagaagagcc

Figura 12 (SEQ ID No.19): Fcab02

agcccaaatce
ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggadgta
tctccaaage
atgagctgkm
acatcgcegt
ccgtgctgga
mtkmtkmtkm
ctctgcacaa

ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtcag
ggagtgggag
ctcecgacgge
tkmtaggtgg
ccactacacg

actcacacat
ttcececececcaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagcgtcce
gtctccaaca
cctcgagaac
gtgagcctga
agcaatgggc
tcecttettee
kmtkrtggga
cagaagagcc

Figura 13 (SEQ ID No.20): Fcab03

agcccaaatc
ggggacegtce
ccoctgagyg:s
actggtacg:
acaacagcac
gcaagdcagta
tctoccaaage
atgagctgnn
acatoccoocgs
ceglygclyyga
nhanbrnhnn
tgatgcatga
aagcggcocgco

ttgtgacaaa
agtectiocte
cacatgogtag
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaaqg
caaagggcadg
brabnnbeag
gzagtgggag
cloocgacgge
brahnnhknnn
goctocogeac
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actcacacat
tIococcoocaa
g-ggtggacy
gacgtgcata
gTcagcgteo
g-ctoccaaca
cctogagaac
gIZcagccoctga
agcaatgggo
Lecl Lol beo
agoggcaggt
aaccactaca

gagegtogat
goggectttt
ttatccoctg
cgcagoogad
cgcaaaccgc
ccocgactgga
gcaccocagyg
taacaatttc
cactaaaggy

gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctcecce
cacaggtgta
cctgecctggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttctce
tctececctgte

gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctceccecce
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttctce
tctcectgte

gcccaccgtyg
aacceaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
dagcectbcce
cacaggtgta
cctgecctggt
agocoggagaa
Lolacageaa
ggnnbnnkbgg
cgcagaagay

5160
2220
5280
2340
2400
5460
2520
5580
5640
S6e57

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

a0
120
180
240
300
300
420
480
540
200
a60
Tz0
750



ggcccagccg
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgyg
gcaccaggac
agcccccecatc
caccctgccece
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
gaacgtcttc
cctctcectg

ggcccagccg
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgegyg
gcaccaggac
agcccceecatce
caccctgecece
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
atgctccgtg
tccgggtaaa

ggcccagcecyg
cccagcacct
caccctcecatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgccece
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
atgctccgtg
tccgggtaaa

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcceccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgctg

gccatggeee
gaactcctge
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatc
gagaaaacca
ccatctcgge
tatcccagcecce
accacgccte
ggttctkmtk
tcatgctcee
tctccgggta

gccatggcce
gaactcctgce
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatc
gagaaaacca
ccatccegte
tatcccagcec
accacgccte
nnbnnbnnbr
atgcatgagc
gcggecge

gccatggcecce
gaactcctge
atctccecgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatc
gagaaaacca
ccatccecgge
tatcccagec
accacgcctc
kmtkmtkmtk
atgcatgagc
gcggecge
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Figura 14 (SEQ ID No.21): Fcab04

agcccaaatc
ggggaccgte
cccctgaggs
actggtacg:
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagce
atgagctgkm
acatcgccg:
ccgtgcectgga
mt kmt kmt km
tgatgcatga
aagcggccge

ttgtgacaaa
agtcttcctce
cacatgcgtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtcag
ggagtgggag
ctccgacggce
t kmt kmt kmt
ggctctgcac

actcacacat
ttccccecceccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
cctcgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tcettettee
agcggcaggt
aaccactaca

Figura 15 (SEQ ID No.22): Fcab05

agcccaaatc
ggggaccgtc
cccctgaggs
actggtacg:
acaacagcac
gcaaggagta
tcteccaaagce
atgagkmtnn
acatcgccgz
ccgtgetgga
nbnnbnnbnn
ctctgcacaa

ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
bnnbnnbkmt
ggagtgggag
ctcecgacgge
bnnbaggtgg
ccactacacg

actcacacat
ttccecececcaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
cctcgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettee
nnbnnbggga
cagaagagcc

Figura 16 (SEQ ID No0.23): Fcab06

agcccaaatc
ggggaccgte
cccecctgagge
actggtacg:
acaacagcac
gcaaggagta
tcteccaaagce
acgagkmtkm
acatcgceg:
ccgtgctgga
mtkmtkmt km
ctctgcacaa

ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtkmt
ggagtgggag
ctccgacggce
tkmtaggtgg
ccactacacg

actcacacat
ttceceeccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtce
gtctccaaca
cctcgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettcee
kmtknmtggga
cagaagagcc

Figura 17 (SEQ ID No.72): Vector pYD1

agccgcegac
accggtcgcece
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaacz
gagaaaaaac
aagctaattce
ttttctgtta

ccctceccecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
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gaagactctc
ctcgcgecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag

gcccaccgtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctecce
cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ggkmtkmtgg
cgcagaagag

gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctecce
cacaggtgta
cctgecctggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttcte
tctccctgtce

gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctecc
cacaggtgta
cctgcctgat
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttcte
tctcectgtce

ctcegtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtyggtyyg
acgatgacga
ggcggecget
gtctegattce
ctgataacaa
tacaaaatac
ttttetattt
tacactaaaa
attcctataa
gaattgggea
tagcattttt
ctececgettac
gcgtcagtcee
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catcteegty
ccttaggttg
atgecttttac
tgggcacaca
ctgtgectetg
cagacatact
accaatgcec
aaagggectc
ggacggatcyg
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaaqg
tacattcgat
cacagacaag
gtagtatttg
tttctttaat
aaattataat
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggectg
ttgcagecact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cageggtggh
tecagcagage
tcaagaactc
ctgccagtygg

gcaaatccce
ggccaacydy
taattgcggt
ttttaagctt
tggttctget
taaggtacca
cgagtctaga
tacgcgtacc
cagtgtagat
aatatacttt
Etecgtteoeogt
aactaagaca
tttatcctat
agtgcacaaa
gacgaaattt
atcaacacca
accagctaac
cgagttccaa
cgaatgaggt
tcttttaate
cagttggacy
attacgaaac
aagacttgas
tataataccc
caagccgcas
ccaagctgee
tcecctettgg
gtgatacgce
cttgcctgta
tctgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
taacgataag
atgaaacaat
ttggcgatcce
ttettttttt
tatttttata
aacccctatt
accctgatas
tgtcgecccett
gctggtgaaa
ggatcteaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgecttttttg
gaatgaagce
gttgcgcaaa
ctggatggay
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaz
actgtcagac
tazaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgecg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtceg
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tcaccaactt
aaggcaatgce
tctcaccecct
ctgcaggcta
agcatgacty
ggatccagtyg
gggcccttcg
ggtcatecatce
gtaacaaaat
tecatttetece
taccaacttt
attttaattt
tagtagctaa
caatacttaa
gctattttgt
ataacgeccat
ataaaatgta
tccaaaagtt
ttctgtgaag
actggcaaac
atatcaatgce
acgccaacca
attttecetty
agcaagtcag
actttecacca
tttgtgtgct
ccctctectt
tatttttata
acttacacgc
tttattttta
ggaatgaaga
atatatattt
taaaatgtaa
tcggoattaa
ccctagagtce
actttctatt
gcacgtgatg
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggeca
cacaacatgg
ataccaaacyg
ctattaacty
gocggataaayg
gataaatctg
ggtaagcect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcgtaatct
gatcaagago
aatactgtec
cctacatacc
tgtcttaccy

tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgyg
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagcc
accatcacca
cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatacti
tgctgcecctge
aaaaagatga
ataaatacta
tagagtcttt
ttaatctaag
agctcteggyg
cacctgtcce
ctgcactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttegg
caataaccgy
catcggaatc
atggaccaga
taatcacgta
ttctttttte
ggttaatgtc
gcctegtatc
tgttttgtat
aaaaaaaata
attagacaag
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatct
tttaatttat
aaaaggaccc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacec
gagccggtga
ccegtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactot
ttctagtgta
tegetetget
ggttggactc
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gccgtactcet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggteygy
ctgcagatat
tatccctaac
ttgagtttaa
cccactgtac
tgttttecca
tatatagcta
catatttcaa
atgtgaatcg
ctcagtaata
tacaccattt
cgcatcacca
gctctettge
acctgcttet
tagtatgttyg
ttgotattet
gaccagagec
agtgcctgaa
gtcaattgtt
tagagcacat
actacctgtyg
tactcacgtyg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttecgtgtg
caggaagagc
tcggaaaaca
atatttatat
aggtggcact
ttcacatatyg
aagcaagagt
ttgccttect
gttgggtygca
ttttegecce
ggtattatecc
gaatgacttyg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgectt
caccacgatg
tactctaget
acttctgecge
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteocogaag
geoeogtagtta
aatcctgtta
aagacgatag

ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt
cctctecteg
acccgetgat
ttttageteg
tgtaatatecce
ttcacttcta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttet
gtctccacac
acattttctyg
cttcecaacce
gaatcaaaca
cagtcttttg
tgccacgact
aaaacatcct
ctatttttat
ctectttetat
tctgeggect
aaattaataa
ctcaatagtc
cttgaagacg
tggtttctta
ggaataattt
gaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtcttcta
aagataaaaqg
azaactattt
taaaaaattt
ttteggggaa
tatccgetea
atgagtatte
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgcagtgectg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtageaa
tceoceggeaac
tcggecctte
cgcggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcce
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactgqget
ggeccaccact
ccagtggetyg
ttaccggata

650

720

730

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1840
1920
1980
2010
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
2060
3120
3180
3240
2300
3340
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4280



aggngeagadg
cctacaccga
ddagaasdgc
agcttocagg
ttgagegteg
acgcggoctt
cgttatccoco
gocogoagooy
tacgcazacc
Llooogzety
aggoacooca
gataacaatt
ctcactaaag

acggattaga
cclegtelttc
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctcltatactt
gactcactat
tacttegetg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttotcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ggcggecget
gtctecgattce
ctgataacaa
tacaaaatac
ttttctattt
tacactaaaa
attcctataa
gaattgggea
Lagcattitt
ctcecgettac
gcyglecaglcecc
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgeaqg
catctccgtg
ccttaggttg
atgettttac
tgggcacaca
ctgtgetctg
cagacatact
accaatgccc
aaagggcctc
ggacggatey
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaaq
tacattcgat
cacagacasag
gtagtatttg

gtegggotga
actgagatac
ggacaggtat
Jgggdazgec
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtc
aacgacsgac
gocctotocoo
Jazagoggygc
Jggctttacac
tocacacagga
ggaacaaaac
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acgggeggts
ctacaccdgtyg
cCcggtaagcyg
tggtatotts
tgctegteay
ctggocttts
gataaccgta
cgcagcjgags
gocgcgttgge
aglygagugea
tttatgette
aacagetatyg
ctggctagt

cotgoacaca
accatigaga
gragcg.cgg
atagtcoctgt
gegggccgag
gctgoeocttt
ttaccgcocott
caghtcagcga
ccattcatta
acgoeadtliaa
cogotoctat
accatgatta

geocoagoettg
4agocgacacyg
aacaggagag
cgggtttege
cctatgygaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
Jgaagcggaa
atgcagctgg
tatgagltaoc
gTtgtgtgga
cgocoaagone

gagogancdga
cttccocjaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgcoccagca
ttctotocctg
gataccgctc
gagcgoroaa
cacgacaggt
cl.cactoal. b
attgzgageg
ggaattaaco

Figura 18 (SEQ ID No.73): Vector modificado pYD1Nhe

agccgccgac
accgglcgoee
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
atazatgcaa
acttcttatt
Laacglcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccee
ggccaacgge
taattgcggt
tibttaagelt
tggttctgct
taaggtacca
cgagtctaga
tacgcgtacce
cagtgtagat
aatatacttt
ttcgttcecocgt
aactaagaca
tttatcctat
agtgcacaaa
gacgaaattt
atcaacacca
accegclLaac
cgagttccaa
cgaeatgaggt
tcttttaata
cagttggacc
attacgaaac
aagacttgaa
tataataccc
caagccgcaa
ccaagctgcce
tccctecttge
gtgatacgcc
cttgectgta
tctgtgttta
gaagagttac
cgtectttac
taacgataac
atgeaacaat
ttggegatec

cgggtcacag
LLcclgaaac
ctagetttta
atgaacgaact
ctggggtaatz
aaactgcata
caaatgtaact
gdgaaaaaac
aagctaattce
ttttctgtta
tcaccaactz
aaggcaatgce
tctecaccce:
ctgcaggceta
agcatgactg
ggatccagtg
gggccetticy
ggtcatcatce
gtaacaaaat
tcatttctce
taccaacttz
attttaatt:
tagtacctaa
caatacttaa
gcoctattitge
ataacgeccac
dlaaaatygla
tccaaaagt:
ttctgtgaag
actggcaaac
atatcaatgc
acgccaacca
atttteettyg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtge:
ccctctects
tatttttata
acttacacgc
tttattctta
ggaatcgaaga
atatatattz
taaaatgtaa
tcggecattaa
ccctagagte

cccteccgaag
gcagatglgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
ccecggategyg
tacttcatac
ttgettecagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtgglgglgy
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagcc
accatcacca
cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatactt
tgctgcctge
aaaaagatga
ataaatacta
tagagtcttt
ttaatctaag
agclcltegygy
cacctgtcce
ctgcactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttcgg
caataaccgqg
catcggaatc
atggaccaga
taatcacgta
ttctttttte
ggttaatgtc
gcctegtate
tgttttgtat
aaaaaaaata
attagacaag
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatct
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gaagactctc
clcgegoego
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagcacag
gccgtactcect
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtcgg
ctgcagatat
tatccctaac
ttgagtttaa
cccactgtac
tgttttccceca
tatatagcta
catatttcaa
atgtgaatcg
ctcagtaata
Lacaccattt
cgcatcacca
geclectetige
acctgcttct
tagtatgtty
ttggtattct
gaccagagcc
agtgcctgaa
gtcaattgrt
tagagcacat
actacctgtyg
tactcacgtg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttcgtgtg
caggaagagc
teggaaaaca

ctcegtgegt
aclgclcega
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gcltgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
gglgglgglt
gatctgtacg
ccagcacagt
cctctecteg
acccgctgat
ttttagctcg
tgtaatatcc
ttcacttcta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttct
glbclccacac
acattttctg
gaatcaaaca
cagtcttttyg
tgccacgact
aazacatcct
ctatttttat
ctaetttctat
tctgeggect
aaattaataa
ctcaatagtc
cttgaagacqg
tggtttctta
ggaataattt
gaaagtaaat
tagaaaaattt
tacatagata
tggtcttcta
aagataaaaqg
aazactattt

4320
4380
4420
4500
4560
4620
4660
4740
4800
4860
1920
A980
5009

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



tttetttaat
aaattatasat
atgtgcgcgyg
tgagacaata
aacatttcceg
acccadgaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccaglcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetyg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceyg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttcececaqgg
ttgagcgtcg
acgcggcectt
cgttatccca
gocgceagocy
tacgcaaacc
ttcececgactyg
aggcaccoca
gataacaatt
ctcactaaag

acggattaga
cctcgtcette
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgctg
ttactgattg
gtttaaaccc
ctgtactttt
ttcccatgta
tagctattca
tttcaatttg
gaatcgaatc
gtaataacct
ccatttgtct

ttettttttt
tatttttata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcecett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaadagcat
gagtgataac
cgctttttte
gaatgaagce
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcotte
tttttttote
ttgtttgecece
gcagatacca
tgtagcacce
cgataagtcc
gtecgggctga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgcce
atttttgtga
tttacggtte
tgattctgte
aacgaccgacg
geccteteece
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaac
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actttctat=
gcacgtgaty
tgtttattt:
atgcttcaac
attcecettte
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgcegeatac
cbttacggaty
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacyg
ctattaactyg
gcggataaag
gataaatctyg
ggtaagcecct
cgaaatagac
caagtttacz
taggtgaaga
cactgagcygz
cgogtaates
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacce
tgtcttaccg
acgggggyts
ctacagcgtyg
ccggtaageg
tggtatctt:
tgctegtecag
ctggecectttz
gataaccgta
cgoagogags
gcgegttggce
agtgagcgca
tttatgcttc
aacagctatg
ctggctagt

tttaatttat
adaaaggaccc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tcettgagag
tatgtggcgce
actattctca
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggrtga
ccecgtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagaccccgt
getgettgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggccgag
gctggeccecttt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctecatat
accatgatta

atatttatat
aggtggcact
ttcaaatatyg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttcgceee
ggtattatcc
gaatgacttg
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatyg
tactctagct
acttctgcgce
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatyg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttceccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagetty
aagcgccacyg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctygy
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagctc

taaaaaattt
tttcggggaa
tatcecgetca
atgagtattc
gtttttgectce
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacyg
gttgagtact
tgcagtygclty
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagecaa
tcccggcaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgcetac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacygaggyg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgetc
gagcgccocaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
ggaattaacc

Figura 19 (SEQ ID No.74): Vector pYD1Ink

agccgcececgac
accggtecgece
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcgcgccgga
gctgatctga
agctcgtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
atttcttagce
ccacacctcc

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaacz
ctggggtaatz
aaactgcata
caaatgtaac
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tccttcagac
taacaacag:
aaatacaata
ctatttttcg
ctaaaaaact
ctataattta
tgggcaagtyg
atttttgacg
gcttacatca

ccctceccgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
tctgcagaat
gtagatgtaa
tacttttcat
ttcecgttacce
aagacaattt
tcctattagt
cacaaacaat
aaatttgcta
acaccaataa
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gaagactctc
ctcgcgecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagccgcet
tcggccgegt
caaaatcgac
ttctecegtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
acttaaataa
ttttgttaga
cgccatttaa

ctccgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
acttaattaa
tttgttccca
acaacatgtt
atactttata
gcctgecata
agatgaatgt
atactactca
gtcttttaca
tctaagcgea

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5009

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

1020
1080
1140



tcaccaacat
tcttgecttc
gcttectgaat
atgttgcagt
tattcttgecc
agagccaaaa
cctgaactat
attgttctet
gcacattctg
cotgbgaaat
cacgtgctca
gaatttcttg
taataatggt
aatgatggaa
attttagaaa
aaggtttaaa
gcagattaaa
cgtgtgtggt
aagagcaaga
aaaacaaaaa
ttatattaaa
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cttocctgttt
ggtgcacgag
cgccceygaag
ttatccecgty
gacttggttyg
gaattatgca
acgabcggag
cgccttgatc
acgatgcctg
ctagcttccc
ctgcgetegy
gggtctegeg
atctacacga
ggtgccteac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaaqg
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gcecacgebtc
ggagagcgca
tttcgececacc
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagco
agctggcacg
agttacctca
tgtggaattyg
aagctecggaa

tttetggogt
caacccagtc
caaacaaggc
cttttggaaa
acgactcatc
catcctecectt
ttttatatgce
ttctattgge
cggcctctgt
taabtaacaga
atagtcacca
aagacgaaac
ttecttaggac
taatttggga
gtaaataaac
aaatttcaac
tagatataca
cttetacaca
taasaaggtac
ctatttttte
aaatttaaat
ggggaaatgt
cgctecatgac
gtattcaaca
ttgctcaccc
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgeccgc
agtactcacc
gtgctgcecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatgge
ggcaacaatt
ccectteegge
gtatcattge
cgggcagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttctte
cgctaccagce
ctggcttcac
accacttcaa
tggctgctge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggac
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgeogtt
ccgcetegeee
gcccaatace
acaggtttcc
ctcattaggc
tgagcggata
ttaacccteca
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cagtecacca
agaaatcgag
aataaacqgaa
tacgagtctz
tcegtgecagz
aggttgatta
ttttacaaga
cacacatata
gctctgcaag
catactccaa
atgcccteccce
ggcctecgtga
ggatcgcttyg
atttactctyg
aaggtagaag
aaaaagcgta
ttecgattaac
gacaagatga
tatttgttgg
tttaattte:z
tataattatz
gocgoggaacce
acaataaccc
tttcegtgtce
agaaacgcty
cgaactggaz
aatgatgagce
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgag:
gctaaccge:
ggagctgaac
aacaacgttyg
aatagactgyg
tggctggttz
agcactgggy
ggcaactatg
ttggtaacty
ttaatttaaa
acgtgagttz
agatccttt:
ggtggtttg:
cagagcgcayg
gaactctgta
cagtggcgat
gcageggteg
caccgaactyg
aaaggcggac
tccagggggy
gcgtcgatt:
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacy
caaaccygcoT
cgactggaaa
accccaggces
acaatttcac
ctaaagggaa

gcetaacataa
ttccaatcca
tgaggtttct
ttaataactyg
tggacgatat
cgaaacacgc
cttgaaattt
atacccagca
ccgcaaactt
gotgoecttitg
tcttggeecct
tacgcctatt
cctgtaactt
tgtttattta
agttacggaa
ctttacatat
gataagtaaa
aacaattcgg
cgatccecect
ttttttactt
tttatagcac
cctatttgtt
tgataaatgce
gcccttattce
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
ctcggtegee
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaaqg
aggatctagq
tcgttccact
tttetgegeg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgocta
aagtcgtgtc
ggctgaacagg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgca
cteccecgedgo
gegggeagtg
ttacacttta
acagdaaaca
caaaagctgg

aatgtaaget
aaagttcacc
gtgaagctge
gcaaaccgadg
caatgccgta
caaccaagta
tccttgeaat
agtcagcatc
tcaccaatgg
tgtgcttaat
cteccttttet
tttataggtt
acacgcgccet
tttttatgtt
tgaagaaaaa
atatttatta
atgtaaaatc
cattaatace
agagtctttt
tctattttta
gtgatgaaaa
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatyg
gcatacacta
cggatggecat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggage
agcoctoocy
atagacagat
tttactcata
tqaagatcet
gagcgtcaga
taatctgectyg
aagagctacc
ctgtccttect
catacctcgc
ttaccgggtt
gagggttcgtg
agcgtgagceca
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggy
cctitttgetg
accgtattac
gcgagtecagt
gttggcogat
agcgcaacge
tgcttecocgge
gctatgacca
ctagt

ctoggggetc
tgtcccacct
actgagtagt
gaactcttgyg
atcattgacc
tttecgogagty
aaccgggtca
ggaatctaga
accagaacta
cacgtabact
tttttcgace
aatgtcatga
cgtatctttt
ttgtatttgy
aaaataaaca
gdacaadaaaa
acaggatttt
tgagageagg
acatcttecgg
atttatatat
ggacccaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttgc
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgeggta
ttctecagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccecgtagaa
cttgceaaaca
aactcttttt
agtgtagccyg
tctgctaatce
ggactcaaga
cacacagccc
ttgagaaagc
ggbtcggaaca
tcectgtoggg
gccgagccta
gcettttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tcectatgttyg
tgattacgce

Figura 20 (SEQ ID No.75): vector pYD1mata
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1200
1260
1320
1360
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
192¢C
1960
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
2300
3360
2420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
2960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4605



acggattaga
cctogtotto
acaataazaga
ctggocococcac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttcgctyg
ttactgattyg
agoctogtaca
atatccotttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
ataacaacaq
aaaatacaat
toctattttte
actaaaaaac
cctataattt
ttgggoaagt
catttttgac
cgcttacate
tcagtocacc
cagaaatcga
gaataaacga
atacgagtot
ctecogtgeag
taggttgatt
cttttacaag
groacacatat
tgetoctgeaa
acatactcea
aatgeoctoo
gggcctogtyg
cggatogott
aatttactct
gaaggtagaa
caaaaagogt
attcgattaa
agacaagatg
gtatttgttyg
ctttaattte
ttataattat
tgogoggaac
gacaataacc
atttocogtgt
cagaaacgcoht
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacglbt
taatagactyg
ctggectggtt
cagoactggg
aggcaactat

agccgocgag
accggtogog
ttectacaata
aaaccttcaa
ageottattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gegegoogga
aaatacaata
ctatttttog
ctzaaaaact
ctataattta
tgctgoagasa
tgtagatgta
atactttteca
gttoccocgttac
taagacaatt
atcctattag
goacasacas
gazattbgeot
aacaccaata
agctaacata
gttoccaatco
atgaggtttc
tttaataact
ttggacgata
acgaaacacg
acttgaaatt
aatacccagc
googeaaact
agotgoottt
ctottggooe
atacgoctat
goctgtaact
gtgtttattt
gagttacggs
actttacata
cgataagtaa
aaacaattog
gogatcoocoo
thtttttact
ttttatagea
coctatttgt
ctgataaatyg
cgocctiatt
ggtgaaagts
tectcaacago
cacttttaas
actcggtoge
aaagcatcott
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gogeaaactsa
gatggaggeg
tattgectgat
gocagatggt
ggatgaacga
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cgggtgacag
ttoctgaaac
ctagcotttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaasaaac
aagctaattc
ttttctgtta
toogatgtaa
ftacttttecat
ttocegttace
aagacaattt
tocctattagt
ttocggocgocy
acaaaatcga
tttotecgta
caactttaca
ttaattttgc
tagctaaaaa
tacttaaata
attttgttag
acgocattta
aaatgtaage
aaaagttcac
tytgaagety
gycaaaccga
tcaatgcogt
cocaaccaagt
ttecttgeaa
aagtcagcat
ttcaccaatyg
gtgtgettaa
tetectttte
ttttataggt
tacacgogoc
atttttatgt
atgaagaaaa
tatatttatt
aatgtaaaal
gcattaatac
tagagtcttt
ttotattott
cgtgatgaaa
ttatttttct
cttcaataat
cocttttttyg
aaagatgcty
ggtaagatcc
gttctgotat
cgocatacact
acggatggca
gocggooaact
aacatgggygy
ccaaacgacg
ttaactggcy
gataaagtty
aaatctggag
aagococtoce
aatagacaga

cocctoocgaag
gcagatgtgo
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
ccoggategy
tacttcatac
ttgocttcagt
caaaatogac
ttotecgtaa
aactttacac
taattotgct
agctaaaaaa
tacttaatta
ctttgttcoce
aacaacatgt
catactttat
tgoctgocat
aagatgaatg
aatactactoc
agtcttttac
atctaagecge
tetegggget
ctgtcoccaco
cactgagtag
ggaactottg
aatcattgac
atttocggagt
taaccgggtc
coggaatctag
gaccagaact
tcacgratac
ttttttegac
taatgtcatg
tcgtatcttt
tttgtatttyg
aaaaataaac
agacaagaaa
cacaggattt
ctgagagcag
tacatcttog
aatttatata
aggacccagg
aaatacattc
attgaaaaaqg
cogeattbtyg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgoeggt
attctocagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
cegglgagog
gtatcgtagt
togotgagat
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gaagactcte
ctogocgocgc
Jaggaaaaat
accataggat
agocgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagea
attttcaatt
goctagococgcot
tttgttccca
acaacatgtt
atactttata
goctgoccata
agatgaatgt
agtttaaacc
actgtacttt
tttoccatgt
atagctatte
atttcaattt
tgaatcgaat
agtaataacco
accatttgte
atcaccaaca
ctottgeett
tgcttoctgaa
tatgttgcag
grattcttge
cagagcocaaa
gocotgaacta
aattgttctc
agcacattct
acctgtgaaa
tcacgtgeto
cgaatttett
ataataatgg
taatgatgga
gattttagaa
aaaggtttaa
agcagattaa
togtatatag
gaagagcaag
Jaaaacaaaa
titatattaa
tggocactttt
aaatatgtat
Jaagagtatyg
cettoctgtt
gggtgcacga
togoccogaa
attatcccgt
tgacttggtt
agaattatge
aacgatocgga
togoctigat
cacgatgcct
tetagetteo
tetgogoteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgcctca

ctococgtgogt
actgctocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatotat
caacatitic
gttaatatac
gotgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
ctgtacttit
ttcocatgta
tagctattea
tttcaatttg
gaatcgaatc
cgctgatctg
tagctogtac
aatatoottt
acttctatac
gttataaatt
cctaagagaa
tatttottag
toccacaccte
ttttetggeg
ccaacccagh
tcaaacaagy
tcttttggaa
cacgactcat
acatccteoct
tttttatatyg
tttcoctattag
gocggoctctg
ttaataacag
aatagtoace
gaagacgaaa
tttcttagga
ataatttggg
agtaaataaa
zaaatttcaa
atagatatac
tottotacac
ataaaaggta
actatttttt
2aaattCaaa
cggggaaatg
cocgotoatga
agtattcaac
Ltbtgetoace
gtgggttaca
gaacgtbttc
gttgacgcoyg
gagtactcac
agtgctgcca
dgaccgadagy
cgbtgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaal
gooottoogg
ggtatecattyg
acgggoagtco
ctgattaage

&0
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
leso
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
21&0
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660



attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggyg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatccecctga
gcagccgaac
gcaaaccgcc
ccgactggaa
caccccaggce
aacaatttca
actaaaggga

gtcagaccaa
aaggatctac
ttcgttecac
ttttctgcge
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcect
taagtcgtgt
gggctgaacc
gagataccta
caggtatcecc
gaacgcctgc
tttgtgatgce
acggttccte
ttctgtggat
gaccgagcgc
tcteceeegee
agcgggcagt
tttacacttt
cacaggaaac
acaaaagctc

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgctyg
ttactgattg
agctcgtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
aaggaagact
tgcctegege
gaagaggaaa
acaaccatag
cgaagcgaltg
taactaatac
t.caacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttageca
gacgccgtac
ttttgaatat
tagcaaaggc
tggtggttct
gcaaggecta
aaacccgctg
acttttaget
catgtaatat
tattcacttc
aatttgttat
cgaatcctaa
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gtttactcaz
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgc:T
caagagctac
actgtccttc
acatacctcg
cttaccggg:z
gggggttcegz
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggy
gccttttge:
aaccgtatta
agcgagtcag
cgttggeccga
gagcgcaacy
atgcttccgg
agctatgacc
gctagt

atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcgg
ggccgagect
ggccttttgce
ccgcecctttga
tgagcgagga
ttcattaatg
caattaatgt
ctcctatgtt
atgattacgc

gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
cagctggcac
gagttacctc
gtgtggaatt
caagctcgga

aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagce
ctctgacttg
gccagcaacyg
tttcctgegt
accgctcgece
cgcccaatac
gacaggttte
actcattagg
gtgagcggat
attaaccctc

Figura 21 (SEQ ID No.76): vector pYD1qal

agccgccgac
accggtcgec
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
atzaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcgcdccgdga
aaetacaata
ctatttttce
ctazaaaaact
ctataattta
tgctgcagaa
ctcctecegte
cgcactgcte
aatlLggcagt
gatgataatc
attttbcatc
tttcaacatt
attgttaata
gcagctgtaa
attaagatgc
caggaactga
tctttgtcaa
tacaaatcac
agccccataa
ggtggtegte
attctgatge
atctgataac
cgtacaaaat
ccttttctat
tatacactaa
aaattcctat
gagaattgge

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaatz
ctggggtaacz
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tccogatgtaa
tacttttcac
ttccgttacce
aagacaatt:
tcctattag:z
ttcacggat:
cgtcctegtc
cgaacaataa
aacclbggccec
cgattagttz
tattaacaga
ttcggtttg:
tacctctata
tacgactcac
agtrtactteg
caactatatg
cgactactacz
taacgtttg:
acacacagta
gttctggtgyg
goccgecacat
aacagtgtag
acaatatac:
ttttcgttcc
aaaactaaga
aatttatcc:
caagtgcaca

ccctecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggategg
tacttcatac
ttgcttecagt
caaaatcgac
ttctececgtaa
aactttacac
taattttgcet
agctaaaaaa
agaagcecgcoce
ttcaccggtc
agattctaca
cacaaacclLl
tttagcctta
tatataaaltg
attacttctt
ctttaacgtc
tatagggaat
ctgtttttca
cgagcaaatc
tttggccaac
cagtaattgc
tgtttttaag
tggtggttct
catcaccatc
atgtaacaaa
tttcatttct
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
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gaagactctc
ctcgegcecegco
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagccgct
tttgttccea
acaacatgtt
atactttata
gcctgeccata
agatgaatgt
gagcgggtga
gcgtbtcctga
atactagctt
caaalgaacyg
tttctggggt
caaaaaclbgc
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagctaa
atattttetg
ccctcaccaa
gggaaggcaa
ggttctcacc
cttctgcagg
gctagcatga
accattgatt
atcgactttyg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgectgect
aaaaaaagat
aaataaatac

ctcecgtgeot
actgctccga
tggcactaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcact
ggggccatgg
ctgtactttt
ttcccatgta
tagctattca
tttcaatttyg
gaatcgaatc
cagcccteoecyg
aacgcagatg
ttatggttat
dalcaagalla
aattaatcag
ataaccactt
aataazagta
aaccccecggat
ttctacttca
ttattgette
ctttagaatc
tgcaaggagt
cctcaacaac
ctagtggtgg
ctggtggcca
aattaagttt
ttceccactgt
catgttttece
tttatatagce
gccatatttc
gaatgtgaat
tactcagtaa

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4886

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



taacctattt
ttgtctcoccac
caacattttc
gecocttocaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgccacga
ccaaaacatcoc
aactattttt
ttoctotttot
attctgegge
tgaaattaat
Lgecteaatag
ttocttgeagsa
aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
attaaataga
tgtggtctte
gcaagataaa
caaaaactat
attaaazaat
cttttegggy
Lgtatoccget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacy
ceccgtgttga
tggttgagta
tatgcagtgce
teggaggaco
ttgatocgttg
tgococtgtage
cttcococoggea
gotoggooot
ctogoggtat
acacgacggg
coctocactgat
attlbaasact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactygyg
taggcococacca
taccagtggo
agttaccgga
Lggagcgaac
cgcttooocga
agocgcacgag
geccacctotyg
aaaacgccag
tgttcttteo
ctgataccgc
aagagcgece
ggcacgacay
acctcactea
gaattgtgag
tocggaattaa

cttagcattt
acchbcogett
tggcocgtcagt
ccagtoagaa
caagggaata
tggaaatacy
ctcatctcog
cteccttaggt
atatgctttt
attgggcaca
ctotgtgete
aacagacata
teaccaatge
cgaaagggcc
taggacggat
ttgggaattt
atzaagaagg
Ltcaacaaaa
tatacattocg
tacacagaca
aggtagtatt
tttttettta
ttaaattata
aaatgtgeogce
catgagacaa
tcaacatttc
tcaccoagas
ttacatcgaa
ttttcocaaty
cgcocgggcaa
ctocaccagte
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggoaaca
acaattaata
tecoggaetgyc
cattgcagcsa
cagtcaggoa
taagcattgyg
tecatttttas
cocttaacgt
ttcttgagat
accagcogtg
cttoageaga
cttcaagaac
tgotgocagt
Laaggogcag
gacctacacc
agggagaaay
ggagcttoca
acttgagogt
Caacgcggcc
tgogttatoee
tocgoogoagce
aatacgcaaa
gtttccocgac
ttaggeacoe
cggataacaa
coctecactaa
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ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccagcta
atcgagttcco
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttg
catataatac
tgcaagoogo
ctocaagetyg
cectocectekt
tcgtgatacg
cgcttgoctyg
actotgtgtt
tagaagagtt
agocgtactit
attaacgata
agatgaaaca
tgttggcgat
attrtortttt
attattttta
ggaaccocta
taaccctgat
cgtgtogooo
acgotggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcyg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgcocgca
gactggatgg
tggtttattyg
ctggggcoay
actatggatg
taactgtcaqg
tttaasagga
gagkttttegt
ccttttttte
gtttgtttgc
gogoagatac
tctgtagoac
ggocgataagt
caggtecgggct
gaactgagat
gcggacadggt
Fgggggaacy
cgattttigt
tttttacggt
cctgattoty
cgaacgaccg
cegoctotoc
tggaaagcgy
caggetttac
tttecacacag
agggaacaaa

ttgotatttt
caataacgcc
acataaaatg
aatccaaaag
gtttetgtga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgccaac
aaattttcct
coagcaagtc
aaactttcac
cchttgtgty
ggoecctetes
coctattttta
taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
attcggecatt
cocoocctagag
trtacttteta
tagcacgtga
tttgtotatt
aaatgcttca
ttattcoctt
aagtaasaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtogeocgeat
atcttacgga
acactgoggc
Lgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggoggataa
ctgataaate
atggtaagcoc
aacgaaatag
accaagttta
totaggtgaa
toccactgage
tgocgogtaat
cggatcaadga
caaatactgt
cgoctacata
cgtgtcttac
gaacgyggyg
acctacagcyg
atccggtaag
cctggtatct
gatgetogto
tcctggeott
tggataaccyg
agogoagoga
cogogogtty
gcagtgagcg
actttatget
gaaacagcta
agotggctag
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gttagagtct
atttaatcta
taagctctcocg
ttoacctgto
agotgoactyg
acocgaggaac
goccgtaatca
caagtattte
tgcaataacc
agocatocggaa
caatggacca
cttaatcacyg
ttttettttt
taggttaatg
goegoctogta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tcttttacat
tttttaatct
tgaaaaggac
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggca
tgotgaagat
gatccttgag
gotatgtgge
acactattct
tggecatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagogt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagoocygdt
cltoccgtate
acagatcgct
cLcatatata
gatccttLtt
gioagacococo
ctgctgcttg
gctaccaact
cettetagty
coctagototg
cgggttggac
ttogtgcaca
tgagcattbga
cggcagggto
ttatagtcct
aggggggeceg
ttgctggcct
tattaccgco
gtcagtgagc
geogatteat
caacgcaatt
tecggotoot
tgaccatgat
t

tttacaccat
agcgcatcac
gggctctott
coacctgott
agtagtatgt
tcttggtatt
ttgaccagag
ggagtgoctyg
gggtcaatitg
toctagagcac
gaactaccig
tatactcacyg
Legacogaat
tcatgataat
tcttttaatg
altttggatit
taaacaaagqg
agaaaagcaq
gattttogtg
agcaggaaga
ctitcggaaaa
atatatttat
coaggtggoa
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgoctic
cagttgggtg
agttttcgcoc
gocggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactogoc
gacaccacga
cttactoctag
ccacttotge
dageytyggt
gtagttatct
gagataggrg
ctttagattyg
gataatotea
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttocga
tagcogtagt
ctaatootgt
tcaagacgat
cagoocagoet
gaaagogcca
ggaacaggay
gtecgggttto
agoctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagegyg
taatgcaget
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgocaagoe

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3560
3720
37480
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
1380
4440
4300
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
2220
5280
5340
2400
5460
3520
5580
2640
5700
5760
5801



ggccagcaag
ggctcactcc
tgggtgcgtc
ggttatacta
aaaaacacag
tgttctagat
gtcaccgtct
aagagcacct
cccgtgaccg
gtgctgcagt
ctgggcaccc
aagaaggtgg

ccatggcgga
gggtcaccat
agaaaccagg
tccecttcecteg
tgcagccgga
tcggacaggg
tccececgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet
atcagggccet
c

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgetyg
ttactgattg
agctcgtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
aaggaagact
tgcctegege
gaagaggaaa
acaaccatag
cgaagcgatyg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttagca
gacgccgtac
ttttgaatat

gccaagaggt
gtttgtccte
aggccccegge
gatatgccga
cctacctgca
g99gagggga
cctcggctac
ccggcggeac
tgagctggaa
ccagcggect
agacctacat
agcccaagac

tatccagatc
cacctgccgt
aaaagctcce
cttctctgga
agacttcgca
taccaaggtc
tgatgagcac
cagagaggcc
gagtgtcaca

gagcaaagca
gagctcgeee
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Figura 22 (SEQ ID No.77): 4D5H

tcaactagtg
tgcagcttez
taagggcctyg
tagcgtcaag
gatgaacagc
cggcttctaz
caccaagggc
cgccgecectyg
cagcggcgcece
gtactccctyg
ctgcaatgtg
ctgcgecggece

gagtctggcyg
ggcttcaaca
gaatgggttyg
ggccgtttca
ctgcgtgctg
gctatggact
cccagcgtgt
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aaccacaagc
gc

gtggcctggt
ttaaagacac
caaggattta
ctataagcgc
aggacactgc
actggggtca
tccctetgge
tgaaggatta
gcgtgcacac
tgaccgtgcce
ccagcaatac

Figura 23 SEQ ID No.78 : 4D5L

acccagtccce
gccagtcagg
aaactactga
tccagatctyg
acttattac:t
gagatcaaac
cttaagtctyg
aaagtacag:-
gagcaggaca
gactacgaga
gtcacaaaga

cgagctccct
atgtgaatac
tttactcgge
ggacggattt
gtcagcaaca
gtacggtgge
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggdacag

aacacaaagt
gcttcaacag

gtccgectet
tgctgtagcc
atccttecte
cactctgacc
ttatactact
ggcgccatcet
tgttgtgtgc
taacgccctce
cacctacagce
ctacgcctgce

gggagagtgt

gcagccaggyg
ctatatacac

tcctacgaat
agacacatcc
cgtctattat
aggaaccctg
ccccagetcece
cttcccagag
ctttccecgece
cagcagcagc
caaggtggat

gtgggcgata
tggtatcaac
tactctggag
atcagcagtc
cctecccacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc
tgaggcgecge

Figura 24 (SEQ ID No.79): Vector pYD4D5hc

agccgccgac
accggtcgee
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcgcgeegga
aaatacaata
ctattttteo
ctazaaaact
ctataattta
tgctgcagaa
ctcectecgte
cgcactgctc
aattggcagt
gatgataatc
atttttogate
tttcaacatt
attgttaata
gcagctgtaa
attzagatgce
caggaactga
tctttgtcaa
tacaaatcac

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaacz
ctggggtaac
aaactgcata
caaatgtaac
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tccgatgtaa
tacttttcaz
ttecegttace
aagacaatt:
tcctattag:
ttcacggat=:
cgtectegte
cgaacaataa
aacctggccce
cgattagtt:z
tattaacaga
ttcggtttg:o
tacctcetata
tacgactcac
agttacttcyg
caactatatg
cgactactac
taacgtttg:

cccteccgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggategyg
tacttcatac
ttgcttcagt
caaaatcgac
ttctccgtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
agaagccgcc
ttcaccggte
agattctaca
cacaaacctt
tttagcctta
tatataaatg
attacttctt
ctttaacgte
tatagggaat
ctgtttttca
cgagcaaatc
tttggccaac
cagtaattgc
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gaagactctc
ctcgegeege
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagcceget
tttgtteccca
acaacatgtt
atactttata
gcctgccata
agatgaatgt
gagcgggtga
gegttcetga
atactagctt
caaatgaacg
tttctggggt
caaaaactgc
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagctaa
atattttctg
ccctcaccaa

gggaaggcaa
ggttctcacc

ctcecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
ctgtactttt
ttcccatgta
tagctatteca
tttcaatttg
gaatcgaatc
cagccctcocg
aacgcagatg
ttatggttat
aatcaaatta
aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aaccecggat
ttctactteca
ttattgcttc
ctttagaatc
tgcaaggagt
cctcaacaac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
692

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
661

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



tagcaaagge
tggtggttct
goaaggcoccaa
gggoctoacto
ctgggtgegt
tggttatact
cagaaacaca
ttgttctaga
ggtcaccgtc
caagagcaca
gooogtgace
cgbgotgoag
coebgggeaca
taagqaaggtyg
taagtttaaa
ccactgtact
gttttoceat
atatagctat
atatttcaat
tgtgaatcga
tecagtaataa
acaccabtbg
geatcaccaa
ctcoteotbgeo
cotgothety
agtatgttgos
tggtattctt
accagagcca
gtgcctgaac
tecaattgtte
agagocacatt
ctacctgtga
actoacgtgc
accgaattto
tgataataat
tttaatgatg
tggattttag
acaaaggtit
aaagcagatt
tttegtgtgt
aggaagagca
cggaaaacaa
tatttatatt
ggtggcactt
tcasatatgt
aqgaagagta
tgecttecty
ttgggtgcac
tttocgooccog
gtattatcce
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actogocttg
accacgatgc
actctagett
cttotgoget
cqtgaggtoto
gttatetaca
ataggtgoct
tagattgatt

agccoocataa
ggtggtugty
ggttctgagg
cgtttgtoct
caggococcogg
agatatgceocyg
geectacctyge
tggggagggg
tcctoggeta
tococggoggea
gtgagctgga
toccagoggoe
cagacctaca
gagcoccaaga
cocogotgate
tttageteogt
gtazatatcct
tcacttctat
ttgttataaa
atcctaagag
cctattbett
toetocacaco
cattttotgg
tteocaaccea
aatcaaacaa
agtcottttgg
goccacgactc
aaacatcctc
tatttttata
tctttctatt
ctgeggecto
aattaataac
tcaatagtca
ttgaagacga
ggtttcttag
gaataatttg
aaagtaaata
aasaaatttc
aaatagatat
ggtottctac
agataaaagqg
aaactatttt
aazaaattta
ttcggggaaa
atcocgoteat
tgagtattea
LLttttgoctee
gagtgggtta
aagaacgttt
gtgttgacgo
ttgagtactoc
gecagtgotgo
gJaggaccgas
atcgttagga
ctgtagcaat
cocggeaaca
cggoccttoe
goggtatcat
cgacgggoag
cactgattaa
tazaacttca
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acacacagta
gttctoggtyg
ttcaactagt
gtgcageotto
gtaagggcoct
atagcgtcaa
agatgaacaq
acggotboeta
goaccaagdgg
cogoogooct
acagoggogc
tgtactcoct
tobtgeaatgt
gotgogogygc
tgataacaac
acaaaataca
tttctatttt
acactaaaaa
ttocctataat
aattgggcaa
agcatttttg
teocgoettaca
cgtcagteca
gtoagaaate
gggaataaac
aaatacgagt
atctoccgtgc
cttaggttga
tgoctitttaca
gggcacacat
tgtgotetge
agacatactc
ccaatgccoct
aagggeoctog
gacggatcge
ggaatttact
aagaaggtag
aatadaaaygc
acattocgatt
acagacaaga
tagtatttgt
ttctttaatt
aattataatt
tgtgcgocgga
gqagacaataa
acatttococgt
cocagaaacy
catcgaactyg
tccaatgatg
cgggoaagayg
accagtcaca
cataaccatqg
ggagctaacc
accggagotyg
ggcaacaacd
attaatagac
ggctggetgg
tgcageoactg
toaggoaact
gocattggtaa
tttttaattt

tgttittaag
tggtggttct
ggagtctggce
tggcttecaac
ggaatgggtt
gggocgtite
cotgogtgel
tgctatggac
cococcagogtg
gggctgoctg
cctgaccagco
gagcagogtyg
gaaccacaag
cocacatcat
agtgtagatg
atatactttt
toegttoocgtt
actaagacaa
ttatcctatt
gtgcacaaac
acgaaatttg
toaacaccaa
ccagotaaca
gagttocaat
gaatgaggtt
cttttaataa
agttggacga
ttacgaaaca
agacttgaaa
ataataccca
aagocogoaaa
caagctgooct
coctottage
tgatacgoct
ttgcctgtaa
ctgtgtttat
aagagttacg
gtacttitaca
aacgataagt
tgaaacaatt
tggegatoco
tcttttttta
atttttatag
acccctattt
coctgataaa
gtogocotta
cLggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactoggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgeocaaac
Lggatggagy
tttattgetg
gogocagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
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cttctgcagg
goctagcatga
ggtggcotygyg
attaaagaca
gqroaaggattt
actataageg
gaggacactg
tactggugtc
ttcoccocctotgg
gtgaaggatt
ggogtgcaca
gtgaccgtge
ceccagcaata
caccatcace
taacaaaatc
catttotoog
accaacttta
ttttaatttt
agtagctaaa
aatacttaaa
ctattttgtt
taacgocatt
taaaatgtaa
ccaaaagttec
tetgtgaage
ctggcaaacc
tatcaatgcc
cgccaaccaa
ttttecttge
geaagtecage
ctttcaccaa
ttgtgtgett
cctoctoottt
atttttatag
chttacacgcyg
ttatttttat
gaatgaagaa
Ltatatattta
aaaatgtaaa
cggcattaat
cctagagtet
ctttctattt
cacgtgatga
gtttattttt
tgcttocaata
ttooctttth
taazagatgo
gocggtaagat
aagttctgct
gcogcataca
ttacggatygg
ctgocggocaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgy
cggataaagt
ataaatectgg
gtaagococto
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat

ctagtggtgg
ctggtggcca
tgcagoccagg
cctatataca
atcctacgaa
cagacacatc
cogtetatta
aaggaaccok
cccocageto
acttcocaga
coctttococcoge
coagoageag
cocaaggtgga
attgattaat
gactttgttc
taaacaacat
cacatacttt
gotgoctgoc
aaaagatgaa
taaatactac
agagtctttt
taatctaago
goteteyggyy
acctgtocoa
tgcactgagt
gaggaactolt
gtaatcattg
gtatttocgga
aataaccggg
atcggaatct
tggaccagaa
aatcacgtat
tocttttttocg
gttaatgtca
cotogtatcot
gttttgtatt
aaaaaaataa
ttagacaaga
atcacaggat
acctgagagc
tttacatett
ttaatttata
aaaggaccca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgoggoattt
tgaagatcag
cctitgagagt
atgtggcgog
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agcoggtgag
cogtatogta
gatogotgag
atatatactt
cctttttgat

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2040
2700
2760
2820
2880
2940
a000
060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
ieel
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340



aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcttgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttcgee
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagctggce
gtgagttacc
ttgtgtggaa
gccaagctcg

EVQLVESGGG
ADSVKGRFTI
ASTKGPSVEP
GLYSLSSVVT

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcccecac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgctg
cggatatcca
ccatcacctg
caggaaaagc
ctcgettcete
cggaagactt
agggtaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagcetce
cgatgtaaca
cttttecattt
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
cacggattag
tcetegtett
aacaataaag
cctggcececea
attagttttt

ccaaaatccce
aaggatcttc
caccgctacc
taactggctt
gccaccactt
cagtggctgc
taccggataa
agcgaacgac
ttcececgaage
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttectge
ataccgctcc
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgc
gaattaaccc
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ttaacgtgag
ttgagatcc:
agcggtggte
cagcagagcyg
caagaactc:T
tgccagtggce
ggcgcagcgg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggecttz
gttatccce:
ccgcagccga
acgcaaaccg
tcececgactgg
ggcaccccag
ataacaatt:
tcactaaagg

ttttcgttce
ttttttctgce
tgtttgccgg
cagataccaa
gtagcaccgc
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
gggaacgcct
tttttgtgat
ttacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagc
cctcecteceeeg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
gaacaaaagc

actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tggccttttyg
ataaccgtat
gcagcgagtc
cgcgttggcece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc
acagctatga
tggctagt

Figura 25 (SEQ ID No.80): 4D5hp

LVQOPGGSLRL SCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWVAR
SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCSRWG GDGEYAMDYW
LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSC

Figura 26 (SEQ ID No0.81): Vector pYD4D5hI

agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgcecta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtc
ggggccgage
ctggcctttt
taccgccttt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcctatg
ccatgattac

IYPTNGYTRY
GOGTLVIVSS
HTFPAVLQSS

agccgeccgac
accggtegece
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata
gatgacccac
ccgtgecagt
tccgaaacta
tggatccaga
cgcaacttat
ggtggagatc
gcagcttaac
ggccaaagta
cacagagcac
agcagactac
gcccgtcaca
aaatcgactt
ctccgtaaac
ctttacacat
attttgetge
ctaaaaaaac
aagccgccga
caccyggtcecge
attctacaat
caaaccttca
tagccttatt

cgggtgacag
ttecctgaaac
ctagctttta
atgaacgaac
ctggggtaac
aaactgcata
ceaatgtaac
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tccecgages
caggatgtga
ctgatttac:
tetggoacgy
tactgtcagce
azacgtacgg
tctggaactyg
cagtggaagqg
gacagcaagqg
gagaaacaca
aagagcttca
tgttcccact
aacatgttt:
actttatata
ctgccatatz
atgaatgtga
gcgggtgaca
gttcctgaaa
actagcetttc
aatgaacgaa
tectggggtaa

ccctecgaag
gcagatgtgce
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
ccecggategg
tacttcatac
ttgcttcagt
ccctgteecge
atactgctgt
cggcatcctt
atttcactct
aacattatac
tggcggcgee
cctetgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc
acaggggaga
gtacttttag
cccatgtaat
gctattcact
tcaatttgtt
atcgaatcct
gccctccgaa
cgcagatygty
atggttatga
tcaaattaac
ttaatcagcg
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gaagactctc
ctcgegeege
Jgaggaaazaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactageca
attttcaatt
gctageegcet
ctctgtggge
agcctggtat
cctctactet
gaccatcagce
tactcctcce
atctgtcttc
gtgcctgetg
cctccaatcg
cagcctcagce
ctgcgaagtc
gtgttgaggc
ctcgtacaaa
atccttttet
tctatacact
ataaattccect
aagagaattg
ggaagactct
ccteygegecy
agaggaaaaa
aaccatagga
aagcgatgat

ctcegtgeat
actgctccga
tggcagtaac
gataatygcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgqg
gatagggtca
caacagaaac
ggagtcecett
agtctgcage
acgttcggac
atcttcccge
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagyg
gcgccggatce
atacaatata
atttttcgtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ctgcagaatt
cctccgtgeyg
cactygctceccy
ttggcagtaa
tgataatgcg
ttttgatcta

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6468

60
120
180
223

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

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



ttaacagata
cggtttgtat
cototatact
cgactcacta
ttacttcoget
actatatgeg
actactattt
acgtttgtca
acacagtatg
toctggtggtg
gtggagtctyg
tetggettea
ctggaatggy
aagggooght
agootgegtg
tatgoctatgg
ggococcagog
ctgggctgoc
gocctgacca
ctgagcageog
gtgaaccaca
googoacabe
acagtgtaga
caatatactt
tttagttoog
aaactaagac
atttatccta
aagtgcacaa
tgacgaaatt
catcaacacc
caccagotaa
togagttcca
acgaatgagg
gtcttttaat
gecagttggac
gattacgaaa
caagacttga
atataatacc
goaagoogoa
tocaagotge
ctocococtetig
cgtgatacgo
geottgocigt
ctctgtgttt
agaagagtta
gogracttta
Ltaacgataa
gatgaaacaa
gttggogato
trtotttitt
ttatttttat
gaaczccctat
aaccctgata
gtgtogococct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactogg
cCagaaaagca
tgagtgataa
cogotttttt

tataaatgca
tacticttat
ttaacgtcaa
tagggaatat
gtttttcaat
agcaaatcce
tggocaacgyg
gtaattgcgyg
tttttaagct
gtggttotac
goggtggect
acattaaags
ttgocaaggat
teactataag
ctgaggacac
actactgggg
tgttcocctet
tggtgaagga
gcggogtgea
tggtgacegt
agcccagcaa
atcaccatea
tgtaacaaaa
ttcatttcte
ttaccaactt
aattttaatt
ttagtagcta
acaatactta
tgoctattttg
aataacgcca
cataaaatgt
atccaaaagt
ttictgtgaa
aactggcaaa
gatatcaatg
CACYCCAACT
aattttocctt
cagcaagtcea
aactttcace
ctttgtgtge
goeoctotoct
ctatttttat
aacttacacg
atttattttt
cggaatgaag
catatatatt
gtazaaatgta
ttcggcatta
coccctagagt
tactttotat
agecacgbgat
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
tazagttctg
tocgocogoata
tottacggat
cactgoggoe
goacaacatg
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aaaactgcat
Lcaaatgtaa
gJgagaaaaaa
taagctaatt
attttctgtt
ctoaccaact
gqaaggcaaty
ttoctocacooo
tctgcagget
tagcatgact
ggtgcagoca
cacctatata
ttatecctacy
cgoagacaca
tgocogteotat
tcaaggaacs
ggcccoccago
ttacttccca
cacctttcce
gocccagcagce
taccaaggtyg
cecattgatta
togactbtgt
cgtaaacaac
tacacatact
Lhgotgoety
aaaaaagatg
aataaatact
ttagagtctt
tttaatctaa
aagctotegg
tcacctgtce
gotgoactga
cogagoaact
ccgtaatcat
aagtatttcyg
goaataacoy
gratcggaat
aatggaccayg
tLaatcacgt
tttetttttt
aggttaatgt
cgoctogtat
atgttttgta
aaaaaaaaat
tattagacaa
aaatcacagy
atacctgaga
cttttacatec
ttttaattta
Jaaaaggacc
ttctazatac
taatattgaa
tttgcogeoat
gctgaagate
atccttgaga
ctatgtageg
cactattcte
ggoatgacag
aacttactte
ggggatcatg

aaccacttta
taaaagtatc
cocooggatog
ctacttcata
attgcttcag
ttagaatcga
caaggagttt
tcaacaacta
agtggtggtg
ggtggocageo
gggggctcac

cactggglge
aatggttata

toccaaaaaca
tattgtteta
chggtocaccy
tocaagagoa
gagcccgtga
gcoccgtgotgeo
agcotgggca
gataagaaqgg
attaagttta
tococactgta
atgttttece
ttatatagct
cocatatttca
aatgtgaatc
actcagtaat
ttacaccatt
gogoatcace
ggotetottg
cacctgottc
gtagtatgtt
cttggtattc
tgaccagagco
gagtgcctga
ggtcaattgt
ctagageaca
aactacctgt
atacteoacgt
cgaccgaatt
catgataata
cttttaatga
tttggatttt
aaacaaaggt
gaaaagcaga
attttcgtgt
gcaggaagag
ttcggaaaac
tatatttata
caggtggoac
attcaaatat
azaggaagag
tttgcocttce
agttgggtgc
gttttogeceo
cogtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactocgoct
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actaatactt
aacaaaaaat
gactactagc
cattttcaat
ttttagcaca
cgccgtactc
ttgaatatta
geaaaggcad
gtggttctgg
aaggccaaga
tococgtttgte
gtecaggocec
ctagatatge
cagoectacct
Jatggdgagd
toctecteggo
cotooggogy
ccgtgagctg
agtccagcgg
coccagaccta
tggagccocaa
aaccogotga
cttttagote
atgtaatatc
attcacttet
atttgttata
gaatcctaag
aacctatttc
tgtctoccaca
aacattttet
ccttocaace
tgaatcaaac
gcagtctttt
ttgoccacgac
caaaacatcc
actattttta
tctectttecta
ttetgoggeo
gaaattaata
gectcaatagt
tettgaagac
atggtttctt
tggaataatt
agaaagtaaa
ttaaaaaatt
ttaaatagat
gtggtcttct
caagataaaa
aaaaactatt
ttazaaaatt
ttttegggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
cocgtgttgac
ggttgagtac
atgeoagtget
cggaggaccey
tgatcgttgyg

tocaacattit
tgttaatata
agctgtaata
taagatgcag
ggaactgaca
Lttgtcaacy
caaatcagta
cococataaac
tggtggtggt
ggttcaacta
ctgtgcaget
gggtaagggce
cgatagogte
goagatgaac
ggacggotte
tagcaccaag
cacogoogoo
gaacagoggo
cctgtactcc
catctgoaat
gagctgogoeg
totgataaca
gtacaaaata
cttttctatt
atacactaaa
aattcctata
agaattgggc
ttagcatttt
cochtocgotia
ggogtoagtc
cagtcagaaa
aagggaataa
ggaaatacga
tcatoctoogt
toccttaggit
tatgctttta
ttgggocacac
totgtgotet
acagacatac
caccaatgoo
gaaagggcch
aggacggatc
tgggaattta
taaagaaggt
tcaacaaaaa
atacattcga
acacagacad
ggtagtattt
ttttctttaa
taaattataa
aatgtgogog
atgagacaat
caacatttcc
cacccajaaa
tacatcgaac
tttoccaatga
gocogggocaaq
tcaccagtca
goocataacca
aaggagctaa
gaaccggago

1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
2300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
2480
5520



tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
cbttttttel
tttgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
gggggaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctectccece
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa

DIQMTQSPSS
RFSGSRSGTD
SDEQLKSGTA
LSKALYEKHK

Figura 28 SEQ ID N0.427 : plasmido pYD1dX dCH1dCH3 Fcab wt

cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcecc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaac
ccactgagcc
gcgceglbaalc
ggatcaagac
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tceggtaage
ctggtatcett
atgctecgteca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgac
cgcgegttge
cagtgagegce
ctttatgctt
aaacagctat
gctggctagt

LSASVGDRVT
FTLTISSLQP
SVVCLLNNEY
VYACEVTHQG
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gacgagcgtyg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tcecegtateg
cagatcgctyg
tcatatatac
atcctttttyg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgz:
ctcgetctge
gggttggacz
tcgtgcacac
gagcattgag
ggcagegteg
tatagtcctyg
ggggggccga
tgctggect=
attaccgccz
tcagtgagcg
ccgattcatz
aacgcaatta
ccggctceccta
gaccatgatz

acaccacgat
ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtygc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tecgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct

gcctgtageca
ttcccecggcaa
ctcggceectt
tcgecggtate
cacgacgggc
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcecegaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttecet
tgataccgct
agagcgccca
gcacgacagqg
cctcactcat
aattgtgagc
cggaattaac

Figura 27 (SEQ ID No.82): 4D5Ip

ITCRASQDVN TAVAWYQOKP GKAPKLLIYS
EDFATYYCQQ HYTTPPTFGQ GTKVEIKRTV
PREAKVOWKY DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD
LSSPVTKSFN RGEC

atggcaacaa
caattaatag
ccggcectgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtyg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgte
aacgcggcet
gcgttatcee
cgccgcagec
atacgcaaac
tttcecegact
taggcacccce
ggataacaat
cctcactaaa

ASFLYSGVPS
AAPSVFIFPP
STYSLSSTLT

acggattaga
cctcgtcectte
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgctg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ccccatgtcee
caaaggacac
gccacgagga
ccgtgctgceca
ccctgectge
agcctatccce

agccgccgac
accggtcgece
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcccecc
ggccaacggc
taattgcggt
ttttaagctt
tggttctget
taaggtacca
cgccectgac
cctgatgatc
cccagaggtce
gcctagagac
ccaggattgce
cccecatecgac
taaccctctce

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaa:
ctggggtaacz
aaactgcata
caaatgtaacz
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcaccaact:
aaggcaatgc
tctcaccceT
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccgagc
ctgctgggeyg
tccecggacce
aagttcaac:t
gagcagtaca
ctgaatggca
aagaccatc:t
ctcggtcectcg

ccctcececgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtagg
gtggacagca
ccaagagcag
gccecttecgt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggccaa
attctacgcg
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gaagactctc
ctcgcgecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gccgtactcet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtcgyg
cgacaagaca
gttcctgttce
ctgtgtggty
cggcgtggag
gtgcaaggtg
gggccagcct
taccggtcat

ctcecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgtc
cctcccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
agcygtgcectga
agcaacaagg
cgagaaggta
catcaccatc

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
©540
6600
0660
6720
0780
6840
6900
6960
7020
7080
7100

60
120
180
214

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



accattgagt
tagagggocc
tacocggtcat
agatgtaaca
cttttoattt
cogttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgotatt
accaataacyg
taacataaaa
coaatocaaa
aggtttotgt
aataactgge
gacgatatca
aaacacgcca
tgaaattitc
acccagocaaqg
geaaactitc
tgococtttgty
ttggoootot
cgoctatttt
tgtaacttac
tttatttatt
tLacggaaty
ttacatatat
taagtaaaat
caattcggea
atcccocooctag
ttttacttte
tatagcacgt
tatttgttta
ataaatgctt
cottattoce
gaaagtaaaa
caacagoggt
Ltttaaagtt
cggtogoogo
geatocttacy
taacactgeog
tttgeacaac
agqooatacca
caaactatta
ggaggoggat
tgctgataaa
agabtggtaay
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggty
gttocactga
tctgocgogta
gcoggatcaa
accaaatact
accgocctaca
gtocgtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatcoggta
cgoctggtat
gtgatgctcg

ttaaacccgo
ttcgaaggta
catcaccatc
aaatcgactt
ctcegtaaac
ctttacacat
attttgctge
ctaaaaaaaqg
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaate
tgtaagctet
agttecacctyg
gaagotgoac
aaaccgagga
atgccocgtaat
accaagtatt
ctigcaataa
tcagcatcgg
accaatggac
tgcttaatca
cottttotbtt
tataggttas
acgcgoctoeg
tttatgkbttt
EEGEEEEEET]
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctyg
agtcttttac
tattttkbaat
gatgaaaagg
tttttctaaa
caataatatt
ttitttgcgg
gatgctgaag
aagatcoctiyg
ctgctatgtyg
atacactatt
gatggcatga
gocaacttac
atgggggate
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tetggagoog
cectecogta
agacagatcg
tactcatata
aagatocttt
gegteagace
atctgctgct
gagctaccasa
gtccttotag
tacctcgctc
accgggttgyg
ggttocgtgea
cgtgagcatt
agoggoaggg
ctttatagte
tcaggggggc
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tgatctgata
agcctatcoce
accattgagt
tgttocccact
aacatgtttt
actttatata
ctgccatatt
atgaatgtga
actactcagt
ctitttacacc
taagcgeate
cggggetote
tcoccacctge
tgagtagtat
actottggta
cattgaccayg
tcggagtgcoe
cocgggtcaat
aatctagagce
cagaactacc
cgtatactca
tttegacoga
tgtcatgata
tatcttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggattttcg
agagcaggaa
atcttcocggaa
ttatatattt
acccaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattitgeoct
atcagttggg
agagttttoeyg
gogoggtatt
ctoagaatga
cagtaagaga
ttoctgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagegtygyg
tocgtagttat
ctgagatagqg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttec
tgtageccocgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagecceag
Jagaaaqgcgc
tocggaacagg
ctgtegggtt
cgagcoctatg

acaacagtgt
taaccctotco
ttaaacccgc
gtacttttag
coccatgtaat
gctattcact
tcaatitgtt
atcgaatcoct
aataacctat
atttgtctco
accaacattt
thgococttcca
ttetgaatea
gttgoagtet
LLottgocac
agccaaaaca
tgaactattt
tgttctcttt
acattctgcg
tgtgaaatta
cogtgctcaat
atttettgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
gogtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtct
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cactittcgg
tatgtateccg
gagtatgagt
toctgtitttt
tgcacgagtg
cooocgaagaa
atcocgtgtt
cttggttgag
attatgecagt
gatcggagga
ccttgatogt
gatgcctgta
agcttcoocgg
gocgotoggoc
gtotogoggt
ctacacgacy
tgocctocactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtyg
atagttaccyg
cttggagega
cacgocticco
agagcgcacg
tocgocaceto
gaaaaacgca
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agcggcoget
ctoggtotog
tgatctgata
ctogtacaaa
atccttttet
tctatacact
ataaattcct
dagagaattyg
ttcttagcat
acacctocogo
tctggogtea
acccagtcag
aacaagggaa
tttyggaaata
gactcatctco
tococtoocttay
ttatatgctt
ctattgggca
gcctoctgtge
ataacagaca
agtcaccaat
gacgaaaggg
cttaggacyy
atttgagaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
tcoctacacaga
aaaggtagta
attttttett
atttaaatta
ggaaatgtgc
ctecatgagac
attcaacatt
gctcacocag
ggttacatcg
cgttttecaa
gacgooggyo
tactcaccag
gectgeccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttcocggoetyg
atcattgcag
ggcagtcaqgy
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tottottgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgctgoca
gataaggcgc
acgacctaca
Jaadgdadasa
agggagettc
tgacttgage
agcaacgogg

cgatcgagtc
attctacgog
acaacagtgt
atacaatata
atttttogtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ggcaagtgca
ttttgacgaa
ttacatcaac
gtocaccage
aaatcgagtt
taaacgaatyg
cgagtotttt
cgtgcagttyg
gttgattacg
ttacaagact
cacatataat
tctgcaagcc
tactccaagc
gocctoocto
cotogtgata
ategettgee
ttactctgtg
agtagaagag
aaagegtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggcg
taatttcttt
taattatttt
goggaacocs
aataaccctg
toocgtgtoge
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagbyga
taaccgottt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gotggtttat
cactggggoo
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcotttttt
tggtttgttt
gagocgcagat
actoctgtage
Jtggcgataa
agcggtoggyg
cogaactgag
aggcggacag
caggggggaa
gtcgattttt
cctttttacg

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2220
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3380
3420
2480
3540
3800
3660
3720
3780
3840
3300
3380
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4880
4740
4800
4860
4920
4980
5040



gttcctggee
tgtggataac
cgagcgcagc
ccccecgegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc
aaagctggct

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggcccoccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttecgectg
ctatatgcga
ctactatttt
cgbttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
cceccatgtec
caaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccctgectge
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgecatga
aatgagcggce
tctecteggt
ccgctgatet
ttagctecgta
Laatatcctt
cacttctata
Lgtlhataaat
tcctaagaga
ctatttctta
ctccacacct
attttetgge
tccaacccag
atcaaacaag
gtcttttgga
ccacgactca
aacatcctcc
atttttatat
ctttctattg
tgcggectet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttettagg

ttttgctgge
cgtattaccc
gagtcagtga
tggccgattce
cgcaacgcaa
cttcecggetce
tatgaccatc
agt
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cttttgctca
cctttgagtyg
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
ctatgttgtyg
attacgccaa

catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgc
ctggcacgac
ttacctcact
tggaattgtg
gctcggaatt

cctgcgttat
gctcgccgceca
ccaatacgca
aggtttcccg
cattaggcac
agcggataac
aaccctcact

cccctgatte
gccgaacgac
aaccgcctct
actggaaagc
cccaggcettt
aatttcacac
aaagggaaca

Figura 29 (SEQ ID No.428): PYD1dX dCH1 Fcab wt

agccgccgac
accggtcges
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
atzaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaac
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcccc
ggccaacgge
taattgcggtl
ttttaagett
tggttctget
tazggtacca
cgcccctgac
cctgatgate
cccagaggtc
gecctagagac
ccaggattge
cceccategac
cctgccceca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgecac
cgctegatee
ctcgattcta
gataacaaca
cazaatacaa
ttctattttt
cactaaaaaa
Lececlbataalt
attgggcaac
gecatttttga
ccgettacat
gtcagtccac
tcagaaatce
ggaataaacc
zaatacgagtc
tctccgtgea
ttaggttgat
gcttttacaa
ggcacacata
gtgctctgea
gacatactecc
caatgccctce
agggcctegt
acggatecget

cgggtgacaqg
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaaz
aaactgcata
caaatgtaac
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcaccaact
aaggcaatgce
Lctcaccee
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccgage
ctgctgggceyg
tcccggacce
aagttcaac:
gagcagtaca
ctgaatggeca
aagaccatcz
tcococgggatg
cccagcgaca
acgcctceceyg
aagagcagg:z
aaccactaca
agtctagagy
cgcgtaccgyg
gtgtagatgz
tatacttttc
cglblbceglia
ctaagacaac
tatcctatta
tgcacaaaca
cgaaatttgc
caacaccaac
cagctaacaz
agttccaatce
aatgaggtt=
ttttaataac
gttggacgac
tacgaaacac
gacttgaaacz
taatacccag
agccgcaaac
aagctgccetz
cctocttggece
gatacgccta
tgcctgtaac

ccctecgaaqg
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgecttcagt
Ltagaatcgac
aaggagtttt
caacaaclag
gtggtggtgg
gtggacagca
ccaagagcag
gccctteegt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggccaa
agctgaccaa
tcgecgtgga
tgctggacte
ggcagcagag
cacagaagaqg
gccettecgaa
tcatcatcac
aacaaaaltcg
atttctcegt
ccaactttac
tttaattttyg
gtagctaaaa
atacttaaat
tattttgtta
aacgcecattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaaget
tggcaaaccg
atcaatgccg
gccaaccaaqg
tttccttgea
caagtcagca
tttcaccaat
tgtgtgctta
ctctcetttt
tttttatagg
ttacacgcge
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gaagactctc
ctegegeege
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gccgtactcect
tgaatattac
caaaggcagc
tggttectggt
aatgggtcgg
cgacaagaca
gttcctgtte
ctgtgtggtyg
cggcgtggag
ccgcgtggtg
gtgcaaggtyg
gggccagect
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcec
gaacgtcttc
ccteteectyg
ggtaagccta
catcaccatt
actbtgttcc
aaacaacatg
acatacttta
ctgcectgeca
aaagatgaal
aaatactact
gagtctttta
aatctaageyg
ctetegggge
cctgteceac
gcactgagta
aggaactctt
taatcattga
tatttcggag
ataaccgggt
tcggaatcta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttcga
ttaatgtcat
ctegtatett

ctcegtgegt
actgcteccga
tggcactaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccaltaaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgte
cctccocecaage
gtggacgtca
gtgcacaacg
agcgtgctga
agcaacaagqg
cgagaaccac
agcctgacct
aatggccagc
ttcttecectet
tcatgctecyg
tcteceoggta
tccctaacce
gagtttaaac
cactgtactt
ttttecececatg
Latagclall
tatttcaatt
gtgaatcgaa
cagtaataac
caccatttgt
catcaccaac
tetettgeet
ctgecttetga
gtatgttgeca
ggtattcttg
ccagagccaa
tgcctocaact
caattgttct
gagcacattc
tacctgtgaa
ctcacgtget
ccgaatttcet
gataataatg
ttaatgatgg

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5473

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000



aataatttgg
aagtaaataa
aaaaatttca
aatagatata
gtcttctaca
gataaaaggt
aactattttt
aaazatttaa
tcggggaaat
tcegeteatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgcc
tgagtactca
cagtgctgcc
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcccttccg
cggtatcatt
gacgggcagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctgct
accggataag
gcgaacgacc
tcececgaaggy
cacgagggag
cctctgactt
cgcragcaac
ctttcctgcy
taccgctcgc
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct

gaatttacte
agaaggtaga
acaaaaagcg
cattcgatta
cagacaagat
agtatttgtt
tetttaattt
attataatta
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcegtyg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcett
gcggtggttt
agcagagcgc
aagaactctg
gcecagtggeg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggyg
gagcgtecgat
geggectttt
ttatcccctg
cgcagccgaa
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagqg
Laacaatttc
cactaaaggg
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tgtgtttatt
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggcgatccoce
ctttttttac
tttttatage
cccctatttyg
cctgataaat
tcgeccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcogteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggagge
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgtteeca
tttttetgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgcc
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
ggaacgcctyg
ttttgtgatyg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg
ctctcececege
aagcgggceag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct

tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtctt
CLtctatttt
acgtgatgaa
tttatttttc
gcttcaataa
tcecetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggccaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggc
gcataaagtt
taaatctgga
taagccctcc
azatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctgce
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tettaccggg
goggggtteg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggecttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggeceg
tgagcgcaac
tatgctteeg
cagctatgac
ggctagt

230

ttttgtattt
aaaaaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cclLgagagca
ttacatcttc
taatttatat
aadgacccag
taaatacatt
tattgaaaaa
gecggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
togtggcgcyy
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgagce
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggccgagceco
Lggceccettttyg
accgcctttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctecctatgt
catgattacg

ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttegtgtgtyg
ggaagagcaa
ggaaaacaaa
atttatatta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttcecctgt
tgggtgcacyg
ttcgcceccga
tattatcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgcece
ctctagecttc
ttctgcgete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgccte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacgcet
caggagagcyg
ggtttcgcca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggca
tgagttacct
tgtgtggaat
ccaagctcgg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5677
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