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DESCRIPCION
Fragmentos de anticuerpos monomeéricos disefiados mediante ingenieria genética
Referencia al listado de secuencias

Esta aplicacion se ha presentado electronicamente a través de EFS-Web e incluye un listado de secuencias enviado
electrénicamente en formato .txt. El archivo .txt contiene wun listado de secuencias titulado
"PC071962_SEQUENCE_PROJECT_FILE_ST25.ixt" creado el 7 de diciembre de 2012 y que tiene un tamafio de
173 KB. El listado de secuencias contenido en este archivo .txt forma parte de la memoria descriptiva y se incorpora
en el presente documento por referencia en su totalidad.

Campo

La presente invencion se refiere a fragmentos de anticuerpos monoméricos disefiados mediante ingenieria genética
(por ejemplo, polipéptidos monoméricos que contienen Fc) que comprenden uno o mas sitios de glicosilacion unidos
a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3. La invencion se refiere
también a procedimientos para preparar dichos fragmentos de anticuerpos monoméricos disefiados mediante
ingenieria genética y a su uso en diagndstico y terapia.

Antecedentes

En la década pasada se han usado anticuerpos y sustancias biolégicas de fusidon con Fc como moléculas
terapéuticas para el tratamiento de diversas enfermedades. La mayoria de anticuerpos en el mercado son
anticuerpos de longitud completa (por ejemplo, IgG) debido a sus semividas largas que permiten una dosificacion
menos frecuente a los pacientes. Véase, por ejemplo, Lobo y col., J. Pharm. Sci. 93, 2645-2668 (2004). Una IgG de
longitud completa esta compuesta por dos fragmentos Fab idénticos que estan vinculados por la forma dimérica de
los fragmentos Fc a través de dos regiones bisagra idénticas. Mientras que la region Fab es responsable del
direccionamiento del antigeno, la region Fc de la IgG se ha implicado en el tiempo de supervivencia prolongado del
anticuerpo en suero mediante la ruta de recirculacion del receptor Fc neonatal (FCcRn). Véase, por ejemplo, Brambell
y col., Nature 203, 1352-1354 (1964) y Raghavan y col., Biochemistry 34, 14649-14657 (1995). La constante de
asociacion intrinseca para la union monovalente por cada Fab se denomina normalmente como la afinidad del
anticuerpo, mientras que la capacidad de unién bivalente de dos Fab en un anticuerpo IgG intacto se denomina
como la avidez del anticuerpo. En algunos casos, el equilibrio de union aparente debido a la avidez de la IgG puede
aumentarse hasta 100 veces en comparacion con la afinidad del Fab. Véase, por ejemplo, Ways y col., Biochem
J216, 423-432 (1983). Con fines terapéuticos, sin embargo, la bivalencia de IgG no siempre seria necesaria o
deseada. Por ejemplo, una IgG terapéutica no aprovecharia la avidez si las dianas son moléculas solubles
monoméricas. Adicionalmente, si las dianas son moléculas solubles multiméricas, la naturaleza dimérica de 1gG
puede dar como resultado la formacion de una red reticulada en el plasma que conduce a la formaciéon de
agregados. Véase, por ejemplo, Marrack, Annu. Rev. Microbiol. 9, 369-386 (1955). Ademas, cuando las dianas que
se van a antagonizar estan sobre una superficie celular, la uniéon de dos dianas de la superficie celular mediante una
Unica 1gG puede dar como resultado una actividad agonista no deseada mediante reticulacion o union de las dos
moléculas por el anticuerpo. Véase, por ejemplo, Prat y col., J. Cell. Sci. 111 9Pt2), 237-247 (1998). Ademas,
algunas IgG de tamafio completo presentan una mala penetracion en tejidos, especialmente tumores sélidos, y una
union mala o ausente a regiones de algunos antigenos que estan ocluidas y solo pueden ser accesibles por
moléculas de tamafio mas pequefio. Véase, Ying y col., J. Biol. Chem. (2012). Por consiguiente, para superar los
potenciales inconvenientes asociados con la bivalencia de los anticuerpos terapéuticos y las proteinas diméricas de
fusion con Fc, se han explorado recientemente para diversas dianas terapéuticas anticuerpos de "un Unico brazo",
proteinas de fusién con FC de "un Unico brazo", o una variedad de fragmentos de anticuerpos de tamafio mas
pequerio, con el fin de mejorar la actividad biolégica, la biodisponibilidad, y/o la farmacocinética de las moléculas
terapéuticas. Véase, por ejemplo, Demignot y col., Cancer Res. 50, 2936-2942 (1990), y Dumont y col., BioDrugs 20,
151-160 (2006). Por lo tanto, se han descrito moléculas Fc de inmunoglobulina monomérica, anticuerpos
monovalentes, y moléculas Fc de anticuerpos. Véase, por ejemplo, los documentos US2006/0074225, los
documentos W0O2007/059782, los documentos W02008/145139, WO2011/005621, y WO2011/063348. A pesar del
que el reconocimiento de las formas monoméricas de anticuerpos y de moléculas Fc, y las proteinas que las
comprenden, proporcionaria determinadas ventajas en el desarrollo de moléculas terapéuticas, sigue existiendo una
necesidad largamente sentida de anticuerpos monoméricos y proteinas de fusién que sean estables pero que no
tengan inmunogenicidad aumentada o que adolezcan de otros inconvenientes de la ingenieria de proteinas
requeridos para conseguir proteinas monomeéricas estables.

La N-glicosilacion puede alterar la estabilidad de la proteina, la susceptibilidad a la proteasa y la inmunogenicidad
asi como la bioactividad in vivo de las proteinas terapéuticas. Véase, por ejemplo, Sola y col., J. Pharm. Sci. 98,
1223-1245 (2009), y Elliott y col., Nature Biotechnology 21, 414-421 (2003). La glicosilacion unida a asparagina
(glicosilacion unida a Asn o unida a N) es una de las formas mas comunes de la modificacion posterior a la
traduccion de las proteinas en organismos eucariotas. En general, la modificacion se produce en un resto
asparagina en la primera posicién de la secuencia consenso de Asn-X-Ser/Thr, en donde la segunda posicion, "X",
es cualquier aminoacido excepto prolina y en el que la tercera posicidon es cualquiera de serina o treonina, de tal
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manera que Asn-X-Ser y Asn-X-Thr se consideran sitios de glicosilacion potencial convencionales en proteinas de
mamiferos. Shakin-Eshleman y col., J. Biol. Chem. 271, 6363-6366 (1996). Los anticuerpos IgG humanos nativos
tienen un N-glicano en Asn® en la region CH2 del dominio Fc. Las estructuras cristalinas de los dominios Fc han
desvelado también que los hidratos de carbono se empaquetan en el espacio interno encerrado por el dominio CH2.
Mientras que los dominios CH2 de las dos cadenas polipeptidicas no realizan interacciones directas debido a los
restos de carbohidrato, los dominios CH3 se asocian entre si a través de una interfase hidréfoba grande. Por
consiguiente, seria deseable generar una forma monomeérica estable de un dominio Fc con una semivida in vivo
prolongada y ofra farmacocinética mejorada utilizando la estrategia de disefiar mediante ingenieria genética la N-
glicosilacioén, en la que el glicano disefiado mediante ingenieria genética no solo se puede separar de la interfase
CH3-CH3, sino que también puede cubrir la superficie hidréfoba expuesta del dominio CH3 para evitar la agregacion
y la inmunogenicidad potencial. La presente invencion resuelve esta necesidad.

El documento W02011/005621 desvela la generacion de Fc estable sin agregacion, a través del disefio mediante
ingenieria genética de la interfase del dominio CH3 en la posicién de aminoacido S364 y el uso del mismo para fines
terapéuticos.

Ying y col, (2013) Journal of Biological Chemistry, v288, paginas 19399-19408 desvela la generacion de Fc
monomeérico soluble, estable, capaz de unirse a FcRn mutando aleatoriamente los restos L351, T366, L368, P395,
F405, K409, en CH3 de IgGIFc humano.

El documento WO2011/063348 desvela la generacion de Fc monomeérico estable mediante sustitucion de los restos
de la interfase hidréfoba en la regién Ch3 con aminoacidos polares y sustituyendo los aminoacidos cargados con
carga opuesta.

El documento WO2006/031994 desvela la generacion de dominios monoméricos estables de Fc.

El documento US2006/247425 desvela la generacion de Fc N-glicosilado para la semivida prolongada y el uso del
mismo en las proteinas de fusién con Fc para fines terapéuticos.

El documento WO2011/059684 desvela variantes de glicosilacion de Fc unidas a N para la resistencia aumentada a
las proteasas.

Sumario

La invencion desvelada en el presente documento se dirige a un polipéptido monomérico que contiene Fc que
comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitios
de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3, en el
que el sitio de glicosilacion unido a N disefiado mediante ingenieria genética se selecciona entre el grupo que
consiste en a) S364N e Y407N-X-K409T; b) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409T; c) S364N e Y407N-X-K409S; y d)
S364N-X-T366S e Y407N-X-K409S, en el que X es cualquier aminoacido excepto Pro.

En una variacion, la invencién proporciona un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos
que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente documento, en el que cada
polipéptido que contiene Fc tiene el mismo, o diferentes sitios de gicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética, en la interfase de dimerizacion CH3-CH3. En algunas realizaciones, cada polipéptido que
contiene Fc tiene los mismos sitios de glicosilacion unidos a N en cada interfase de dimerizacién CH3-CH3, y en el
que ademas, los sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética son S364N-X-T366 y
Y407N-X-K409T. La memoria descriptiva desvela modificaciones de aminoacidos en la interfase de dimerizacion
CH3-CH3 seleccionada entre el grupo que consiste en Q347N-X-Y349T, Q347N-X-Y349S, Y349N-X-L351T, Y349N-
X-L351S, L351N-X-P353T, L351N-X-P353S, S354N-X-D356T, S354N-X-D356S, D356N-X-L358T, D356N-X-L358S,
E357N-X-T359S, K360N-X-Q362T, K360N-X-Q362S, S364N-X-T366S, L368N-X-K370T, L368N-X-K370S, K370N-X-
F372T, K370N-X-F372S, K392N-X-T394S, V397N-X-D399T, V397N-X-D399S, S400N-X-G402T, S400N-X-G402S,
D401N-X-S403T, F405N-X-Y407T, F405N-X-Y407S, Y407N-X-K409T, Y407N-X-K409S, K409N-X-T411S, K439N-X-
L441T, K439N-X-L441S, S444N-X-G446T y S444N-X-G446S. En otras realizaciones, las modificaciones de
aminoacidos en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 se seleccionan entre el grupo que consiste en S364N-X-
T366S, L368N-X-K370T, L368N-X-K370S, F405N-X-Y407T, F405N-X-Y407S, Y407N-X-K409T y Y407N-X-K409S.

La memoria descriptiva desvela un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG
y un dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende dos sitios de glicosilacion unidos a N disefiados
mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3, en el que el sitio de glicosilacion unido a N
disefiado mediante ingenieria genética comprende una o mas modificaciones de aminoacidos que tienen una
secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en el que X es cualquier aminoacido excepto Pro. En una
variacion, la invencién proporciona un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que
contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente documento, en el que cada
polipéptido que contiene Fc tiene el mismo, o diferentes sitios de gicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética, en la interfase de dimerizacion CH3-CH3. La memoria descriptiva desvela modificaciones de
aminoacidos en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 seleccionadas entre el grupo que consiste en a) S364N-X-
T366 y Y407N-X-K409T; b) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409T; c) S364N-X-T366 e Y407N-X-K409S; y d) S364N-X-
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T366S y Y407N-X-K409S.

En otro aspecto, la invencién proporciona un polipéptido monomérico que contiene Fc o un polipéptido que
comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se
describe en el presente documento, que comprende ademas uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados
mediante ingenieria genética en la interfase CH2-CH2. En algunas realizaciones, la modificacion del aminoacido en
el dominio CH2 se selecciona entre el grupo que consiste en S239N-X-F241S, S239N-X-F241T, F241N-X-243T,
F241N-X-243S, E258N-X-T260, E258N-X-T260S, T260N-X-V262T, T260N-X-V262S, V262N-X-V264S, V262N-X-
V264T, N286-X-K288T, K288S, K288N-K290T, K288N-X-K290S, V305N-X-T307 y V305-X-T307S.

La memoria descriptiva desvela un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende al menos un sitio de
glicosilacion unido a N disefiado mediante ingenieria genética, en el que el sitio de glicosilacion unido a N disefiado
mediante ingenieria genética comprende al menos una modificacién de aminoacido seleccionada entre el grupo que
consiste en E258N-X-T260S, T260N-X-V262T, T260N-X-V262S, V305N, V305N-X-T307S, Q347N-X-Y349T, Q347N-
X-Y349S, S364N-X-T366S, T366N-X-L368T, T366N-X-L368S, L368N-X-K370T, L368N-X-K370S, D401N, D401N-X-
S403T, F405N-X-Y407T, F405N-X-Y407S, Y407N-X-K409T, Y407N-X-K409S y K409N-X-T411S, en el que X es
cualquier aminoacido excepto Pro. En una variacién, la invencién proporciona un polipéptido que comprende al
menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el
presente documento, en el que cada polipéptido que contiene Fc tiene el mismo o diferentes sitios de glicosilacion
unidos a N disefiados mediante ingenieria genética.

En algunas realizaciones, la region CH3 y/o CH2 es una regiéon CH2 y/o CH3 de IgG1, IgG2, 1gG3, o IgG4. En
algunas realizaciones, la region CH3 y/o CH2 comprende una region CH3 y/o CH2 de IgG humana (por ejemplo, la
region CH3 y/o CH2 de 1gG1, 1gG2, IgG3, o IgG4 humana).

En algunas realizaciones, el polipéptido monomérico que contiene Fc como se describe ademas en el presente
documento comprende un Fab. En algunas realizaciones, el polipéptido monomérico que contiene Fc es una
proteina de fusién con Fc. En algunas realizaciones, cada polipéptido monomérico que contiene Fc en el polipéptido
que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se
describe en el presente documento se une de manera recombinante mediante enlace al extremo C-N o mediante un
enlazador. En algunas realizaciones, el enlazador comprende la secuencia de aminoacidos (GGGGS)n (SEQ ID NO:
89), en la que n=1-10.

En algunas realizaciones, el polipéptido monomérico que contiene Fc, como se describe en el presente documento,
se estabiliza mediante glicosilacion unido a N.

En otro aspecto, la invencién proporciona un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica el polipéptido monomérico que contiene Fc como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, la invencién proporciona un vector que comprende el polinucleétido. En algunas realizaciones, la
invencion proporciona una célula hospedadora que comprende el polipéptido monomérico que contiene Fc o el
vector que se describe en el presente documento o una linea de células que expresa el polipéptido monomérico que
contiene el Fc que se describe en el presente documento.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para producir el polipéptido monomérico que contiene Fc
que se describe en el presente documento que comprende la etapa de cultivar la célula hospedadora v,
opcionalmente, recuperar el polipéptido. La presente invencién proporciona también composiciones/formulaciones
farmacéuticas que comprenden el polipéptido monomérico que contiene Fc que se describe en el presente
documento.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para tratar una dolencia, trastorno o enfermedad en un
sujeto que lo necesita, comprendiendo el procedimiento administrar al sujeto una cantidad eficaz de una
composicion farmacéutica que comprende el polipéptido monomérico que contiene Fc que se describe en el
presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1, que comprende los paneles A y B, representa el dibujo esquematico de los restos de aminoacidos
presentes en la interfase CH2-CH2 (Figura 1A) y en la interfase CH3-CH3 (Figura 1B) de los dominios CH2 y
CH3 naturales del dominio Fc de la IgG humana.

La Figura 2 representa una alineacion de secuencias de los dominios CH3 de los isotipos de IgG humano y de
raton. higG 1, higG2, higG3, higG4, migG1, migG2A, migG2B, y migG3 que corresponden a las SEQ ID NOS: 1,
2,3,4,5,6,7,y 8, respectivamente. El asterisco "*" denota las posiciones seleccionadas légicamente para la N-
glicosilacion de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 3 representa una alineacion de secuencias de los dominios CH2 de los isotipos IgG humano y de
raton. higG1, higG2, higG3, higG4, migG1, migG2A, migG2B, y migG3 que corresponden a las SEQ ID NOS: 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, y 16, respectivamente. El asterisco "™" denota los sitios de N-glicosilacion potenciales de
acuerdo con la presente invencion.

La Figura 4 muestra una representacion grafica de la estructura cristalina obtenida de un polipéptido monomérico
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que contiene Fc disefiado mediante ingenieria genética ("CH23-N364/407") que tiene las modificaciones de
aminoacidos en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 en S364N (S364N-L365-T366) e Y407N-X-K409T
(Y407N-S408-K409T).

La Figura 5, que comprende los paneles A, B y C, representa dibujos que ilustran diversas construcciones de las
variantes de polipéptidos monoméricos que contienen Fc fusionadas a un Fab. La Figura 5A representa un dibujo
de un anticuerpo IgG1 intacto que muestra ambos brazos de Fab, la regidon bisagra, y dos dominios Fc
comprendiendo cada uno un glicano Asn297 (N-297) convencional en cada CH2, en el que los glicanos se
empaquetan en el espacio interno encerrado por los dominios CH2 y los dominios CH2 de dos cadenas
polipeptidicas no realizan interacciones directas debido a los restos de hidratos de carbono. La Figura 5B
representa un dibujo que ilustra un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un Unico Fab y que
comprende el glicano Asn297 convencional en el dominio CH2 y dos sitios de glicosilacion disefiados mediante
ingenieria genética en el dominio CH3. La Figura 5C representa un dibujo que ilustra un polipéptido monomérico
que contiene Fc en el que el polipéptido comprende dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de
manera recombinante, en el que cada dominio Fc comprende dos sitios de glicosilacion disefiados mediante
ingenieria genética en cada dominio CH3 ademas de comprender un glicano Asn297 convencional en el dominio
CH2.

La Figura 6 representa un grafico que demuestra las caracteristicas farmacocinéticas de las variantes del
polipéptido monomérico que contiene Fc fusionado a un Fab procedente de un anticuerpo derivado de KLH
(denominado en el presente documento "Fab-CH23" que se denomina también Fab-CH23 [N364/N407]). Los
circulos rellenos denotan IgG1 humana; los cuadrados rellenos muestran la PK de Fab-CH23-HEK (Fab-CH23
[N364/N407] producido a partir del sistema de expresion transitoria de HEK293); los triangulos rellenos denotan
Fab-CH23 [H310A/H433A] (variante inactivada genéticamente de FcRn); los triangulos rellenos invertidos indican
Fab-CH23-HEK + manano (un inhibidor natural de los receptores de manosa); los rombos rellenos indican Fab-
CH23 [N364/N407] producido a partir de la linea de células CHO estable; los circulos abiertos Fab-CH23
[M428L/N434L] (variante de potenciacion de FcRn); y los cuadrados abiertos indican Fab-CH23-CH23 (un
dimero o una construccion en tandem que tiene dos CH23 [N364/N407]) disefiados mediante ingenieria genética.

Descripcion detallada

La invencioén proporciona un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un
dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados
mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3, en el que el sitio de glicosilacion unido a N
disefiado mediante ingenieria genética se selecciona entre el grupo que consiste en a) S364N e Y407N-X-K409T; b)
S364N-X-T366S e Y407N-X-K409T; c) S364N e Y407N-X-K409S; y d) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409S, en el
que X es cualquier aminoacido excepto Pro. Los inventores han descubierto que la incorporacion de la N-
glicosilacion en sitio(s) especificos del polipéptido que contiene Fc puede perturbar la interfase de dimerizacion de
CH3-CH3, enmascarar la superficie hidréfoba expuesta del dominio CH3, monomerizar un dimero de Fc,
proporcionar una forma monomérica estable del dominio Fc de un anticuerpo, y/o mejorar las propiedades
fisicoquimicas del monémero de Fc (por ejemplo, solubilidad y estabilidad). Ademas, los restos de glicano disefiados
mediante ingenieria genética también podrian proteger estéricamente restos de aminoacidos mutados y enmascarar
el reconocimiento inmunitario potencial o la unién de un anticuerpo dirigido contra un farmaco. El polipéptido
monomeérico que contiene Fc mantiene la afinidad de unidn por el receptor de Fc neonatal (FcRn) de una manera
dependiente del pH. Una vez provisto de la divulgacion proporcionada en el presente documento, el técnico experto
apreciaria que la estructura monomeérica cristalina del polipéptido que contiene el Fc proporciona el fundamento de la
estabilizacion por carbohidratos asi como para el reconocimiento molecular para la recirculacién mediada por FcRn.
Los datos desvelados en el presente documento demuestran ademas que el polipéptido monomérico que contiene
Fc prolonga también la semivida in vivo de un dominio del anticuerpo Fab. Los inventores han descubierto ademas
que un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera
recombinante, estabilizado cada uno por uno o mas sitio(s) de glicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 hidréfoba o tanto en la interfase de dimerizacion CH3-
CH3 hidréfoba como en la interfase CH2-CH2, tiene mayor afinidad por FcRn y una semivida mas larga que el
mismo polipéptido en ausencia de los sitio(s) de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética. Sin
desear quedar ligado a teoria alguna, la afinidad aumentada demostrada por el polipéptido que comprende al menos
dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente
documento puede ser debida al retraso de la disociacion del polipéptido procedente de FcRn en el endosoma a pH
acido, lo que evita que el polipéptido entre en una via de degradacion en el lisosoma.

Técnicas y definiciones generales

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en conexion
con la presente invenciéon deben tener los significados que se entienden comunmente por aquellos expertos en la
técnica. Ademas, a menos que se requiere lo contrario por contexto, los términos en singular incluyen pluralidades y
los términos en plural incluyen el singular. Generalmente, la nomenclatura utilizada vinculada con, y las técnicas de,
cultivo de células y tejidos, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de proteinas y de
acidos nucleicos y de hibridacion descritas en el presente documento son aquellas bien conocidas y habitualmente
utilizadas en la materia.
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Los procedimientos y técnicas de la presente invencion se llevan a cabo generalmente de acuerdo con los
procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica y segun se describen en diversas referencias generales
y mas especificas que se citan y describen en la totalidad de la presente memoria descriptiva salvo que se indique
otra cosa. Véase, por ejemplo, Sambrook J. & Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2000); Ausubel y col., Short Protocols in Molecular
Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, John & Sons, Inc. (2002);
Harlow and Lane Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1998); y Coligan y col., Short Protocols in Protein Science, Wiley, John & Sons, Inc. (2003). Las reacciones
enzimaticas y las técnicas de purificacion se llevan a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como
comunmente se realizan en la técnica o como se describen en el presente documento. La nomenclatura utilizada
vinculada con, y los procedimientos de laboratorio y las técnicas de, biologia molecular, bioquimica, inmunologia,
quimica analitica, quimica organica sintética, y la quimica médica y farmacéutica descritas en el presente documento
son aquellas bien conocidas y cominmente utilizadas en la materia. A lo largo de la presente memoria descriptiva y
las reivindicaciones, la palabra "comprende", o variaciones tales como "comprenden" o "que comprende", se
entendera que implican la inclusién de un nimero entero o grupo de numeros enteros indicados pero no la exclusion
de cualquier otro entero o grupo de enteros.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se utilizan de manera indistinta en el presente documento para
referirse a las cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, preferentemente, relativamente cortas (por ejemplo,
10-100 aminoacidos). La cadena puede ser lineal o ramificada, puede comprender aminoacidos modificados y puede
estar interrumpida por no aminoacidos. Los términos abarcan también una cadena de aminoacidos que se ha
modificado naturalmente o mediante intervencion; por ejemplo, formacién de enlace disulfuro, glicosilacion,
lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como conjugacién con un
componente marcador. También se encuentran incluidos dentro de la definicion, por ejemplo, los polipéptidos que
contienen uno o mas analogos de un aminoacido (que incluye, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi
como otras modificaciones conocidas en la técnica. Se entiende que los polipéptidos pueden producirse como
cadenas individuales o cadenas asociadas.

La expresion "polipéptido que contiene Fc" como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido (por
ejemplo, un anticuerpo o una inmunoadhesina), que comprende las secuencias polipeptidicas del extremo carboxilo
de una cadena pesada de inmunoglobulina. El polipéptido que contiene Fc puede comprender regiones de Fc
naturales o variantes (es decir, secuencias). La regiéon Fc de una inmunoglobulina comprende generalmente dos
dominios constantes, un dominio CH2 y un dominio CH3, y comprende opcionalmente un dominio CH4. Un
polipéptido que contiene Fc puede comprender todo o parte de una secuencia bisagra natural (generalmente en su
extremo amino). Un polipéptido que contiene Fc puede obtenerse o derivarse a partir de cualquier inmunoglobulina
adecuada, tal como de al menos una de los diversos subtipos IgG1, 1I9G2, IgG3, o IgG4, o de IgA, IgE, IgD o IgM.
Los limites de la regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, por ejemplo, la regiéon Fc de la
cadena pesada de IgG se define usualmente para extenderse desde un resto de aminoacido en la posicion Glu216 o
de Ala231, hasta el extremo carboxilo del mismo. La numeracion de los restos en la regiéon Fc es la del indice UE
como en Kabat. Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991.

Por "sitio de glicosilacion unido a N disefiado mediante ingenieria genética" como se usa en el presente documento,
se entiende un sitio de glicosilacién que se ha introducido en una secuencia de proteinas donde no habia sitio de
glicosilacion unido a N en la secuencia de aminoacidos natural. Es decir, un sitio de glicosilacion unido a N disefiado
mediante ingenieria genética abarca el punto donde una secuencia de glicosilacion unida a N convencional, es decir,
N-X-S o T, en la que X es cualquier aminoacido excepto prolina, se introduce en una proteina donde no estaba
presente dicha secuencia. En una realizacion, una sustitucion de aminoacido que sustituye un aminoacido en la
posicion uno de la N-X-S o T, con N crea un sitio de glicosilaciéon donde el segundo resto de aminoacido no es
prolina y en el que ademas el tercer resto de aminoacido es ya un resto serina o un resto treonina. En otra
realizacion, el primer aminoacido es ya una asparagina, el segundo aminoacido no es prolina, de tal manera que
solo el tercer aminoacido debe ser sustituido por serina o treonina. En otra realizacion mas, el primer resto de
aminoacido debe ser sustituido por una arginina, el segundo aminoacido no es prolina y no necesita, pero puede
estar, sustituido por otro aminoacido no prolina, y el tercer resto de aminoacido se sustituye por una serina o una
treonina. En otra realizacion, el tercer aminoacido puede ser serina y se sustituye por treonina, o viceversa.
Cualquier permutacion de los anteriores esta abarcada por la presente invencion.

La expresion "unido de forma recombinante” como se usa en el presente documento se refiere a un enlace de
multiples proteinas o péptidos (por ejemplo, polipéptido monomérico que contiene Fc) como una cadena
polipeptidica. El enlace de multiples proteinas o péptidos (por ejemplo, polipéptido monomérico que contiene Fc)
puede realizarse directamente mediante el extremo carboxilo o amino de la proteina/péptido. El enlace de multiples
proteinas o péptidos (por ejemplo, polipéptido monomérico que contiene Fc) puede realizarse indirectamente
mediante un separador polipeptidico no funcional tal como una extension de glicina y serina. Se pueden expresar
multiples proteinas de forma recombinante a partir de un Unico acido nucleico para proporcionar proteinas de fusién
que comprenden multiples polipéptidos como una cadena polipeptidica. Como alternativa, cada polipéptido puede
unirse quimicamente, a través de una conjugacion quimica del extremo carboxilo-amino (C-N), para proporcionar
proteinas de fusién que comprenden multiples polipéptidos. Ambos procedimientos proporcionan proteinas "unidas

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 664 095 T3

de forma recombinante" como se usa en el presente documento.

Un "anticuerpo” es una molécula de inmunoglobulina capaz de unirse de forma especifica a una diana, tal como un
hidrato de carbono, polinucleétido, lipido, polipéptido, etc., a través de al menos un sitio de reconocimiento de
antigeno, localizado en la regidon variable de la molécula de inmunoglobulina. Como se usa en el presente
documento, el término abarca no solo los anticuerpos policlonales o0 monoclonales intactos, sino también, a menos
que se indique otra cosa, cualquier porcidon de unién a antigeno del mismo que compita con el anticuerpo intacto por
la union especifica, proteinas de fusibn que comprenden una porcion de unién a antigeno, y cualquier otra
configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio de reconocimiento del antigeno.
Las porciones de unién a antigeno incluyen, por ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’),, Fd, Fv, anticuerpos de dominio (dAb,
por ejemplo, anticuerpos de tiburon y camélido), fragmentos que incluyen regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), anticuerpos de fragmentos variables monocatenarios (scFv), maxicuerpos, minicuerpos,
intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv, y los polipéptidos que contienen al menos una
porcién de una inmunoglobulina que es suficiente para conferir unién especifica de antigeno al polipéptido. Un
anticuerpo incluye un anticuerpo de cualquier clase, tal como IgG, IgA, o IgM (o una subclase del mismo), y el
anticuerpo no necesita ser de alguna clase concreta. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo
de la region constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases. Existen
cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de estas clases se puede dividir
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, 1IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Las regiones constantes
de cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa, delta,
épsilon, gamma, y mu, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales
de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

"Fragmentos de anticuerpos" comprenden solo una porciéon de un anticuerpo intacto, en el que la porcion retiene
preferentemente al menos una, preferentemente la mayoria o todas, las funciones normalmente asociadas con esta
porcién cuando esta presente en un anticuerpo intacto.

Un "fragmento Fab" esta comprendido por una cadena ligera y las regiones CH1 y variables de una cadena pesada.
La cadena pesada de una molécula Fab no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de la cadena
pesada.

Las designaciones de los restos en esta solicitud se basan en el esquema de numeracién de la UE de Kabat (Kabat
y col., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda, Md., ed. 5).

Un "anticuerpo bivalente" comprende dos sitios de union a antigeno por molécula (por ejemplo, IgG). En algunos
casos, los dos sitios de union tienen las mismas especificidades del antigeno. Sin embargo, los anticuerpos
bivalentes pueden ser biespecificos.

Un "anticuerpo monovalente" o un "anticuerpo monomérico" comprende un sitio de unién a antigeno por molécula
(por ejemplo, IgG). En algunos casos, un anticuerpo monovalente o un anticuerpo monomeérico puede tener mas de
un sitio de unién a antigeno, pero los sitios de union son de diferentes antigenos.

Un "anticuerpo multiespecifico" es uno que se dirige a mas de un antigeno o epitopo. Un anticuerpo "biespecifico"
"doblemente especifico" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido que tiene dos sitios de unién a antigeno diferentes.
Los anticuerpos biespecificos son una especie de anticuerpo multiespecifico y se pueden producir mediante una
variedad de procedimientos que incluyen, aunque no de forma limitativa, fusién de hibridomas o unién de fragmentos
Fab'. Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann (1990), Clin. Exp. Immunol. 79:315-321; y Kostelny y col. (1992),
J. Immunol. 148:1547-1553. Los dos sitios de unién de un anticuerpo biespecifico se uniran a dos epitopos
diferentes, que pueden residir sobre las mismas dianas de proteinas o diferentes.

El término "anticuerpo monoclonal” tal como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblaciéon son idénticos salvo por posibles mutaciones que se producen naturalmente que pueden
estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos, dirigiéndose contra un
Unico antigeno. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que de forma tipica incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un unico determinante en el antigeno.

Los anticuerpos monoclonales del presente documento pueden, en determinadas realizaciones, incluir
especificamente anticuerpos "quiméricos" en los que una porcidon de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a, u
homoéloga a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivadas de una especie concreta o que
pertenecen a una clase o subclase concreta de anticuerpo, mientras que el(los) resto(s) de la(s) cadena(s) es(son)
idéntico(s) a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a
otra clase o subclase de anticuerpo, asi como los fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la
actividad bioldgica deseada (patente de Estados Unidos n.° 4.816.567; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:6851-6855 (1984)).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
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contienen la secuencia derivada de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en donde los restos de la region hipervariable del receptor se
sustituyen por restos de la region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como un ratén,
rata, conejo o un primate no humano que tienen la especificidad, afinidad, y capacidad deseadas. En algunos casos,
los restos de la regién marco (FR) de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los restos no humanos
correspondientes. Los anticuerpos humanizados pueden, ademas, comprender restos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se efectian para refinar adicionalmente el
rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todo de al menos
uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables
corresponden a aquellos de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son
aquellas de una secuencia de la inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera de
manera opcional al menos una porcion de la region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véanse Jones y col., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann y
col., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse también los siguientes
articulos de revision y las referencias citadas en los anteriores: Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy, Asthma &
Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle y Gross, Curr. Op.
Biotech. 5:428-433 (1994).

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de
un anticuerpo producido por un ser humano y/o que se ha preparado utilizando cualquiera de las técnicas para
preparar anticuerpos humanos que se describen en el presente documento. Esta definicion de un anticuerpo
humano excluye especificamente a un anticuerpo humanizado que comprende restos de unién a antigeno no
humanos.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoadhesina" designa moléculas similares a un anticuerpo o
similares a una inmunoglobulina que combinan el "dominio de unién" de una proteina heteréloga (una "adhesina",
por ejemplo, un receptor, ligando o enzima) con el componente efector de los dominios constantes de
inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusion de la secuencia de aminoacidos de
la adhesina con la especificidad de unidon deseada que es diferente de la del reconocimiento del antigeno y el sitio de
union (sitio de combinacion a antigeno) de un anticuerpo (es decir, es "heterélogo") y una secuencia del dominio
constante de inmunoglobulina. La secuencia del dominio constante de inmunoglobulina en la inmunoadhesina puede
obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, IgA, IgE, IgD o IgM.

Por "proteina de fusién de Fc", como se usa en el presente documento, se entiende una proteina en la que uno o
mas polipéptidos estan unidos operativamente a un polipéptido Fc (por ejemplo, un polipéptido monomérico que
contiene Fc, como se describe en el presente documento). Una fusibn Fc combina la regién Fc de una
inmunoglobulina (por ejemplo, un polipéptido monomérico que contiene Fc como se describe en el presente
documento) con un ligando, que en general puede ser cualquier proteina, polipéptido, o molécula pequenia.
Virtualmente, cualquier proteina o molécula pequefa puede unirse a Fc para generar una fusion Fc. Los ligandos de
las proteinas pueden incluir, aunque no de forma limitativa, la regidon de union a diana de un receptor, una molécula
de adhesion, un ligando, una enzima, una citoquina, una quimioquina, o alguna proteina o dominio de proteina
diferente. Los ligandos de moléculas pequefias pueden incluir cualquier agente terapéutico que dirija la fusion de Fc
a un agente terapéutico. Dichas dianas pueden ser cualquier molécula, por ejemplo, sin limitaciéon, un receptor
extracelular que esta implicado en la enfermedad.

La "regidn bisagra", la "secuencia bisagra", y variaciones de la misma, como se usa en el presente documento,
incluyen el significado conocido en la materia, que se ilustra en, por ejemplo, Janeway y col., InmunoBiology: the
immune system in health and disease, (Elsevier Science Ltd., NY) (42 ed., 1999); Bloom y col., Protein Science
(1997), 6:407-415; Humphreys y col., J. Immunol. Methods (1997), 209:193-202.

Se pretende que el término "vector", como se usa en el presente documento, se refiera a una molécula de acido
nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido"”, que se
refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que pueden estar ligados segmentos de ADN adicionales. Otro
tipo de vector es un vector de fago. Otro tipo de vector es un vector virico, en el que pueden estar ligados segmentos
de ADN adicionales en el genoma virico. Determinados vectores son capaces de replicacién autbnoma en una célula
hospedadora en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion
bacteriano y vectores episdmicos de mamiferos). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episdmicos de
mamiferos) pueden integrarse en el genoma de una célula hospedadora tras la introduccion en la célula
hospedadora, y por tanto, se replican junto con el genoma hospedador. Ademas, determinados vectores son
capaces de dirigir la expresion de genes a los cuales esta unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en
el presente documento "vectores de expresidon recombinante” (o simplemente, "vectores recombinantes"). En
general, los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan a menudo en la forma de
plasmidos. En la presente memoria descriptiva, "plasmido” y "vector" pueden usarse de manera indistinta ya que el
plasmido es la forma mas cominmente utilizada de vector.

"Polinucleétido” o "molécula de acido nucleico”, que puede utilizarse de manera indistinta en el presente documento,
se refiere a una forma polimérica, posiblemente aislada, de nucledsidos o nucleétidos de al menos 10 bases de
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longitud. El término incluye formas monocatenarias y bicatenarias. Los nucledtidos pueden ser
desoxirribonucledtidos, ribonucleétidos, nucledtidos o bases modificados, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
se pueda incorporar a un polimero mediante ADN polimerasa o ARN polimerasa, o mediante una reaccion sintética.

Un polinucledtido puede comprender nucledtidos modificados, tal como nucledtidos metilados y sus analogos. Si
esta presente, la modificacion en la estructura del nucleétido puede trasmitirse antes o después del ensamblaje del
polimero. La secuencia de nucleétidos puede estar interrumpida por componentes no nucleétidos. Un polinucleétido
puede modificarse adicionalmente después de la sintesis, tal como mediante conjugacion con un marcador. Otros
tipos de modificaciones incluyen, por ejemplo, "protecciones"”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos que se
producen naturalmente con un analogo, modificaciones internucleétidos tales como, por ejemplo, aquellas con
enlaces no cargados (por ejemplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces
cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos pendientes, tales como,
por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefal, poli-L-lisina, etc.), aquellos con
intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales,
metales radioactivos, boro, metales oxidativos, etc.), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con enlaces
modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi como las formas no modificadas de los
polinucledtido(s). Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo ordinariamente presentes en los azlcares puede estar
sustituido, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegido por grupos protectores normalizados, o
activado para preparar enlaces adicionales a nucleotidos, o puede estar conjugado a soportes soélidos o semisdlidos.
El OH 5'y 3' del extremo puede estar fosforilado o sustituido con aminas o restos de grupos protectores organicos
de entre 1 a 20 atomos de carbono. Se pueden derivatizar también otros hidroxilos a grupos protectores
normalizados. Los polinucleétidos pueden contener también formas analogas de azucares de ribosa o desoxirribosa
que se conocen generalmente en la técnica, incluyendo, por ejemplo, 2’-O-metilo-, 2’-O-alilo, 2’-fluoro- o 2’-azido-
ribosa, analogos de azlcares carbociclicos, azlicares alfa anoméricos, azucares epiméricos tales como arabinosa,
xilosas o lixosas, azUcares de piranosa, azlUcares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos de
nucledsidos abasicos tales como metil ribdsido. Uno o mas enlaces fosfodiéster pueden estar sustituidos por grupos
enlazantes alternativos. Estos grupos enlazantes alternativos incluyen, aunque no de forma limitativa, realizaciones
en las que el fosfato esta sustituido por P(O)S("tioato"), P(S)S ("ditioato"), "(O)NR; ("amidato"), P(O)R, P(O)OR’, CO
o CH: ("formacetal"), en el que cada R o R' es, de forma independiente H o alquilo sustituido o no sustituido (C 1-20)
que contiene opcionalmente un enlace éter (--O--), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los
enlaces de un polinucleétido deben ser idénticos. La descripcién precedente se aplica a todos los polinucleétidos
referidos en el presente documento, incluyendo ARN y ADN.

"Oligonucleotido”, como se usa en el presente documento, generalmente se refiere a polinucleétidos cortos,
generalmente monocatenarios, generalmente polinucledtidos sintéticos que tienen normalmente, pero no
necesariamente, menos de aproximadamente 200 nucleétidos de longitud. Los términos "oligonucleotido" y
"polinucledtido” no son mutuamente exclusivos. La descripcion anterior de los polinucledtidos es igual y
completamente aplicable a los oligonucledtidos.

Una referencia a una secuencia de nucleétidos como se usa en el presente documento abarca su complemento a
menos que se especifique otra cosa. Por lo tanto, una referencia a un acido nucleico que tiene una secuencia
concreta debe entenderse que abarca su hebra complementaria, con su secuencia complementaria, a menos que el
contexto defina otra cosa.

Una "célula hospedadora" incluye una célula o cultivo de células individuales que puede ser o ha sido un receptor de
vector(es) para la incorporacion de inserciones de polinucledtidos. Las células hospedadoras incluyen la progenie de
una Unica célula hospedadora, y la progenie puede no se de forma necesaria completamente idéntica (en morfologia
o en el complemento del ADN gendmico) a la célula precursora original debido a una mutacién natural, accidental, o
deliberada. Una célula hospedadora incluye células transfectadas in vivo con polinucledtido(s) de la presente
invencion.

Un "individuo" o un "sujeto" es un mamifero, mas preferentemente, un ser humano. Los mamiferos incluyen también,
aunque no de forma limitativa, animales de granja, animales de competicién, mascotas, primates, caballos, perros,
gatos, ratones y ratas.

Como se usa en el presente documento, "transportador farmacéuticamente aceptable”" o "excipiente
farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier material que, cuando se combina con un principio activo, permite al
principio retener la actividad bioldgica y no reacciona con el sistema inmunitario del sujeto. Los ejemplos incluyen,
aunque no de forma limitativa, cualquiera de los transportadores farmacéuticos convencionales tales como una
solucién salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como una emulsién de aceite/agua, y diversos tipos
de agentes humectantes. Los diluyentes preferidos para administracion en aerosol o parenteral so solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) o solucion salina normal (0,9%). Las composiciones que comprenden dichos
transportadores se formulan mediante procedimientos convencionales bien conocidos (véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; y
Remington, The Science and Practice of Pharmacy 212 Ed. Mack Publishing, 2005).

Tal como se utiliza en la técnica, "Receptor de Fc" y "FcR" describe un receptor que se une a la region Fc de un
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anticuerpo. El FcR preferido es una secuencia natural de la FcR humana. Ademas, un FcR preferido es uno que se
une a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl, y FcyRIll,
incluyendo las variantes alélicas y las formas de corte y empalme alternativas de estos receptores. Los receptores
de FcyRIIl incluyen FcyRIIA (un "receptor de activacion") y FcyRIIB (un "receptor de inhibicién"), que tienen
secuencias de aminoacidos similares que difieren principalmente en los dominios citoplasmicos de las mismas. Los
FcR se revisaron en Ravetch y Kinet, Ann. Rev. Immunol., 9:457-92, 1991; Capel y col., Imnmunomethods, 4:25-34,
1994; y de Haas y col., J. Lab. Clin. Med., 126:330-41, 1995. "FcR" incluye también el receptor neonatal, FcRn, que
es responsable de la transferencia de las IgG de la madre al feto (Guyer y col., J. Immunol., 117:587, 1976; y Kim y
col., J. Immunol., 24:249, 1994).

Una "regidon Fc funcional" posee al menos una funcién efectora de una region Fc de la secuencia natural. Las
"funciones efectoras" ilustrativas incluyen la unién a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento; unién al
receptor Fc; citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo; fagocitosis; regulacion por defecto de
receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B), etc. Dichas funciones efectoras requieren
generalmente que la region Fc se combine con un dominio de unién (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo)
y se puede evaluar utilizando diversos ensayos conocidos en la técnica para evaluar dichas funciones efectoras del
anticuerpo.

Las referencias a "aproximadamente" un valor o parametro en el presente documento incluyen (y describen)
realizaciones que se dirigen a esta valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcion que se refiere a
"aproximadamente X" incluye la descripcién de "X". Los intervalos numéricos son inclusive de los nimeros que
definen el intervalo. "Sobre" o "aproximadamente", cuando se usan vinculados a una variable numérica mensurable,
se refieren al valor indicado de la variable y a todos los valores de la variable que estan comprendidos en el erro
experimental del valor indicado (por ejemplo, en el intervalo de confianza del 95% para la media) o en un 10 por
ciento del valor indicado, el que sea mayor.

Se entiende que donde quiera que se describan las realizaciones en el presente documento con la terminologia "que
comprende"”, se proporcionan también por lo demas realizaciones analogas descritas en términos de "consiste de"
y/o "consiste esencialmente de".

Cuando aspectos o realizaciones de la invencién se describen en términos de un grupo Markush u otra agrupacion
de alternativas, la presente invencién abarca no solo el grupo completo relacionado como un completo, sino cada
miembro del grupo individualmente y todos los posibles subgrupos del grupo principal, pero también el grupo en el
que estan ausentes uno o mas de los miembros del grupo. La presente invencion también prevé la exclusion
explicita de uno o mas de cualquiera de los miembros del grupo en la invencion reivindicada.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente una persona normalmente experta en la técnica a la
cual pertenece la presente invencion. Se describen en el presente documento procedimientos y materiales
ilustrativos, Aunque se pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o el ensayo de la presente invencion. Todas las publicaciones y otras referencias
mencionadas en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la
presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, establecera el control. Aunque se citan numerosos
documento en el presente documento, esta cita no constituye un reconocimiento de que alguno de estos
documentos forme parte del conocimiento general comin de la técnica. A lo largo de la presente memoria
descriptiva y las reivindicaciones, la palabra "comprende", o variaciones tales como “"comprenden" o "que
comprende" se entendera que implican la inclusion de un ndmero entero o grupo de nimeros enteros indicados pero
no la exclusion de cualquier otro entero o grupo de enteros. a menos que se requiere lo contrario por contexto, los
términos en singular incluyen pluralidades y los términos en plural incluyen el singular.

Se describen en el presente documento procedimientos y materiales ilustrativos, Aunque se pueden usar
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la practica o el
ensayo de la presente invencion. Los materiales, procedimientos, y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende
que sean limitantes.

POLIPEPTIDOS MONOMERICOS QUE CONTIENEN Fc

La memoria descriptiva desvela un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG
y un dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitio(s) de glicosilacion unidos a N
disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizaciéon CH3-CH3, en el que el sitio de glicosilacion
unido a N disefiado mediante ingenieria genética comprende al menos una modificaciéon de aminoacido para
proporcionar la secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en la que X es cualquier aminoacido excepto Pro.

Cualquier aminoacido excepto Pro, como se usa en el presente documento, incluye un resto de aminoacido que se
produce naturalmente tal como Met, Ala, Val, Leu, lle, Cys, Ser, Thr, Asn, GIn, Asp, Glu, Lys, Arg, Gly, Trp, Tyr, Phe,
e His. En algunos aspectos, X es cualquier aminoacido excepto prolina o cisteina. En algunos aspectos, X se
selecciona entre el grupo que consiste en G, A, I, L, V, M\, F, W, S, T, C, Y, N, Q, D, E, K, R, y H. En algunos
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aspectos, X se selecciona entre el grupo que consiste en G, A, I, L,V,M,F, W, S, T,Y, N, Q,D, E, K, R,y H. En
algunos aspectos, X es G. En algunos aspectos, X es A. En algunos aspectos, X es |. En algunos aspectos, X es L.
En algunos aspectos, X es V. En algunos aspectos, X es M. En algunos aspectos, X es F. En algunos aspectos, X es
W. En algunos aspectos, X es S. En algunos aspectos, X es T.

En algunos aspectos, X es C. En algunos aspectos, X es Y En algunos aspectos, X es N. En algunos aspectos, X es
Q En algunos aspectos, X es D. En algunos aspectos, X es E. En algunos aspectos, X es K. En algunos aspectos, X
es R. En algunos aspectos, X es H. Lo anterior se aplica a todas las referencias de X en la memoria descriptiva,
salvo cuando se indica expresamente de otra forma o se encuentra técnicamente prohibido.

El procedimiento utilizado para determinar dénde incorporar sitios de glicosilacion unidos a N (Asn-X-Ser o Asn-X-
Thr) en la interfase de dimerizacion CH3-CHS3 hidréfoba (véase la Figura 1) se describe en el Ejemplo 1 e incluye los
siguiente: 1) identificar los restos localizados en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 basandose en la estructura
cristalina (por ejemplo, gamma 1 Fc humana) y calcular el porcentaje de superficie accesible (% de ASA) de cada
resto en el dimero Fc y en una cadena del dimero Fc (monémero Fc tedrico ya que, segun el mejor conocimiento de
los inventores, no se ha derivado la estructura monomérica cristalina del Fc antes de la presente invencion); 2) evitar
la mutagénesis de los restos de aminoacidos que juegan un papel importante en mantener el marco estructural de la
proteina (por ejemplo, restos prolina, glicina, y cisteina); 3) incorporar la secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-
Thr a los restos de aminoacidos identificados en la interfase de dimerizacién CH3-CH3, en la que X es cualquier
aminoacido excepto Pro; y 4) inspeccionar manualmente los restos de aminoacidos cartografiados en la estructura
tridimensional de una cadena del dominio Fc, y eliminar las posiciones donde el sitio de glicosilacion unido a N
disefiado mediante ingenieria genética pueda tener poco impacto para separar la interfase CH3-CH3 (por ejemplo,
Leu256 y 276Asp).

La memoria descriptiva desvela modificaciones de aminoacidos en la interfase de dimerizacion CH3-CH3
seleccionada entre el grupo que consiste en Q347N-X-Y349T, Q347N-X-Y349S, Y349N-X-L351T, Y349N-X-L351S,
L351N-X-P353T, L351N-X-P353S, S354N-X-D356T, S354N-X-D356S, D356N-X-L358T, D356N-X-L358S, E357N-X-
T359S, K360N-X-Q362T, K360N-X-Q362S, S364N-X-T366S, L368N-X-K370T, L368N-X-K370S, K370N-X-F372T,
K370N-X-F372S, K392N-X-T394S, V397N-X-D399T, V397N-X-D399S, S400N-X-G402T, S400N-X-G402S, D401N-
X-S403T, F405N-X-Y407T, FA05N-X-Y407S, Y407N-X-K409T, Y407N-X-K409S, K409N-X-T411S, K439N-X-L441T,
K439N-X-L441S, S444N-X-G446T y S444N-X-G4468S, en la que X es cualquier aminoacido excepto Pro.

En algunas realizaciones, las modificaciones de aminoacidos en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 se
seleccionan entre el grupo que consiste en S364N-X-T366S, L368N-X-K370T, L368N-X-K370S, F405N-X-Y407T,
F405N-X-Y407S, Y407N-X-K409T y Y407N-X-K409S. En algunas realizaciones, la modificaciéon del aminoacido en la
interfase de dimerizacion CH3-CH3 es S364N-X-T366S, Y407N-X-K409T o Y407N-X-K409S.

En algunas realizaciones, la region CH3 es una region CH3 de I1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. En algunas realizaciones, la
region CH3 comprende una region CH3 de IgG humana (por ejemplo, la region CH3 y/o CH2 de I1gG1, 1gG2, 1gG3, o
IgG4 humana). Los ejemplos del polipéptido monomérico que contiene Fc que se describen en el presente
documento se proporcionan en las SEQ ID NOS: 17-52.

En otro aspecto, la invencion proporciona también un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un
dominio CH2 de IgG y un dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende dos sitios de glicosilacion
unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3, en el que el sitio de
glicosilacion unido a N disefiado mediante ingenieria genética comprende una o mas modificaciones de aminoacidos
que tienen una secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en el que X es cualquier aminoacido excepto Pro.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, las modificaciones de aminoacidos en la interfase de dimerizacion CH3-
CH3 se seleccionan entre el grupo que consiste en a) S364N Y407N-X-K409T; b) S364N-X-T366S e Y407N-X-
K409T; c) S364N e Y407N-X-K409S; y d) S364N-X-T366S y Y407N-X-K409S. Los polipéptidos monoméricos que
contienen Fc ilustrativos de la invencion comprenden dos sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética se proporcionan en las SEQ ID NOS: 53-58.

En otro aspecto, la invencion comprende ademas uno o mas sitios de glicosilacién unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética en la interfase CH2-CH2, en el que el sitio de glicosilacion unido a N disefiado mediante
ingenieria genética comprende una o mas modificaciones de aminoacidos que tienen una secuencia consenso de
Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en el que X es cualquier aminoacido excepto Pro. En algunas realizaciones, la
modificacion del aminoacido en el dominio CH2 se selecciona entre el grupo que consiste en S239N-X-F241S,
S239N-X-F241T, F241N-X-F243T, F241N-X-F243S, E258N, E258N-X-T260S, T260N-X-V262T, T260N-X-V262S,
V262N-X-V264S, V262N-X-V264T, K288T, K288S, K288N-K290T, K288N-K290S, V305N y V305-X-T307S. En otras
realizaciones, la modificacion del aminoacido en el dominio CH2 se selecciona entre el grupo que consiste en
E258N, E258N-X-T260S, T260N-X-V262T, T260N-X-V262S, K288T, K288S, V305N y V305-X-T307S. Los ejemplos
del polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende los sitios de glicosilacién unidos a N disefiados
mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 vy la interfase CH2-CH2 se proporcionan en
las SEQ ID NOS: 59-66.

En otro aspecto, la invencién proporciona un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende al menos un
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sitio de glicosilaciéon unido a N disefiado mediante ingenieria genética, en el que el sitio de glicosilacién unido a N
disefiado mediante ingenieria genética comprende al menos una modificacién de aminoacido seleccionada entre el
grupo que consiste en E258N-X-T260S, T260N-X-V262T, T260N-X-V262S, V305N, V305N-X-T307S, Q347N-X-
Y349T, Q347N-X-Y349S, S364N-X-T366S, T366N-X-L368T, T366N-X-L368S, L368N-X-K370T, L368N-X-K370S,
D401N, D401N-X-S403T, F405N-X-Y407T, F405N-X-Y407S, Y407N-X-K409T, Y407N-X-K409S y K409N-X-T411S,
en la que X es cualquier aminoacido excepto Pro.

En otro aspecto, la invencion proporciona un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos
que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente documento, en el que cada
polipéptido que contiene Fc tiene el mismo, o diferentes sitios de gicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 o tanto en la interfase de dimerizacion CH3-CH3 y la
interfase CH2-CH2.

Cada polipéptido monomérico que contiene Fc se puede unir de manera recombinante a otro polipéptido
monomeérico que contiene Fc directamente mediante un enlace en el extremo carboxilo-amino (C-N) o
indirectamente mediante un enlazador o un separador. En algunas realizaciones, un enlazador o un separador
puede ser un péptido de unidn corto. Un ejemplo de un péptido de unién es (GGGGS), (SEQ ID NO: 89), en el que n
puede ser cualquiera de 1-20, 1-15, 1-10, o 1-5. Por ejemplo, n puede ser cualquierade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20. Se han disefiado y usado otros ejemplos de enlazadores o separadores (Bird
y col., Science 242:423-426 (1988)). Los enlazadores o separadores son polipéptidos cortos, flexibles, y comprenden
preferentemente menos de aproximadamente 20 restos de aminoacidos. Los enlazadores o separadores pueden, a
su vez, modificarse para funciones adicionales, tales como la unién de farmacos o la unién a soportes adicionales.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la invencion proporciona un polipéptido que comprende al menos dos
polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante, en el que cada polipéptido que
contiene Fc comprende los mismos sitios de glicosilacién unidos a N disefiados de manera recombinante en la
interfase de dimerizacion CH3-CH3, y en el que cada polipéptido que contiene Fc esta unido de manera
recombinante mediante un enlazador. En algunas realizaciones, cada polipéptido que contiene Fc comprende los
sitios de glicosilacion S364N e Y407N-X-K409T unidos a N disefiados mediante ingenieria genética, en los que X es
cualquier aminoacido excepto Pro (por ejemplo, Leu y Ser). En otras realizaciones, cada polipéptido que contiene Fc
comprende los sitios de glicosilacion S364N-X-T366S y Y407N-X-K409T unidos a N disefiados mediante ingenieria
genética. En algunas realizaciones, el enlazador es GGGGS (SEQ ID NO: 89), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 90),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 91), GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 92), o
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 93). Los ejemplos del polipéptido que comprende al menos
dos polipéptidos monomeéricos idénticos que contienen Fc unidos de manera recombinante que se describen en el
presente documento se proporcionan en las SEQ ID NOS: 79-88.

En otras realizaciones, la invencion proporciona un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos
monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante, en el que cada polipéptido que contiene Fc
comprende diferentes sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de
dimerizacion CH3-CH3, y en el que cada polipéptido que contiene Fc esta unido de manera recombinante mediante
un enlazador. En algunas realizaciones, el primer polipéptido que contiene Fc comprende los sitios de glicosilacion
S364N e Y407N-X-K409T unidos a N, disefiados mediante ingenieria genética y el segundo polipéptido que contiene
Fc comprende los sitios de glicosilacion S364N-X-T366S e Y407N-X-K409T unidos a N, disefiados mediante
ingenieria genética en los que X es cualquier aminoacido excepto Pro (por ejemplo, Leu y Ser). En algunas
realizaciones, el enlazador es GGGGS (SEQ ID NO: 89), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 90),
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 91), GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 92), o
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 93).

En otra realizacion, la invencion proporciona un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos
que contienen Fc unidos de manera recombinante, en el que cada polipéptido que contiene Fc comprende los
mismos sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion
CH3-CH3, y en el que cada polipéptido que contiene Fc esta unido de manera recombinante directamente mediante
el extremo C-N. Por consiguiente, en algunas realizaciones, cada polipéptido que contiene Fc comprende los sitios
de glicosilacion S364N e Y407N-X-K409T unidos a N disefiados mediante ingenieria genética (véanse, por ejemplo,
las SEQ ID NOS: 77-78) o S364N-X-T366S y Y407N-X-K409T. En algunas realizaciones, el primer polipéptido que
contiene Fc comprende los sitios de glicosilacion S364N y Y407N-X-K409T unidos a N, disefiados mediante
ingenieria genética y el segundo polipéptido que contiene Fc comprende los sitios de glicosilacion S364N-X-T366S e
Y407N-X-K409T unidos a N, disefiados mediante ingenieria genética.

El polipéptido que comprende dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante que
se describe en el presente documento se une a FcRn con alta afinidad, similar a la de IgG natural que no comprende
un sitio de glicosilacion unido a N disefiado mediante ingenieria genética. Véase el Ejemplo 5. Dicho polipéptido que
se describe en el presente documento se une también estrechamente a FcRn a pH acido, se disocia de FcRn
eficazmente a pH neutro, y muestra al menos una semivida en suero 2 veces mas larga que la del polipéptido
monomeérico que comprende un Fc disefiado mediante ingenieria genética. Véanse, por ejemplo, los Ejemplos 5-6.
Por consiguiente, en algunas realizaciones, el polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos
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que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente documento tiene una semivida
en suero de al menos aproximadamente cualquiera de 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, y 9 veces mas prolongada que la de la semivida en suero presentada por el polipéptido que comprende un
polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende dos sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética.

Cualquier molécula que comprende un dominio Fc puede comprender un polipéptido monomérico que contiene Fc
de la invencion. Por ejemplo, el polipéptido monomérico que contiene Fc puede unirse, conjugarse, o fusionarse a,
por ejemplo, un Fab o una secuencia del polipéptido heterdlogo (por ejemplo, una proteina de fusiéon de Fc). Por
consiguiente, en algunas realizaciones, un Fab se fusiona al polipéptido monomérico que contiene Fc que
comprende uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de
dimerizacion CH3-CH3 o en la interfase CH2-CH2 y en la interfase de dimerizacion CH3-CH3. Véanse, por ejemplo,
los Ejemplos 5 y 6. En otras realizaciones, un Fab se fusiona al polipéptido que comprende al menos dos
polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente
documento. Véanse, por ejemplo, los Ejemplos 5y 6.

En otras realizaciones, el polipéptido monomérico que contiene Fc puede modificarse o derivatizarse, tal como
realizando una fusién de anticuerpo o inmunoadhesina que comprende todo o una parte del polipéptido monomérico
que contiene Fc unido a otro polipéptido o agente molecular. Los polipéptidos monoméricos que contienen Fc que se
describen en el presente documento pueden modificarse o derivatizarse, por ejemplo, para extender las semividas in
vivo adicionalmente, produciendo moléculas de fusibn mas estables y/o mediante tratamiento con polimeros
biocompatibles tales como polietilenglicol (PEG), denominado comunmente "pegilacion”, o mediante cualquiera de
numerosos procedimiento de ingenieria genética diferentes bien conocidos en la materia.

La proteina de fusiébn monomeérica que contiene Fc puede derivatizarse con un grupo quimico, incluyendo, aunque
no de forma limitativa, polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o etilo, un éster, un grupo de hidrato de carbono y
similares, utilizando técnicas bien conocidas. Estos grupos quimicos (y otros similares a ellos que se han usado para
la estabilidad de los compuestos terapéuticos in vivo) son utiles para mejorar las caracteristicas biolégicas del
polipéptido monomeérico que contiene Fc, por ejemplo, para aumentar la semivida en suero y la bioactividad.

La proteina de fusidn monomérica que contiene Fc puede también marcarse utilizando cualquiera de una multitud de
procedimientos conocidos en la materia. Como se usa en el presente documento, los términos "marca" o "marcado”
se refieren a la incorporacién de otra molécula en el anticuerpo. En una realizacién, la marca es un marcador
detectable, por ejemplo, la incorporacion de un aminoacido radiomarcado o la unién a un polipéptido de restos
biotinilo que se pueden detectar mediante la avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador
fluorescente o la actividad enzimatica que se puede detectar mediante procedimientos 6pticos o colorimétricos). En
otra realizacion, la marca o el marcador puede ser terapéutico, por ejemplo, un conjugado de farmaco o toxina. Se
conocen en la técnica diversos procedimientos de marcado de polipéptidos y glicoproteinas y se pueden usar. Los
ejemplos de marcas para polipéptidos, aunque no de forma limitativa: radioisétopos o radionucleidos (por ejemplo,
3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc, 111In, 1251, 1311), marcas fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fésforos
basados en lantanidos), marcas enzimaticas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa,
luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores quimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos de polipéptidos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cremalleras de
leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitopos), agentes
magnéticos, tales como quelatos de gadolinio, toxinas tales como toxina pertussis, taxol, citocalasina B, gramicidina
D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol, y puromicina y analogos u homologos de los mismos.
En algunas realizaciones, las marcas se unen mediante brazos separadores de diversas longitudes para reducir el
impedimento estérico potencial.

En otro aspecto de la invencion, los polipéptidos monoméricos que contienen Fc que se describen en el presente
documento pueden desinmunizarse para reducir la inmunogenicidad tras la administracion a un sujeto utilizando
técnicas conocidas tales como las descritas, por ejemplo, en la publicacion PCT W098/52976 y WO00/34317.

En otro aspecto de la invencion, el polipéptido monomérico que contiene Fc puede comprender mutaciones y/o
modificaciones adicionales para alterar las caracteristicas (por ejemplo, PK, inmunogenicidad, agregacion, o
semivida en suero) del polipéptido. Por ejemplo, el polipéptido monomérico que contiene Fc que se describe en el
presente documento puede comprender adicionalmente una leucina en la posicién 428 y una serina en la posicion
434. Véanse, por ejemplo, patente de Estados Unidos n.° 8.088.376.

ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES Y CELULAS

La presente invencion abarca también moléculas y secuencias de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos
monomeéricos que contienen Fc que se describen en el presente documento. En algunas realizaciones, las diferentes
moléculas de acidos nucleicos codifican una o mas de o partes de los polipéptidos monoméricos que contienen Fc,
como se describe en el presente documento. En otras realizaciones, la misma molécula de acido nucleico codifica
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los polipéptidos monoméricos que contienen Fc como se describe en el presente documento.

Las moléculas de acidos nucleicos de la invencién incluyen acidos nucleicos que se hibridan en condiciones muy
rigurosas, tales como las de al menos aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% 0 99% o mas
idénticas a una secuencia de acido nucleico de la invencion.

La expresion "porcentaje de identidad de la secuencia” en el contexto de las secuencias de acidos nucleicos significa
los restos en dos secuencias que son iguales cuando se alinea para una correspondencia maxima. La longitud de
comparacion de la identidad de la secuencia puede estar en un tramo de al menos aproximadamente nueve
nucledtidos, usualmente al menos aproximadamente 18 nucleétidos, mas usualmente al menos aproximadamente
24 nucledtidos, normalmente al menos aproximadamente 28 nucleétidos, mas normalmente al menos
aproximadamente 32 nucleétidos, y preferentemente al menos aproximadamente 36, 48 o mas nucleotidos. Existen
numerosos algoritmos diferentes conocidos en la técnica que se pueden usar para medir la identidad de la secuencia
de nucledtidos. Por ejemplo, las secuencias de polinucleétidos pueden compararse utilizando FASTA, Gap o Bestfit,
que son programas en el Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin.
FASTA, que incluye, por ejemplo, los programas FASTA2 y FASTA3, proporcionan alineaciones y el porcentaje de
identidad de secuencia de las regiones del mejor solapamiento entre las secuencias solicitadas y las buscadas
(Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000); Pearson, Methods
Enzymol. 266:227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276:71-84 (1998)). Salvo que se especifique otra cosa, se usan
parametros por defecto para un programa o algoritmo concreto. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de
secuencias entre las secuencias de acidos nucleicos se puede determinar utilizando FASTA con sus parametros por
defecto (un tamafo de palabra de 6 y el factor NOPAM para la matriz de puntuacién) o utilizando Gap con sus
parametros por defecto como se proporciona en GCG Version 6.1, incorporado en el presente documento por
referencia. En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un vector que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica uno 0 mas de o partes de los polipéptidos monoméricos que contienen Fc, como se
describe en el presente documento.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un vector adecuado para expresar uno o mas de o partes
del polipéptido monomérico que contiene Fc como se describe en el presente documento.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico de la invencion se usa como una sonda o cebador de la PCR
para una secuencia de aminoacido especifica, por ejemplo, una secuencia de anticuerpo especifica tal como en la
regiones del dominio CH2 y/o CH3. Por ejemplo, el acido nucleico se puede usar como una sonda en procedimientos
diagndsticos o como un cebador de la PCR para amplificar regiones de ADN que podrian utilizarse, entre otras, para
aislar moléculas de acidos nucleicos adicionales que codifican secuencias utiles. En algunas realizaciones, las
moléculas de acidos nucleicos son oligonucledtidos. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos son de las
regiones del dominio CH2 y/o CH3 de la cadena pesada de un anticuerpo de interés. En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos codifican toda o una parte de una o mas de la region CH3 modificada del polipéptido monomérico
que contiene Fc.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion pueden, en algunas realizaciones, transportar secuencias
reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena del anticuerpo en una célula hospedadora. Se
apreciara por los expertos en la materia que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de las
secuencias reguladoras puede depender de dichos factores como la eleccion de la célula hospedadora que se va a
transformar, el nivel de expresién de la proteina deseada, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para la
expresion de la célula hospedadora de mamifero incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles de expresion
de la proteina en células de mamiferos, tales como promotores y/o potenciadores derivados de las LTR retroviricas,
citomegalovirus (CMV) (tal como el promotor/potenciador de CMV), el virus 40 de simio (SV40) (tal como el
promotor/potenciador de SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio mayor de adenovirus (AdMLP)), los
promotores del polioma y los promotores fuertes de mamiferos tales como los promotores de la inmunoglobulina
natural y los promotores de la actina. Para una descripcion adicional de los elementos reguladores viricos, y las
secuencias de los mismos, véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos numeros, 5.168.062, 4.510.245 y
4.968.615. Se conocen en la técnica los procedimientos para expresar anticuerpos en plantas, incluyendo una
descripcion de promotores y vectores, asi como la transformacion de plantas. Véanse, por ejemplo, el documento
US 6.517.529. Se conocen también en la técnica los procedimientos de expresar polipéptidos en células bacterianas
o células fungicas, por ejemplo, células de levadura.

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo y las secuencias reguladoras, los vectores de expresion
recombinantes de la invenciéon pueden transportar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la
replicacion del vector en las células hospedadoras (por ejemplo, origenes de replicacién) y genes marcadores
seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccidn de las células hospedadoras en las que el vector
se ha introducido (por ejemplo, patentes de Estados Unidos numeros 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). Por
ejemplo, normalmente, el gen marcador seleccionable confiere resistencia a los farmacos, tales como G418,
higromicina o metotrexato, en una célula hospedadora en la que se ha introducido dicho vector. Por ejemplo, los
genes marcadores seleccionables incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células
hospedadoras de dhfr con seleccidon/amplificacion de metotrexato), el gen neo (para la seleccion de G418), y el gen
de la glutamato sintetasa.
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La expresion "secuencia control de la expresion”, como se usa en el presente documento, significa secuencias de
polinucledtidos que son necesarias para efectuar la expresion y el procesamiento de secuencias de codificacion a
las cuales estan ligadas. Las secuencias control de la expresion incluyen un inicio de la transcripcién adecuado, la
terminacion, las secuencias promotoras y potenciadoras; sefiales de procesamiento del ARN eficaces tales como las
sefiales de corte y empalme y de poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias
que potencian la eficacia de la traduccion (es decir, la secuencia consenso de Kozak); secuencias que potencian la
estabilidad de la proteina; y cuando se desea, secuencias que potencian la secrecion de la proteina. la naturaleza de
dichas secuencias control difiere dependiendo del organismo hospedador; en procariotas, dichas secuencias control
incluyen generalmente un promotor, un sitio de unién a ribosoma, y una secuencia de terminacién de la
transcripcion; en eucariotas, en general, dichas secuencias control incluyen promotores y secuencias de terminacion
de la transcripcion. Se pretende que la expresion "secuencias control” incluya, como minimo, todos los componentes
cuya presencia es esencial para la expresion y procesamiento, y puede incluir también componentes adicionales
cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de ligandos.

PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR POLIPEPTIDOS MONOMERICOS QUE CONTIENEN Fc

En un aspecto, la presente invencién proporciona procedimientos para producir un polipéptido monomérico que
contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende
uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase de dimerizacion
CH3-CH3, en el que el sitio de glicosilacion unido a N disefiado mediante ingenieria genética se selecciona entre el
grupo que consiste en a) S364N e Y407N-X-K409T; b) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409T; c) S364N e Y407N-X-
K409S; y d) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409S, en la que X es cualquier aminoacido excepto Pro.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento de producir un polipéptido monomérico que contiene Fc
que comprende las etapas de: a) cultivar una célula hospedadora que comprende una molécula de acido nucleico
que codifica un polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio CH3
de IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitios de glicosilacién unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética en la interfase de dimerizacién CH3-CH3, en el que el sitio de glicosilacién unido a N disefiado
mediante ingenieria genética se selecciona entre el grupo que consiste en a) S364N e Y407N-X-K409T; b) S364N-X-
T366S e Y407N-X-K409T; c) S364N e Y407N-X-K409S; y d) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409S, en el que X es
cualquier aminoacido excepto Pro; y, opcionalmente, b) recuperar el polipéptido monomérico que contiene Fc
procedente del cultivo de la célula hospedadora. La memoria descriptiva desvela un sitio de glicosilacion unido a N
disefiado mediante ingenieria genética que comprende uno o mas (por ejemplo, dos) modificaciones de aminoacidos
que tienen una secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en el que X es cualquier aminoacidos excepto Pro.

La memoria descriptiva desvela un procedimiento de producir un polipéptido que comprende al menos dos
polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante que comprenden las etapas de: a)
cultivar una célula hospedadora que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un primer polipéptido
monomeérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio CH3 de IgG, en el que el dominio
CH3 comprende uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase
de dimerizacion CH3-CH3 o la interfase de dimerizacion CH3-CH3 y la interfase CH2-CH2, y la misma o una
molécula de acido nucleico diferente que codifica un segundo polipéptido monomérico que contiene Fc que tiene el
mismo o diferente(s) sitio(s) de glicosilacién unidos a N disefiados mediante ingenieria genética como el primer
polipéptido que contiene Fc, en el que la célula hospedadora cultivada expresa en primer y el segundo polipéptido
monomeérico que contiene Fc; y b) recuperar el polipéptido. En algunas realizaciones, el sitio de glicosilacién unido a
N disefiado mediante ingenieria genética comprende una o mas (por ejemplo, dos) modificaciones de aminoacidos
que tienen una secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en la que X es cualquier aminoacido excepto Pro.
La memoria descriptiva desvela, el primer y el segundo polipéptido monomérico que contiene Fc esta unido de
manera recombinante mediante un enlace en el extremo C-N o mediante un enlazador que utiliza los enlazadores
que se divulgan en el presente documento.

La memoria descriptiva desvela un procedimiento de producir un polipéptido que comprende al menos dos
polipéptidos monomeéricos que contienen Fc unidos de manera recombinante que comprenden las etapas de: a)
expresar un primer polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio
CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitios de gicosilacion unidos a N disefiados mediante
ingenieria genética en la interfase de dimerizaciéon CH3-CH3 o la interfase de dimerizacion CH3-CH3 vy la interfase
CH2-CH2 en una primera célula hospedadora; b) expresar un segundo polipéptido monomeérico que contiene Fc que
tiene el mismo o diferente(s) sitio(s) de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética como el
primer polipéptido monomérico que contiene Fc en una segunda célula hospedadora; c) aislar el primer polipéptido
monomeérico que contiene Fc de la etapa a)y el segundo polipéptido monomérico que contiene Fc de la etapa b); y
(d) incubar los dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc de la etapa c) en una condicion adecuada para la
formacion del polipéptido (por ejemplo, un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monomeéricos que
contienen Fc unidos de manera recombinante). La memoria descriptiva desvela, el sitio de glicosilacion unido a N
disefiado mediante ingenieria genética comprende una o mas (por ejemplo, dos) modificaciones de aminoacidos que
tienen una secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en la que X es cualquier aminoacido excepto Pro. En
algunas realizaciones, los dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc de la etapa c) se incuban en presencia
de enlazadores (por ejemplo, (GGGGS)n (SEQ ID NO: 89), en el que n es 1-10) como se desvela en el presente
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documento. La memoria descriptiva desvela un procedimiento de producir un polipéptido que comprende al menos
dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante que comprenden las etapas de: a)
proporcionar un primer polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un
dominio CH3 de IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N en la
interfase de dimerizacion CH3-CH3 o la interfase de dimerizacion CH3-CH3 y la interfase CH2-CH2; b) proporcionar
un segundo polipéptido monomérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio CH3 de
IgG, en el que el dominio CH3 comprende uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N en la interfase de
dimerizaciéon CH3-CH3 o la interfase de dimerizacion CH3-CH3 y la interfase CH2-CH2; c) permitir al primer
polipéptido monomérico que contiene unirse de manera recombinante con el segundo polipéptido monomérico que
contiene Fc. La memoria descriptiva desvela que el primer polipéptido monomérico que contiene Fc es el mismo que
o diferente del segundo polipéptido monomérico que contiene Fc. En algunas realizaciones, el sitio de glicosilacion
unido a N disefiado mediante ingenieria genética comprende una o mas (por ejemplo, dos) modificaciones de
aminoacidos que tienen una secuencia consenso de Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, y en la que X es cualquier aminoacido
excepto Pro. En algunas realizaciones, el primer y el segundo polipéptido monomérico que contiene Fc esta unido de
manera recombinante mediante un enlace en el extremo C-N o mediante un enlazador que utiliza los enlazadores
que se divulgan en el presente documento.

En algunas realizaciones, los procedimientos descritos en el presente documento comprenden ademas una etapa de
purificacion mediante cromatografia.

La cromatografia incluye, aunque no de forma limitativa, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio
idnico, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia con hidroxiapatito, cromatografia de filtracion en gel,
cromatografia en fase inversa, cromatografia de adsorcion, cromatografia en fase liquida (por ejemplo, HPLC
(Cromatografia liquida de alto rendimiento (o presién) y FPLC (cromatografia liquida de proteina rapida)),
cromatografia de exclusidn molecular, y cromatografia de reparto débil. Los ejemplos de columnas para
cromatografia de afinidad incluyen columnas de proteina A (sintética, recombinante, o natural) y columnas de
proteina G (sintética, recombinante, o natural).

El técnico experto puede determinar facilmente, utilizando técnicas bien conocidas, las cantidades relativas de
moléculas o anticuerpos para usar de acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente documento.

En los procedimientos desvelados en el presente documento, se pueden llevar incubaciones a través de un intervalo
de temperaturas. Dichas temperaturas seran reconocidas por los expertos en la materia e incluiran, por ejemplo,
temperaturas de incubacion a las cuales los cambios fisicos perjudiciales tales como desnaturalizacion o
descomposicion no se producen en las moléculas o anticuerpos mixtos. En determinadas realizaciones, las
incubaciones se llevaron a cabo a 37°C.

Se pueden usar cualquiera de numerosas células hospedadoras en los procedimientos de la invencién. Dichas
células son conocidas en la técnica (algunas de las cuales se describen en el presente documento) o se pueden
determinar empiricamente con respecto a la adecuabilidad para su uso en los procedimientos de la invencion
utilizando las técnicas rutinarias conocidas en la materia. En determinadas realizaciones, la célula hospedadora es
procariota. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de bacteria gram-negativa. En otras
realizaciones, la célula hospedadora es E. coli. En algunas realizaciones, la E. coli es de una cepa deficiente en
actividades de la proteasa enddgena. En algunas realizaciones, el genotipo de una célula hospedadora E. coli
carece de los genes depG y prc y alberga un gen spr mutante.

En algunas realizaciones, los procedimientos de la invencién comprenden ademas expresar en una célula
hospedadora un polinucleétido o vector recombinante que codifica la expresiéon de una molécula e la que en la célula
hospedadora potencia el rendimiento de un polipéptido monomérico que contiene Fc, como se describe en el
presente documento. Por ejemplo, dicha molécula puede ser una proteina chaperona. En una realizacién, dicha
molécula es un polipéptido procariota seleccionado entre el grupo que consiste en DsbA, DsbC, DsbG y FkpA. En
algunas realizaciones de estos procedimientos, el polinucleétido codifica DsbA y DsbC.

Células hospedadoras no de hibridoma y procedimientos de producir proteina de manera recombinante

En un aspecto, la presente invencién proporciona células hospedadoras recombinantes que permiten la expresion
recombinantes del polipéptido monomérico que contiene Fc, como se describe en el presente documento. Los
fragmentos de anticuerpos producidos por dicha expresién recombinante en dichas células hospedadoras
recombinantes se denominan en el presente documento "fragmentos de anticuerpos recombinantes". La presente
invencion proporciona también células de la progenie de dichas células hospedadoras, y anticuerpos producidos por
las mismas. La expresion "célula hospedadora recombinante" (o simplemente, "célula hospedadora"), como se usa
en el presente documento, significa una célula en la que se ha introducido un vector de expresion recombinante.
Debe entenderse que "célula hospedadora recombinante" y "célula hospedadora" significan no solo la célula sujeto
concreta, sino también la progenie de dicha célula. Debido a que se pueden producir determinadas modificaciones
en las generaciones sucesivas debido tanto a mutacién como a influencias ambientales, dicha progenie puede no
ser, de hecho, idéntica a la célula precursora, pero sigue incluida en el ambito de la expresion "célula hospedadora”
que se usa en el presente documento. Dicha célula puede comprender un vector de acuerdo con la invenciéon como
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se ha descrito anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para preparar el polipéptido monomérico que
contiene Fc como se ha descrito anteriormente. De acuerdo con una realizacién, dicho procedimiento comprende
cultivar una célula transfectada o transformada con un vector, como se ha descrito anteriormente, y recuperar dicho
polipéptido monomérico que contiene Fc del mismo. Las moléculas de acidos nucleicos que codifican el polipéptido
monomeérico que contiene Fc y los vectores que comprenden estas moléculas de acidos nucleicos se pueden usar
para la transfeccion de una célula hospedadora de mamifero, planta, bacteria o levadura. La transformaciéon puede
ser cualquier procedimiento conocido para introducir polinucleétidos en una célula hospedadora. Los procedimientos
para la introduccion de polinucleétidos heterélogos en células de mamiferos son bien conocidos en la técnica, e
incluyen, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediada con polibreno,
fusion de protoplastos, electroporacion, encapsulacion del(de los) polinucleétido(s) en liposomas, y microinyeccion
directa del ADN en nucleos. Ademas, las moléculas de acidos nucleicos se pueden introducir en células de
mamiferos mediante vectores viricos. Son bien conocidos en la técnica los procedimientos de transformar células.
Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos nimeros 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. Son
bien conocidos en la materia los procedimientos para transformar células vegetales, incluyendo, por ejemplo,
transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion biolistica, inyeccion directa, electroporacion y
transformacion virica. Se conocen bien en la técnica los procedimientos de transformar células bacterianas y de
levaduras.

Las lineas de células de mamiferos disponibles como hospedadores para la expresion son bien conocidas en la
materia e incluyen muchas lineas de células inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection
(ATCC). Estas incluyen, entre otras, células de ovario de hamster chino (CHO), células NSO, células SP2, células
HEK-293T, células 293 Freestyle (Invitrogen), células NIH-3T3, células Hela, células de rifién de cria de hamster
(BHK), células de rifion de mono verde africano (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo,
Hep G2), células A549), y otras numerosas lineas de células. Las lineas de células de preferencia particular se
seleccionan determinando qué lineas de células tienen niveles de expresion altos. Otras lineas de células que se
pueden usar son lineas de células de insectos, tales como células Sf9 o Sf21. Cuando los vectores de expresion
recombinantes que codifican genes de anticuerpos se introducen en células hospedadoras de mamiferos, se
producen los anticuerpos cultivando las células hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente para permitir
la expresion del anticuerpo en las células hospedadoras o, mas preferentemente, la secrecion del anticuerpo en el
medio de cultivo en el que se hacen crecer las células hospedadoras. Los anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de
anticuerpos monomeéricos) se pueden recuperar del medio de cultivo utilizando procedimientos de purificacion de
proteinas normalizados. Las células hospedadoras vegetales adecuadas pueden incluir, por ejemplo, Nicotiana,
Arabidopsis, lenteja de agua, maiz, trigo, patata, etc. Las células hospedadoras bacterianas adecuadas pueden
incluir, por ejemplo, especies deE. coliy Streptomyces. Las células hospedadoras de levaduras adecuadas pueden
incluir, por ejemplo, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.

Se puede potenciar la expresion de polipéptidos de la invencién o de partes de los mismos a partir de la produccion
de lineas de células utilizando numerosas tecnologias conocidas. Por ejemplo, El sistema de expresion del gen de la
glutamina sintetasa (el sistema GS) es una solucidn comun para potenciar la expresién en determinadas
condiciones. El sistema GS se describe de forma completa o en parte vinculado a las patentes EP 0 216 846, 0 256
055, 0323 997 y 0 338 841.

PROCEDIMIENTOS PARA USAR LOS POLIPEPTIDOS MONOMERICOS QUE CONTIENEN Fc

La presente invenciéon proporciona también diversas aplicaciones terapéuticas para los polipéptidos monoméricos
que contienen Fc y los polipéptidos que comprenden al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc
unidos de manera recombinante, como se describe en el presente documento. En un aspecto, los polipéptidos
monoméricos que contienen Fc o el polipéptido que comprende dichos polipéptidos que contienen Fc se pueden
usar para proporcionar una mejor penetracion y acceso a tumores solidos u otros antigenos ocluidos en
comparacion con los anticuerpos de tamafio completo o para reducir la agregacion y la inestabilidad en comparacion
con los anticuerpos de tamafo completo o los polipéptidos monoméricos que contienen Fc sin los sitios de
glicosilacion especificos unidos a N disefiados mediante ingenieria genética como se describe en el presente
documento.

Composiciones farmacéuticas

En un aspecto, la presente invencion proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende el polipéptido
monomérico que contiene Fc o un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que
contienen Fc unidos de manera recombinante en un transportador farmacéuticamente aceptable. En determinadas
realizaciones, los polipéptidos de la invenciéon pueden estar presentes en una forma neutra (incluyendo formas de
iones hibridos) o como especies cargadas positiva o negativamente. En algunas realizaciones, los polipéptidos que
se describen en el presente documento pueden complejarse con un contraion para formar una "sal
farmacéuticamente aceptable”, que se refiere a un complejo que comprende uno o mas polipéptidos y uno o mas
contraiones, donde los contraiones se derivan de acidos y bases inorganicos y organicos farmacéuticamente
aceptables.
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El polipéptido monomérico que contiene Fc o el polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos
que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente documento pueden
administrarse solo o en combinaciéon con uno o mas polipéptidos diferentes de la invencién o en combinacién con
uno o mas farmacos diferentes (0 como cualquier combinacion de los mismos). Las composiciones, procedimientos
y usos farmacéuticos de la invencién abarcan también por tanto realizaciones de combinaciones (coadministracion)
con otros principios activos, como se detalla a continuacion.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "coadministracion”, "coadministrarse" y "en combinacion
con", en referencia a los fragmentos de anticuerpos monomeéricos de la invencién y uno o mas agentes terapéuticos
diferentes, se pretende que signifiquen, y se refieran a e incluyan los siguiente: (i) administracion simultanea de
dicha combinacion de un polipéptido monomérico que contiene Fc o un polipéptido que comprende al menos dos
polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente
documento y agente(s) terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos componentes se
formulan juntos en una forma de dosificacion unitaria que libera dichos componentes practicamente en el mismo
momento a dicho paciente; (ii) administracion sustancialmente simultanea de dicha combinacion de un polipéptido
monomérico que contiene Fc o un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que
contienen Fc unidos de manera recombinante, como se describe en el presente documento y agente(s) terapéuticos
a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos componentes se formulan por separado uno respecto del otro
en formas de dosificacion separadas que se toman practicamente en el mismo momento por dicho paciente,
después de los cual, dichos componentes se liberan practicamente en el mismo momento a dicho paciente; (iii)
administraciéon secuencial de dicha combinacién de un polipéptido monomeérico que contiene Fc o un polipéptido que
comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se
describe en el presente documento y agente(s) terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos
componentes se formulan por separado entre si en formas de dosificacion separadas que se toman practicamente
en momentos consecutivos por dicho paciente con un intervalo de tiempo significativo entre cada administracion,
después de lo cual, dichos componentes se liberan practicamente en el mismo momento a dicho paciente; y (iv)
administracion secuencial de dicha combinacién de polipéptido monomérico que contiene Fc o un polipéptido que
comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante, como se
describe en el presente documento y agente(s) terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos
componentes se formulan juntos en una forma de dosificacién unitaria que libera dichos componentes de una
manera controlada, después de lo cual se liberan de forma concurrente, consecutiva, y/ solapada en el mismo y/o
diferentes momentos a dicho paciente, donde cada parte puede administrarse mediante cualquiera de la misma o
una ruta diferente.

Generalmente, el polipéptido monomérico que contiene Fc o el polipéptido que comprende al menos dos
polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante como se describe en el presente
documento son adecuados para administrarse como una formulacién en asociacion con uno o mas excipiente(s)
farmacéuticamente aceptables. El término "excipiente" se usa en el presente documento para describir cualquier
ingrediente distinto a los compuesto(s) de la invencion. La eleccion del(de los) excipiente(s) dependera en gran
medida de factores tales como el modo particular de administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y la
estabilidad y la naturaleza de la forma de dosificacion. Como se usa en el presente documento, un "excipiente
farmacéuticamente aceptable” incluye a cualquiera y a todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorciéon y similares, que sean
fisioldgicamente compatibles. Algunos ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen agua,
solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol, y similares, asi como
combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferente incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sddico en la composicion. Los ejemplos adicionales de sustancias
farmacéuticamente aceptables son agentes humectantes o cantidades menores de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que mejoran la vida util o la efectividad del
anticuerpo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion y los procedimientos para su preparacion seran
facilmente evidentes para los expertos en la materia. Tales composiciones y procedimientos para su preparacion
pueden encontrarse, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 212 Edicion (Mack Publishing
Company, 2005). Las composiciones farmacéuticas se fabrican preferentemente en condiciones GMP.

Se puede preparar una composicion farmacéutica de la invencion, envasarse, o comercializarse a granel, como una
dosis unitaria Unica, o como una pluralidad de dosis unitarias Unicas. Como se usa en el presente documento, una
"dosis unitaria" es una cantidad especifica de la composicién que comprende una cantidad predeterminada del
principio activo. La cantidad del principio activo es generalmente igual a la dosificacion del principio activo que se
administraria a un sujeto o una fraccion conveniente de dicha dosificacion tal como, por ejemplo, una mitad o un
tercio de dicha dosificacion. Cualquier procedimiento para administrar péptidos, proteinas o anticuerpos aceptado en
la técnica puede emplearse de forma adecuada para los polipéptidos monoméricos que contienen Fc descritos en el
presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién son normalmente adecuadas para la administraciéon parenteral.
Como se usa en el presente documento, la "administracion parenteral" de una composicion farmacéutica incluye
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cualquier via de administracién caracterizada por la rotura fisica de un tejido de un sujeto y la administracion de la
composicion farmacéutica a través de la brecha en el tejido, dando como resultado por tanto generalmente la
administracion directa en el torrente sanguineo, en del musculo, o en un érgano interno. La administracion parenteral
incluye por tanto, aunque no de forma limitativa, la administracion de una composicion farmacéutica mediante
inyeccion de la composicion, mediante aplicacion de la composicion a través de una incisién quirdrgica, mediante la
aplicacion de la composicion a través de una herida no quirdrgica que penetra en el tejido, y similares. En particular,
se contempla que la administracion parenteral incluya, aunque no de forma limitativa, inyecciéon subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular, intraesternal, intravenosa, intraarterial, intratecal, intraventricular, intrauretral,
intracraneal, intrasinovial o infusion; y técnicas de infusion de dialisis renal. Las realizaciones preferidas incluyen las
vias intravenosa y subcutanea.

Las formulaciones de una composicion farmacéutica para la administracion parenteral comprenden generalmente de
forma tipica el principio activo combinado con un transportador farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril o
solucion salina isoténica estéril. Dichas formulaciones pueden prepararse, envasarse o comercializarse en una forma
adecuada para la administracion en bolo o para la administracion continua. Se pueden preparar formulaciones
inyectables, envasarse, o comercializarse en una forma de dosificacion unitaria, tal como en ampollas o en
recipientes multidosis que contienen un conservante. Las formulaciones para administracion parenteral incluyen,
aunque no de forma limitativa, suspensiones, soluciones, emulsiones en vehiculos acuosos u oleosos, pastas, y
similares. Dichas formulaciones pueden comprender ademas uno o mas ingredientes adicionales incluyendo,
aunque no de forma limitativa, agentes suspensores, estabilizantes, o dispersantes. En una realizacién de una
formulacién para administracion parenteral, el principio activo se proporciona en forma seca (es decir, en polo o
granulos) para la reconstitucion con un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril exenta de pirégenos antes de la
administracion parenteral de la composicion reconstituida. Las formulaciones parenterales incluyen también
soluciones acuosas que pueden contener excipientes tales como sales, carbohidratos y agentes tamponantes
(preferentemente a un pH de 3 a 9), pero, para algunas aplicaciones, pueden formularse mas adecuadamente como
una solucién no acuosa estéril 0 como una forma seca para usar junto con un vehiculo adecuado, tal como agua
estéril exenta de pirégenos. Las formas de administracion parenteral ilustrativas incluyen soluciones o suspensiones
en soluciones acuosas estériles, por ejemplo, soluciones acuosas de propilenglicol o de dextrosa. Dichas formas de
dosificacion pueden estar adecuadamente tamponadas, si se desea. Otras formulaciones administrables
parenteralmente que son utiles incluyen aquellas que comprenden el principio activo en forma microcristalina, o en
una preparacion liposémica. Las formulaciones para administracion parenteral pueden formularse para que sean de
liberacion inmediata y/o modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen formulaciones de liberacién
controlada, retrasada, continua, pulsada, dirigida y programada. Por ejemplo, en un aspecto, se pueden preparar
soluciones inyectables estériles incorporando los polipéptidos monoméricos que contienen Fc, en la cantidad
requerida en un disolvente adecuado con una o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun
sea necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersion basico, y los otros principios
requeridos que se han enumerado anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacion son secado al vacio y liofilizacién, que da como
resultado un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucion del
mismo previamente esterilizada mediante filtracion. Puede mantenerse la fluidez adecuada de una solucién, por
ejemplo, usando un recubrimiento como lecitina, manteniendo el tamafio de particula necesario en el caso de las
dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. La absorcion prolongada de composiciones inyectables se puede
conseguir incluyendo en la composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y
gelatina.

Una composicién farmacéutica no limitante ilustrativa de la composicién es una formulacién como una solucion
acuosa estéril que tiene un pH que varia de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,5 y que comprende desde
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml de un polipéptido monomérico que contiene Fc descrito
en el presente documento, de aproximadamente 1 milimolar a aproximadamente 100 milimolar de tampon histidina,
de aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de polisorbato 80, de aproximadamente 100
milimolar a aproximadamente 400 milimolar de trehalosa, y de aproximadamente 0,01 milimolar a aproximadamente
1,0 milimolar de EDTA disédico dihidratado.

Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada. Por ejemplo, se
puede administrar un Unico bolo, se pueden administrar en el tiempo varias dosis divididas, o la dosis se puede
reducir proporcionalmente o aumentarse tal como indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Es
especialmente ventajoso formular las composiciones parenterales en una forma de dosificacion unitaria para facilitar
la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria, como se usa en el presente
documento, se refiere a unidades fisicamente especificas adecuadas como dosificaciones unitarias para los
pacientes/sujetos que se van a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de un principio activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
especificacion de las formas de dosificacion unitarias de la invencion vienen dictaminadas generalmente por y
dependen directamente de (a) las caracteristicas Unicas del agente terapéutico y el efecto terapéutico o profilactico
particular a lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica para componer dicho principio activo para el
tratamiento de la sensibilidad en individuos.
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Por lo tanto, el experto en la materia apreciara, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente
documento, que la dosis y el régimen de dosificacion se ajusta de acuerdo con los procedimientos bien conocidos en
las técnicas terapéuticas. Es decir, la dosis maxima tolerada se puede establecer facilmente, y también se puede
determinar la cantidad eficaz que proporciona un beneficio terapéutico detectable a un paciente, como también se
pueden determinar los requisitos temporales para administrar cada agente para proporcionar un beneficio
terapéutico detectable al paciente. Por consiguiente, aunque determinadas dosis y regimenes de administracion se
ejemplifican en el presente documento, estos ejemplos de ningin modo limitan la dosis y el régimen de
administracion que se puede proporcionar a un paciente en la practica de la presente invencion.

Cabe destacar que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la gravedad de la afeccién a aliviar, y
pueden incluir dosis Unicas o multiples. Debe entenderse ademas que para cualquier sujeto particular, los regimenes
de dosificacion especificos se deberian ajustar con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el criterio
profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de
dosificacion establecidos en el presente documento son solo ilustrativos y no pretenden limitar el ambito o la practica
de la composicion reivindicada. Ademas, el régimen de dosificacion con las composiciones de la presente invencion
pueden basarse en una variedad de factores, incluyendo el tipo de enfermedad, la edad, el peso, el sexo, la afeccion
médica del paciente, la gravedad de la dolencia, la ruta de administracion, y el anticuerpo concreto empleado. Por lo
tanto, el régimen de dosificacion puede variar ampliamente, pero puede determinarse rutinariamente usando
procedimientos estandar. Por ejemplo, las dosis se pueden ajustar en funciéon de parametros farmacocinéticos o
farmacodinamicos, que pueden incluir efectos clinicos tales como efectos toxicos y/o valores de laboratorio. Por lo
tanto, la presente invencion abarca el aumento gradual de dosis intra-paciente segun determine el experto. La
determinacion de dosificaciones y regimenes adecuados son bien conocidas en la técnica pertinente y el técnico
experto entenderia que estan abarcadas una vez se proporcionen las ensefianzas desveladas en el presente
documento.

Para su administracion a sujetos humanos, la dosis mensual total de un polipéptido monomérico que contiene Fc o
un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera
recombinante como se describe en el presente documento estd normalmente en el intervalo de aproximadamente
0,5 a aproximadamente 1500 mg por paciente, dependiendo, por supuesto, del modo de administracion. Por
ejemplo, una dosis mensual intravenosa puede requerir aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 mg/paciente.
La dosis mensual total puede administrarse en dosis Unicas o divididas y puede, a juicio del médico, caer fuera del
intervalo tipico proporcionado en el presente documento.

Un intervalo no limitante ilustrativo para una cantidad terapéutica o profilactica eficaz de un polipéptido monomérico
que contiene Fc o un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos
de manera recombinante, como se describe en el presente documento, es aproximadamente 1 a aproximadamente
1000 mg/paciente/mes. En determinadas realizaciones, el polipéptido monomeérico que contiene Fc o un polipéptido
que comprende el mismo puede administrarse de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 150 mg/paciente/mes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen la generacion y caracterizacion de polipéptidos monoméricos que contienen Fc
que comprenden uno o mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase
de dimerizacién CH3-CH3 o la interfase de dimerizacion CH3-CH3 y la interfase CH2-CH2. Se proporciona también
la generacion y caracterizacion de polipéptidos que comprenden al menos dos polipéptidos monoméricos que
contienen Fc unidos de manera recombinante. Se entiende que los ejemplos proporcionados a continuacion ilustran
los procedimientos y materiales de la presente invencion.

Ejemplo 1: Monomerizacion de un Fc por otra parte dimérico mediante la incorporacion de sitios de N-
glicosilacion en la interfase CH3-CH3

Se us6 una estrategia de disefio de glicoingenieria para disefiar mediante ingenieria genética una forma monomérica
estable de un dominio FC de un anticuerpo. De manera mas especifica, se introdujeron restos de hidratos de
carbono voluminosos e hidréfilos en la interfase CH3-CH3, que separaron la forma dimérica de Fc en una forma
monomérica. De forma sorprendente, esta glicoingenieria estabilizé también la interfase expuesta del dominio CH3.
Se emplearon cuatro criterios para determinar cuando incorporar los sitios de mutacion por N-glicosilacion (para
proporcionar la secuencia de sefalizacion de la glicosilacion unida a N convencional de Asn-X-Ser/Thr). En primer
lugar, se identificaron los restos localizados sobre la interfase de CH3-CH3, con el fin de evitar la seleccion de los
restos soterrados en el nucleo del dominio Ig o los restos expuestos al disolvente (Figura 1). Se uso6 la estructura
cristalina de gamma 1 Fc humano (PDB ID:1HZH) para calcular el porcentaje de superficie accesible (% de ASA) de
cada resto en el dimero Fc (forma natural) y en una cadena de un dimero Fc (es decir, un monémero de Fc
hipotético) con el programa MOE (Chemical Computing Group). Los restos con un % de ASA mayor (dimero)
deberian ser los restos que se exponen al disolvente. Se teorizé que era mas probable que los restos con el valor del
%de ASA mayor estuvieran expuestos al disolvente o soterrados en la interfase C43-C3. Por lo tanto, se determind
el grado de implicacion de la interfase sustrayendo el % de ASA del monémero del dimero Fc como AASA = % de
ASA (mondémero) - % de ASA (dimero)) y se seleccionaron 22 restos de interfase cuyos AASA eran superiores a un
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valor umbral del 10%. Véase la Tabla 1. En segundo lugar, se evitd la mutagénesis de restos de prolina, glicina y
cisteina debido a que estos restos juegan generalmente un importante papel en el mantenimiento del marco
estructural de una proteina. En tercer lugar, se considero la probabilidad de ocupancia de la glicosilacién. Los restos
Asn-X-Ser/Thr-Y se incorporaron a la regiéon donde ningun X (el aminoacido situado entre Asn and Ser/Thr) ni Y (el
aminoacido situado a continuacién de Ser/Thr) es un resto de prolina, ya que la prolina en estas posiciones inhibe
fuertemente la eficacia de la glicosilacion. Cuando los restos en la tercera posicion (es decir, Ser/Thr) de la
secuencia de sefalizacion de la glicosilacién unida a N convencional de Asn-X-Ser/Thr deben mutarse, se
selecciond la treonina sobre la serina debido a que se ha mostrado que la treonina en la tercera posicién proporciona
mayor ocupancia del glicano en el resto asparagina que la serina en la tercera posicion. Finalmente, se
cartografiaron los restos en la estructura tridimensional de una cadena de un dominio Fc y se inspeccionaron
manualmente, y se eliminaron las posiciones donde los hidratos de carbono disefiados mediante ingenieria genética
podrian tener poco impacto para separar la interfase CH3-CH3 (Leu256 y Aspm). Por lo tanto, se seleccionaron
lI6gicamente un total de nueve posiciones para la N-glicosilacion. Estos restos seleccionados estan bien conservados
entre todos los isotipos de IgG humana (1, 2, 3 y 4) asi como los isotipos de IgG de raton (2, 2a, 2b y 3) (Figura 2).
Se construyeron mutantes de N-glicosilacion individuales utilizando el dominio Fc de IgG1 e IgG4 humanas sin la
region bisagra (Gly*® to Lys*®") como molde. Los acidos nucleicos que codifican estos péptidos se expresaron
transitoriamente en células HEK293. Para evaluar la expresion y la eficacia de la N-glicosilacion, el sobrenadante del
medio se sometié a SDS-PAGE en condiciones reductoras asi como a analisis de transferencia Western. Los niveles
de expresién de todos los mutantes fueron similares al dominio Fc natural excepto en que el mutante de la posicién
366 se expresd mal. Parecié que las variantes N-glicosiladas migraron con la movilidad correspondiendo a un peso
molecular de aproximadamente 25 kDa, mientras que las variantes no glicosiladas migraron a aproximadamente 22
kDa. Cinco sitios (364, 366, 368, 405 y 407) mostraron una N-glicosilacion eficaz, mientras que cuatro sitios (347,
390, 401, 409) mostraron una incorporacion de aproximadamente el 50% o menor de N-glicanos. Como los perfiles
de expresion y glicosilacion de los mutantes de IgG1 e IgG4 fueron similares, se usaron los mutantes de IgG1 para
los estudios adicionales.

Tabla 1: % de ASA

Restos de la interfase|% de ASA (dimero)% de ASA (mondémero)n.° de A ASA
*GIn347 26,5 41,8 15,4
Tyr349 5,1 41,4 36,3
Leu351 3,8 41,9 38,0
Ser354 13,6 60,2 46,6
Asp356 47,9 74,4 26,5
Glu3s7 2,8 26,9 24,1
Lys360 42,7 62,9 20,2
*Ser364 3,8 18,5 14,8
*Thr366 0,7 21,2 20,5
“Leu368 1,4 15,2 13,8
Lys370 17,1 37,3 20,0
*Asn390 39,9 55,6 15,7
Lys392 42,8 77,6 34,9
Thr394 2,5 42,7 40,2
\Val397 13,6 42,3 28,7
*Asp401 14,0 32,4 18,5
Ser400 56,7 89,2 32,5
*Phe405 0 24,2 24,2
*Tyr407 0 37,3 37,3
*Lys409 1,5 50,5 48,9
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(continuacion)
Restos de la interfase  |% de ASA (dimero) |% de ASA (mondmero) |n.° de A ASA

Lys439 27,9 41,3 13,4
Ser434 56,8 68,8 12,0

*Las posiciones seleccionadas para el disefio mediante ingenieria genética de la N-
glicosilacion.

Ejemplo 2: Caracterizacion de las variantes de la N-glicosilacion

Se seleccionaron cuatro mutantes (posiciones 364, 368, 405 y 407) con N-glicosilacion completa para purificacion y
caracterizacion adicionales. Estos mutantes de N-glicosilacion, denotados como CH23-N364 (Fc-S364N), CH23-
N368 (Fc-L368N/K370T), CH23-N405 (Fc-F405N/Y407T) y CH23-N407(Fc-Y407N/K409T), se purificaron como se
describe en otra parte en el presente documento, dando como resultado una pureza >95% como se determind
mediante SDS-PAGE. Los rendimientos de la proteina purificada estuvieron en el intervalo de 20 - 30 mg por litro de
medio. A fin de evaluar los rendimientos relativos de las variantes glicosiladas y no glicosiladas en cada posicion, se
llevé a cabo un ensayo de electroforesis capilar en gel (CGE) de la proteina purificada con y sin tratamiento de la
PNGasa F. Los datos desvelados en el presente documento sugieren que estos cuatro mutantes contienen hasta un
10% de variantes no glicosiladas, lo que es similar al Fc natural (Tabla 2). Se us6 una columna de exclusion
molecular (SEC) analitica para estimar los pesos moleculares aparentes de las variantes de N-glicosilacion. Los
pesos moleculares mostraron un peso molecular aparente inferior (25 ~ 30 kDa) que el Fc natural (~ 48 kDa), lo que
sugiere que la N-glicosilacion incorporada perturb6 satisfactoriamente la interfase CH3-CH3 del dimero Fc. Se usé
SEC-MALS (cromatografia de exclusion por tamafno-dispersion de luz multiangulo) para llevar a cabo un analisis
mas riguroso de la distribucion de especies oligoméricas de los mutantes N-glicosilados, aunque estos mutantes
parecieron ser monoméricos segun SEC. La masa molecular determinada mediante la dispersion de la luz sobre la
sefial del indice de refraccion mostré6 que CH23-N405 era completamente monomérico, sin embargo, se encontrd
que CH23-N364, CH23-N405 y CH23-N407 eran mezclas de formas monoméricas y diméricas. Se caracterizd
adicionalmente la estabilidad térmica de estos cuatro mutantes N-glicosilados mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Los termogramas del Fc natural dieron como resultado dos transiciones con las temperaturas de
fusion de 72 y 83 °C. Estos valores fueron comparables al valor de 70,8°C y 83,3°C que se ha asignado a la fusion
de los dominios CH2 y CH3. Por el contrario, los mutantes N-glicosilados individuales mostraron una tnica transicion
con la temperatura de fusion disminuida (Tabla 2).

Tabla 2: Sumario de la caracterizacion biofisica

Mutantes de N-glicosilacion % singlico (%) SEC-MALS Tf (°C) Kd, FcRn (nM)
Fc natural (c/s bisagra) 12 dimero 72/83 280
CH23-N364 6 monomero/dimero 64 340
CH23-N368 9 monomero/dimero 58 460
CH23-N405 7 monomero 62 290
CH23-N407 5 monomero/dimero 63 450
CH23-N364/N368 <05 lagregacion 53/62 580
CH23-N364/N407 <05 monomero 64 220
CH23-N258/N364/N407 <05 monomero 62 230
CH23-N260/N364/N407 8 monomero 55 260
CH23-N286/N364/N407 <05 monomero 64 520
CH23-N305/N364/N407 10 monomero 57 320

Ejemplo 3: Combinacion de muiiltiples sitios

Para minimizar adicionalmente la parte no glicosilada de cada variante, se introdujeron dos sitios de N-glicosilacion
en el dominio CH3 mediante mutaciones individuales en la posiciones de 364, 368, 405 y 407, que dieron como
resultado un 90% a 95% de ocupancia de la glicosilacion. La Figura 3 resalta la alineacion especial de la Ser*®,

Leu368, Phe*® y Tyr407 en la interfase del dominio CH3. Basandose en esta observaciones, se teorizé que los dos
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restos de hidratos de carbono en dos sitios entre 368, 405 y 407 desestabilizarian ademas la estructura debido a que
estos tres restos se localizan en estrecha proximidad entre si. Por lo tanto, tres combinaciones de estos sitios unidos
a N, es decir, N364 y N368, N364 y N405 y N364 y N407, se seleccionaron para la incorporacion de dos sitios de N-
glicosilacion. Estos tres mutantes de doble N-glicosilacion, concretamente CH23-N364/N368, CH23-N364/N405 y
CH23-N364/N407, se expresaron en células HEK293 y se examinaron para la expresion y la glicosilacion mediante
transferencia western. Se observaron aumentos en el tamafio en comparaciéon con los mutantes de una uUnica N-
glicosilacion para CH23-N364/N368 y CH23-N364/N407, mientras que CH23-N364/N405 no se secretd a un nivel
detectable. Debido a que se encontré que CH23-N364/N405 se expresaba pero no se excretaba por la célula, se
teoriz6 que esta doble mutaciéon puede discapacitar la secrecidon de la proteina o producir inestabilidad en la
estructura de la proteina. Debido a que el tratamiento de la PNGasa F dio como resultado el tamafio molecular que
corresponde a la forma reducida del dominio Fc, el aumento en el tamafio de CH23-N364/N368 y CH23-N364/N407
se atribuy6 a la presencia de multiples glicanos unidos a N sobre cada molécula. Las proteinas CH23-N364/N368 y
CH23-N364/N407 se purificaron y se investigaron el estado oligomérico, el rendimiento de las moléculas no
glicosiladas, y la estabilidad térmica, como se describe en otra parte en el presente documento. Se disminuyeron las
moléculas no glicosiladas de CH23-N364/N368 y CH23-N364/N407 hasta un nivel indetectable (Tabla 2). EI CH23-
N364/N407 producido era completamente monomérico incluso aunque mutantes individuales de CH23-N364 y
CH23-N407 formaron cantidades detectables de dimeros. Cabe sefalar, CH23-N364/N368 mostré una tendencia
agregativa y una disminucion en la estabilidad térmica basandose en los analisis de SEC-MALS y DSC. Sin
embargo, la doble mutacién en las posiciones 364 y 407 mejoré las propiedades del Fc monomérico en términos de
estabilidad, eficacia de la glicosilacion y tendencia monomérica (Tabla 2). Se confirmé también la glicosilacion
mediante SC-MALS analitico con un detector UV a 280 nM (sensible solo al componente de proteina) y un detector
de IR (sensible a los componentes de la proteina e hidratos de carbono).

El dominio CH2 contiene naturalmente N-glicosilacion en Asn®”’ (Figura 1). Debido a que se mostré que dos glicanos

disefiados mediante ingenieria genética en el dominio CH3 se estabilizaban en la forma monomerlca se investigd
ademas un sitio de glicosilacion en el dominio CH2 ademas de la N-glicosilacion natural en Asn®”’ En primer lugar,
se identificd un potencial sitio de glicosilacion disefiado mediante ingenieria genética en el CH2 en las posiciones
258, 260, 286 y 305 (Figura 1). Se conservaron estos cuatro restos entre todos los isotipos de IgG humana (1, 2, 3 y
4) y se conservaron principalmente entre los isotipos de IgG de ratén (2, 2a, 2b y 3) (Figura 3). Un sitio de N-
glicosilacion individual disefiado mediante ingenieria genética se introdujo en CH23-N364/N407 y los mutantes de
triple N-glicosilacion se expresaron en células HEK293. Por lo tanto, estos mutantes comprenden un sitio de
glicosilacion natural en N297 y tres sitios de glicosilacion disefiados mediante ingenieria genética: uno en el dominio
CH2 y dos en el dominio CH3. Todos los mutantes se purificaron y examinaron para el rendimiento de la no
glicosilacion, el estado monomérico y la estabilidad térmica como se ha descrito anteriormente y los resultados se
muestran en la Tabla 1. CH23-N258/N364/N407 and CH23-N286/N364/N407 se encontraron que eran monomericos
y completamente glicosilados mientras que CH23-N260/N364/N407 y CH23-N305/N364/N407 eran monomeéricos,
pero dieron como resultado aproximadamente 5 ~ 10 % de moléculas no glicosiladas.

Ejemplo 4: Estructura cristalina de CH23-N364/N407

Se hicieron crecer cristales de CH23-N364/N407 que difractaban a 1,9 A. La estructura se resolvi6 mediante
sustituciéon molecular utilizando el coordinado de una cadena polipeptidica de un dimero Fc (3DTS) como un modelo
de busqueda. En la Tabla 3 se muestran la recogida de datos y la estadistica de refinamiento del conjunto de datos y
el modelo. La cartografia experimental de CH23-N364/N407 dio como resultado una densidad clara para la
estructura principal completa de Gly224 a Ser447, y >95% de las cadenas secundarias se ajustaron a la densidad de
electrones. Las sustituciones de S364N, Y407N, y K409T fueron claramente VISIb|eS en el dominio CH3. Se
determind la topologia de la cadena de hidratos de carbono conectada a Asn® a partir de su densidad de
electrones. Se identificaron ocho restos de azucar (GIcNAc1 GIcNAcS Man7, GIcNAc8 y Fuc). Por el contrario, solo
se identificé cada resto de aztcar sobre los restos Asn®® y Asn " disefiados mediante ingenieria genética. Se
localizé el GIcNAc1 unido a la cadena secundaria de Asn®®* de acuerdo con su densidad de electrones. Sin
embargo, el GIcNAc1 unido a Asn*” no pudo colocarse debido a la baja densidad de electrones, aunque el mapa de
densidades sugirié que eX|sten atomos pesados mayores que las moléculas de agua en estrecha proximidad de la
cadena secundaria de Asn*”’. Sin embargo, el contenido de la unidad asimétrica del cristal CH23-N364/N407 mostro
solo una unidad monomeérica del dominio Fc regular que existe como dimero de dos cadenas polipeptidicas
glicosiladas idénticas (Figura 4). Estos datos cristalograficos demuestran que la glicosilacion disefiada mediante
ingenieria genética sobre la interfase CH3-CH3 puede estabilizar la forma monomérica del dominio Fc.

Tabla 3. Recogida de datos de rayos X y estadisticas de refinamiento del modelo

Recogida de datos

Grupo espacial P32

dimensiones de la celda

a, b, c(A) 64,22, 64,22, 146,94
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(continuacion)

Recogida de datos

a, B,y (%) 90,0, 90,0, 120,0
Resolucion (A) 50,-1,9 (1,93-1,90)
N.° de reflexiones (total/inico) 544,128/26.945
Completitud (%) 96,8 (67,3)
Redundancia 4,7 (2,2)

Refinamiento

Resolucion (A) 1,9

Rtrabajo/ Rlibre (%) 25,0 / 25,9

N.° de atomos

Proteina 1852
N.° de atomos de hidratos de carbono 187
Agua 74

B-factores promedio

Proteina 48,55

Desviaciones r.m.s.

longitudes de enlace (A) 0,007

Angulos de enlace (°) 1,09

Ejemplo 5: Produccion y caracterizacion in vitro de variantes de Fab-CH23:

A fin de elucidar la implicacion de FcRn en el tiempo de vida de CH23 en suero, un fragmento Fab derivado de un
anticuerpo dirigido contra KJLH se fusion6 a CH23 (denominado en el presente documento "Fab-CH23" que se
denomina también Fab-CH23-N364/N407 (S364N-L355-T366 y Y407N-S408-K409T (por ejemplo, SEQ ID NO: 71)).
El mismo fragmento Fab se fusioné también a la variante de FcRn inactivada genéticamente (Fab-
CH23[H310A/H433A] (por ejemplo, SEQ ID NO: 75)) y a la variante de potenciacion de FcRn (Fab-
CH23[M428L/N4348S] (por ejemplo, SEQ ID NO: 73)). Una construccion CH23 en tandem (Fab-CH23-CH23 (por
ejemplo, SEQ ID NO: 85)) que comprende dos polipéptidos Fc disefiados mediante ingenieria genética se construyé
también como un control de formato IgG1 regular (es decir, un anticuerpo dirigido contra KLH) para ensayar la
hipétesis de que la avidez puede mejorar la propiedad farmacocinética de CH23 (Figura 5). Todas las construcciones
se transfectaron en células CHO, y se purificaron las proteinas mediante cromatografia en columna de proteina G.
Como control, se produjo Fab-CH23 producido en un sistema de expresion transitoria de células HEK293
(denominado "Fab-CH23-HEK"). Se investigaron la uniéon a FcRn de estas construcciones en un formato de unién 1
a 1 ("variante Fc" unida a la superficie de un chip BlAcore y el FcRn soluble floté sobre la superficie del chip) y un
formato de avidez (proteina FcRn de raton unida a la superficie del chip BlAcore, y cada variante de Fc floté sobre el
chip). En la Tabla 4 se resumen los datos de union en el equilibrio. La afinidad de unién 1 a 1 tanto de Fab-CH23
como de Fab-CH23-HEK (Tabla 4) era similar a la de CH23-N364/N407 (Tabla 1) sugiriendo que la fusién de Fab no
afecta la union de Fc a FcRn. Como era de esperar, la mayor afinidad de uniéon de FcRn se observé para Fab-
CH23[M428L/N434S] mientras que no se observé unién de FcRn para Fab-CH23[H310A/H433A). En el ensayo de
unioén 1 a 1, Fab-CH23-CH23 localizado sobre la superficie del chip mostré una afinidad de unién similar a la de Fab-
CH23 para FcRn. De forma sorprendente, en el ensayo de avidez (FcRn localizado sobre la superficie del chip), sin
embargo, Fab-CH23-CH23 mostré una afinidad mayor de aproximadamente 40 veces por la union a FcRn que Fab-
CH23. aunque la arquitectura de Fc de IgG y el tandem CH23-CH23 difieren, Se encontré que Fab-CH23-CH23 se
une con alta afinidad a FcRn localizado sobre la superficie del biosensor de manera similar a la afinidad de IgG que
comprende un Unico dominio Fc. A fin de evaluar qué Fab-CH23-CH23 se disocié de FcRn a pH neutro, se midio el
porcentaje de Fab-CH23-CH23 unido a pH 7,4 y a pH 6,0 durante la fase de disociacion. Se observé que el % unido
de Fab-CH23-23 e IgG eran casi iguales. Estos resultados demuestran que Fab-CH23-CH23 no solo se une
estrechamente a FcRn a pH acido, sino que también se disocia de FcRn eficazmente a pH neutro de forma similar a
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Fc de igG natural.

Tabla 4. Resumen de interacciones de FcRn de diversas fusiones de Fab-CH23

\Variantes Kd (1.a 1) (nM) Kd (avidez) (nM) % unido (%)
Fab-CH23-HEK 230 180 1,1
Fab-CH23 250 180 5,6

Fab-CH23[H310A/H433A] - - R

Fab-CH23 [M428L/N434S] 68 35 20
Fab-CH23-CH23 250 45 14
IgG 280 9,3 11

Ejemplo 6: Farmacocinética de variantes de Fab-CH23: en ratones

Se determinaron los perfiles de concentracion promedio en plasma tras una Unica dosis IV de 5 mg/kg de los
anticuerpos bivalentes o los polipéptidos monoméricos que contienen Fc que comprenden el mismo Fab que los
anticuerpos de ratones Balb/c machos y en la Figura 6 se muestran los datos y en la Tabla 5 se resumen los
parametros PK. La variabilidad intersujeto era relativamente alta para Fab-CH23 y se observé una disminucion
significativa de la concentracion en plasma tras 96 horas de dosificacion, sugiriendo una posible inmunogenicidad
(por ejemplo, aclaramiento mediante anticuerpos de raton dirigidos contra Ig humana, AHA, contra las
construcciones). El aclaramiento (CL) para Fab-CH23 fue menor y comparable al CL de las IgG tipicas a 0,3 mi/h/kg,
y el T2 fue de 173 h (~7,2 d). Las velocidades de CL para Fab-CH23-HEK y Fab-CH23[H310A/H433A], a 18 y 14
ml/h/kg, respectivamente, fueron mucho mayores que las de la IgG natural a 0,3 ml/h. Por consiguiente, el T1 fue
mucho mas corto para estas dos variantes a 12 y 11 horas, respectivamente, en comparacion con la IgG natural
(173 horas). Cuando Fab-CH23-HEK se coadministr6 mediante la ruta intraperitoneal con 10 mg de manano (un
inhibidor natural de los receptores de manosa), el CL aumenté 2 veces en comparacion con Fab-CH23 sin manano,
lo que indica que el aclaramiento mediado por el receptor de manosa es un mecanismo de aclaramiento principal de
Fab-CH23-HEK. Fab-CH23 y Fab-CH23 [M428L/N434S] mejoraron la PK sobre Fab-CH23-HEK y Fab-
CH23[H310A/H433A] con un CL de ~9 ml/h/kg y un T2 de 32 y 42 h, respectivamente. El tandem Fab-CH23-CH23
tenia el CL mas lento (3 ml/h/kg) y el T1» mas largo (97 h) entre todas las fusiones Fab monoméricas. De forma
similar a la IgG natural, las concentraciones en plasma de Fab-CH23-CH23 disminuyeron también drasticamente 96
h después de la dosificacion indicando que la inmunogenicidad potencial puede ser también responsable de todo el
aclaramiento de Fab-CH23-CH23.

Tabla 5: Parametros farmacocinéticos de diversas fusiones Fab-CH23

\Variantes ABCinf (ugxh/ml) |ABCextrap (%) [Co(pg/m)l)  [Ta2 (h)  |CL (ml/h/ kg) [Vass (MIkg)
Fab-CH23-HEK 323 1 92 12 18 78
Fab-CH23-HEK +m 508 0 91 14 10 42
Fab-CH23 579 1 70 32 9,0 177
Fab-CH23 [H310A/H433A] 364 0 72 11 14 93
Fab-CH23 [M428L/N4348S] 548 1 58 42 9,2 213
Fab-CH23-CH23 1288 20 95 97 3,0 323
IgG 5955 62 140 173 0,3 78

Ejemplo 7: Procedimientos experimentales

Construccion del plasmido y expresion de la proteina

El plasmido de expresion del fragmento Fc natural se construyé como una etiqueta de hexahistidina en el extremo N

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 664 095 T3

seguido por la regidon constante gamma 1 humana que comienza con GIy236. Todas las construcciones de plasmidos

y la mutagénesis se llevaron a cabo con el kit de clonacién de la PCR In-Fusion dry-down (Clontech, Mountain View,
CA). Se generaron construcciones mutacionales mediante la PCR con los cebadores que generan las sustituciones
de aminoacidos deseadas. El producto de la PCR resultante se traté con el potenciador de la clonacién InFusion tras
la insercién en un vector de expresion que se habia tratado con Xbal y EcoRI (New England Biolab, Ipswich, MA). Se
construyé el vector de expresion de las variantes Fab-monoFc mediante amplificacion de la PCR de una
construccion que codifica el fragmento Fab de un anticuerpo dirigido contra KLH y monoFc. Para la produccion de
proteinas de las variantes Fc N-glicosiladas, se transfectaron transitoriamente células HEK293F con los plasmidos
de expresion utilizando el reactivo 293fectin y se hicieron crecer en medio FreeStyle293 de acuerdo con el protocolo
del fabricante (Invitrogen). Se recogié el medio acondicionado mediante centrifugacion a 2.000 x g durante 10 min 6
dias después de la transfeccion. Para las variantes de IgG y Fab-monoFc, se transfectaron células CHO con los
plasmidos de expresion mediante Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Grand Island, NY). Se seleccionaron los clones
estables con 50 ug/ml de G418 y 50 nM de metotrexato durante 2 a 3 semanas. El medio acondicionado se recogio
mediante centrifugacion y se filtré el sobrenadante mediante filtros de 0,2 um para la posterior purificacion. Se
confirmoé la expresion mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido por inmunotransferencia con
anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra His G (Invitrogen, Grand Island, NY) o anticuerpo dirigido contra Fc
humano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Purificacion de proteinas

Para la purificacién del dominio Fc natural y las variantes Fc N-glicosiladas disefiadas mediante ingenieria genética,
se cargd medio acondicionado sobre una columna de quelacién HiTrap (GE healthcare, Piscataway, NJ)
preequilibrada con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (KH2PO4 1 mM, Na;HPO4 10 mM, NaCl 137 mM, y
KCI 2,7 mM, pH 7,2). Las proteinas de unién no especificas se lavaron por separado con tampon A (KH2PO4 1 mM,
Na;HPO,4 10 mM, NaCl 137 mM, y KCI 2,7 mM, imidazol 10 mM, pH 7,6), y la proteina se eluyd con un gradiente
lineal de tampoén a tampén B (KH2PO4 1 mM, NasHPO4 10 mM, NaCl 137 mM, y KCI 2,7 mM, imidazol 250 mM, pH
7,6). La fraccion combinada se cargd sobre la columna de proteina A HiTrap (GE healthcare, Piscataway, NJ) se
preequilibré con tampdn PBS y se eluyd con el tampdn de elucion de la proteina A (acido citrico 50 mM, pH 3,3). La
solucion de proteina resultante se neutralizé mediante una solucién tris-HCI 1 M (pH 8,0), se intercambié el tampdn
con PBS, se concentré y almacend a -80 °C. Se confirmd la pureza mediante SDS-PAGE (4-20% de gel de gradiente
lineal, Invitrogen, Grand Island, NY). Para las variantes Fab-monoFc, se cargé el medio acondicionado sobre la
columna de proteina G HiTrap (GE healthcare, Piscataway, NJ) se preequilibré con PBS y se eluyé con el tampén de
elucion de la proteina G (acido citrico 100 mM, pH 2,5). La fraccidon combinada se neutralizé mediante una solucion
tris-HCI 1 M (pH 8,0), se concentré hasta 10 ml y se cargd sobre una columna Superdex200 (Hiload 26/60 calidad
prep, GE healthcare, Piscataway, NJ), preequilibrada con tampon PBS. Se confirmd la pureza mediante SDS-PAGE
y se evalu6 el estado monomérico de la proteina N-glicosilada mediante Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare,
Piscataway, NJ) utilizando una columna de 10 x 300 mm. La solucién de proteina purificada se esterilizé mediante
un filtro de 0,22 um y se almacené a -80 °C. Se consiguio la cuantificacion de la proteina midiendo la absorbancia a
280 nm y calculando la concentracion utilizando el coeficiente de absorcion molar de acuerdo con Pace y col.,
Protein Sci. 4, 2411-2423 (1995).

Caracterizacién biofisica

Cromatografia de exclusion molecular-Dispersion de luz multiangulos (SEC-MALS): - Se determinaron la masa molar
promedio y el estado de oligomerizacion del dominio Fc natural y las variantes Fc N-glicosiladas utilizando SEC-
MALS. Se prepararon muestras de proteinas a concentraciones que variaban desde 4,5-7,0 mg/ml en tampoén PBS.
Se inyecté cada muestra (200 ug) en una columna analitica Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, Piscataway,
NJ) conectada a un sistema de HPLC Agilent 1100 (Foster City, CA). Se analizaron los picos de la proteina en la
columna dimensionada utilizando un detector de dispersion de la luz de tres angulos MiniDawn de Wyatt. Se llevaron
a cabo la cromatografia y el analisis de dispersion de la luz a 25 °C. El sistema de dispersion de luz MiniDawn se
calibré de acuerdo con las instrucciones del fabricante con tolueno y se normalizaron utilizando albumina de suero
bovino (Thermo Scientific, Rockford, IL). Se llevaron a cabo la adquisicion y el analisis de datos utilizando el software
Asta de Wyatt con un valor An/Ac de 0,185 ml/g para la proteina. Se determind la contribucion de la masa de glicano
aplicando el molde de conjugacion de la proteina en el software Astra utilizando un valor de An/Ac aproximado de
0,14 ml/g para el resto de azucar.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): - Estabilidades térmicas del dominio Fc natural y variantes de Fc N-
glicosiladas disefiadas mediante ingenieria genética utilizando el sistema DSC capilar de MicroCal, VP-DSC
(Northampton, MA). Las soluciones de proteina y tampon se centrifugaron y desgasificaron antes de la carga en el
instrumento. La muestra de proteina a una concentracién de 0,02 mM en tampén PBS se introdujo en la celda de
muestra. Ambas celdas se calentaron de 10 °C a 100 °C a una velocidad de barrido de 100 °C por hora. La
diferencia en la capacidad calorifica entre la celda de muestra y la celda de referencia se registrd y analizoé utilizando
el software Origin7.0 de MicroCal. Se gener6 un termograma de valores iniciales con tampén PBS en las celdas de
muestra y de referencia. Los datos se utilizaron para sustraer cualquier sistema de calor no asociado con la
desnaturalizacion de la proteina.

Electroforesis capilar en gel - El porcentaje relativo de las especies glicosiladas y no glicosiladas en cada muestra de
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proteina se midi6 en condiciones reductoras utilizando un calibre LabChip GXIl (Hopkinton, MA). Se prepar6 el
control desglicosilado incubando la proteina con Glycannase F (ProZyme, Hayward, CA) durante tres horas a 37 °C
en tampdén PBS. Las muestras para el ensayo del calibre se prepararon de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En resumen, 2 ul de muestra de proteina (4,5 - 7,0 mg/ml) se mezclaron con 7 pl de tampon de muestra
SDS y se incubaron a 100 °C durante 5 min en una placa de 96 pocillos. El volumen de la muestra se ajustd hasta
un volumen final de 40 ul con agua desionizada. Se llevaron a cabo la carga, la separacion, la tincion y la destincion
de la proteina en una oblea de cuarzo fotograbada con microcanales de acuerdo con el programa LabChip Protein
Express. Se genero un electroferograma de cada muestra que se analiz6 utilizando el software LabChip GX v.3.0.

Ensayos de unién a FcRn

Se llevaron a cabo los ensayos de uniéon a FcRn utilizando un biosensor de resonancia de plasmoén superficial
(SPR), Biacore 3000 (Biacore, Upsala, Suecia). El chip sensor CM5, tensioactivo P20, N-etil-N-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), y etanolamina 1 M (pH 8,5) se adquirieron de
GE Healthcare (Piscataway, NJ). Se llevaron a cabo los experimentos SPR a 25°C en tampdn PBS (pH 6,0) con P20
al 0,005%. Se adquirio una proteina FcRn de ratén de ARVYS Proteins, Inc. (Stamford, CT). Todos los experimentos
se repitieron tres veces.

Se llevo a cabo el ensayo de unién 1 a 1 - inmovilizacion de las variantes Fc N-glicosiladas disefiadas mediante
ingenieria genética o las variantes Fc N-glicosiladas disefiadas mediante ingenieria genética Fab-mono en un chip
sensor CM5 mediante el procedimiento de acoplamiento de la amina. En resumen, 20 uM de solucién de proteina se
diluyeron 20 veces en acetato 10 mM (pH 4,5) y se inyectaron sobre la superficie de un biosensor que se habia
preactivado con una inyeccion de 20 ul de una mezcla 1:1 de EDC 200 mM y NHS 50 mM, seguido por la inyeccion
de HCl-etanolamina 1 M (pH 8,5). Para la superficie de referencia, se activd una celda de flujo mediante la mezcla
EDC-NHS y se desactivdé mediante etanolamina sin proteina. Se midi6 la unién en el equilibrio inyectando 150 ul de
proteina FcRn soluble de raton a un caudal de 5 ul/min. Las superficies del sensor se regeneraron aplicando tampoén
PBS (pH 7,2) durante 1 min. Los inventores observaron que todas las curvas de uniéon de cada concentracion
alcanzaron la meseta al final de la inyeccion (30 min). Se registraron las UR en estado estacionario al final de la
inyeccion (28 min) y se calcul6 la constante de disociacion del equilibrio (Kd) utilizando el software BlAevaluation
(GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Ensayo de avidez: - Para evaluar la avidez del analito (molécula en fase movil), se llevd a cabo el "formato de
ensayo de avidez" basado en SPR como se ha descrito anteriormente. Véanse, por ejemplo, Zalevsky y col., Nature
Biotech. 28, 157-159; Yeung y col., J. Immunol. 182, 7663-7671 (2009); y Suzuki y col., J. Immunol. 184, 1968-1976
(2010). Es decir, se inmovilizd la proteina FcRn de ratdén sobre un chip sensor CM5 mediante el procedimiento de
acoplamiento de la amina como se ha descrito anteriormente. Se midié la unién en el equilibrio inyectando 30 ul de
variantes Fab-monoFc sobre la superficie de FcRn a un caudal de 2 pl/min. Las superficies del sensor se
regeneraron aplicando tris-HCI 100 mM, pH 8,0 durante 1 min. Se registrd la UR en estado estacionario al final de la
inyeccion (14 min), y se calcul6 la constante de unién del equilibrio (Kd) utilizando el software BlAevaluation (GE
Healthcare, Piscataway, NJ).

Ensayo de cambio de pH: Para evaluar la eficacia de la disociacion de las variantes Fab-monoFc de FcRn a pH
neutro, se empled el "ensayo de cambio de pH" modificado a partir del procedimiento que se habia indicado
anteriormente. Véanse, por ejemplo, Wang y col., Drug Metab. Dispos. 39, 1469-1477 (2011). En este ensayo, se
inmovilizé la proteina FcRn de ratén sobre un chip sensor CM5 mediante el procedimiento de acoplamiento de la
amina. Se midi6 la union inyectando 100 uM de variantes Fab-monoFc en tampén de analisis (PBS, pH 6,0) seguido
por la inyeccion tanto de tampon de analisis (PBS, pH 6,0) o tampén neutro (PBS, pH 7,2) solo sobre la superficie de
FcRn a un caudal de 50 pl/min.

Cristalizacion y determinacién de la estructura

Se concentro la proteina hasta 30 mg/ml en tampén tris (tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) para los ensayos de
cristalizacion de monoFc (Fc-CH23-N364/N407). Se llevd a cabo la cristalizacion utilizando el procedimiento de
difusion de vapor por gota colgante a 18 °C, con las gotas que contienen 0,2 ul de solucién de proteinas y 0,2 ul de
la solucién de depdsito equilibrada frente a la solucion de depdsito. Se obtuvieron cristales trigonales grandes
utilizando sulfato de amonio 2,2 M y fluoruro de sodio 200 mM como un precipitante. Se crioprotegieron los cristales
en presencia de glicerol al 20% en el licor madre y se enfriaron rapidamente de forma inmediata en nitrégeno liquido.
Se recogieron los datos de difraccion de rayos X de un monocristal a una resolucion de 1,9 A en el SER-CAT
beamline 22-ID, Advanced Photon Source (APS), Argonne, IL. Los datos se indexaron, se integraron, y se escalaron
con HKL2000 (en la Tabla 2 se proporcionan las estadisticas). Los cristales pertenecian al grupo espacial P342, con
dimensiones de la celdilla de a=b=64,22 A y c=146,94 A. La estructura se resolvié mediante sustituciéon molecular
con PHASER utilizando la estructura cristalina de un dominio Fc humano mutado potenciado para ADCC (PDB ID:
2QL1) (Oganesyan y col., Mol. Immunol. 45, 1872-1882 (2008)) como modelo de blsqueda. Después que se
localizara el monémero monoFc, se sometid el modelo inicial a minimizacién con BUSTER y se reconstruyo
adicionalmente utilizando COOT (A Molecular Graphics Program). Varios ciclos de refinamiento alternando con
reconstruccion produjeron el modelo refinado final correspondiente a un Reist de 0,25 y Riwe de 0,259 (se
proporcionan las estadisticas de refinamiento en la Tabla 6).
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Tabla 6: Resumen de los datos de SEC-MALS

\Variantes Fc N-glicosiladas PM tedrico (Da) I(\I/IDaas)a de la protelna Masa de glicano (Da)
Fc natural Mondémero 25.010 Ninguno Ninguno
Dimero 50.020 51.860 5.958
Fc-N364 Monémero  |25.037 28.390 5.062
Dimero 50.074 47.490 3.161
Fc-N368 Monémero  [24.984 29.370 5.539
Dimero 49.964 42.110 2.939
Fc-N405 Monémero  [24.915 27.090 4.389
Dimero 49.830 Ninguno Ninguno
Fc-N407* Monémero  [24.934 32.640 5.421
Dimero 49.868 33.580 5.584
Fc-N364/N407 Monémero  [24.963 29.270 6.392
Dimero 49.926 Ninguno Ninguno

*Se observaron dos picos amplios con masa molecular promedio entre el monémero y el dimero # SEC-MALS
analito con indice de reflexion incluido y se utilizaron detectores UV en la determinacion de la masa molar de
monomero y dimero, asi como de proteina y glicano

Estudio farmacocinético en ratones

Estudios con animales - Se adquirieron ratones Balb/c machos (machos de ~8 semanas de edad) de Charles River
(Wilmington, MA). Se llevaron a cabo todos los estudios de acuerdo con la guia del National Institutes of Health para
el cuidado y uso de recursos animales. Seis ratones por grupo recibieron una unica dosis de variantes Fab-monoFc
mediante ruta intravenosa. La dosis administrada de 5 mg/kg se basd en los pesos corporales previstos mas
recientes. Se prepararon las muestras de ensayo en PBS y el volumen de la dosificacion fue de 4 ml/kg. A 0, 10 min,
6,24 h, 2,3, 4,7, 14 y 21 dias después de la dosis, se recogieron muestras de sangre de 10 pl procedentes de la
vena de la cola mediante tubos capilares y se diluyeron inmediatamente en 90 pl de tampdn Rexxip A (Gyros AB,
Upsala, Suecia). Se centrifugd la muestra a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se transfirié a otro
tubo y se congel6 a -80°C para un futuro analisis.

Anadlisis de la muestra - Se cuantificaron las muestras de ensayo utilizando anticuerpo de cabra biotinilado dirigido
contra IgG humana (Bethyl Laboratories) capturado sobre perlas revestidas de estreptavidina (columna de captura
por afinidad de la microestructura Gyrolab CD). Se prepararon los patrones de referencia y los controles de calidad
en tampoén Rexxip A, y se diluyeron las muestras de estudio en el intervalo de cuantificacion del ensayo. Tras
capturarse en la columna de captura por afinidad, las variantes unidas a Fab-monoFc o la IgG natural bivalente se
detectaron con anticuerpo de cabra marcado con Alexa647 dirigido contra IgG humana (Molecular Probes). La sefial
fluorescente en la columna permitio la deteccion de las variantes unidas. El instrumento Gyrolab leyé las unidades
de respuesta en un contexto de un tubo fotomultiplicador al 1%. Se determinaron las concentraciones de la muestra
mediante interpolacion a partir de una curva patrén que se ajusté utilizando un ajuste de curva logistica de 5
parametros con una respuesta 1/y? ponderada en Watson (Version 7.4). El intervalo de cuantificacion del ensayo
para las variantes Fab-monoFc era de 10,0 ug/ml a 41,0 ng/ml en plasma de raton Balb/c al 100%. El intervalo de
cuantificacion del ensayo para la variante de IgG bivalente fue de 4,0 yg/ml a 16,3 ng/ml en plasma de ratén Balb/c
al 100%.

Analisis farmacocinético - Se calcularon los parametros farmacocinéticos en plasma para las variantes monoFc de
N-glicosilaciéon de Fab disefiadas mediante ingenieria genética utilizando procedimientos no compartimentales con la
ayuda de Watson (Version 7.4). Se analizaron los datos en la fase linear-log terminal mediante regresion lineal para
estimar la constante de velocidad terminal (k) y la semivida (T1» = 0,693/k). Se utilizaron al menos los Ultimos tres
puntos temporales para calcular k. Se determiné el ABCi,s total como la suma del ABCo.gitimo Y ABCextrap, donde ABCo.
atimo S€ calculd a partir de 0 hasta el ultimo punto temporal (Taime) con la Ultima concentracion medible (Cuitima)
utilizando la regla trapezoidal lineal y ABCexirap €ra la porcion extrapolada del area de Tutimo hasta infinito utilizando
Cutima/k. Se calculd el aclaramiento total del cuerpo (CL) basandose en las concentraciones en plasma como la
dosis/ ABCins, y se calculd el volumen de distribucion en estado estacionario (Vgss) como CLXxABMC/ABC, donde
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ABMC era el area bajo la curva en el primer momento. La variabilidad intersujeto era relativamente mayor para IgG

que para otras construcciones.

Tabla de LISTADO DE SECUENCIAS

En las SEQ ID NOS: 1-8, los restos en negrita denotan las posiciones seleccionadas légicamente para la N-
glicosilacion de acuerdo con la presente invencion. En las SEQ ID NOS 17-88, los restos en negrita denotan las
variaciones de aminoacidos/acidos nucleicos, la primera region sefialada es la secuencia sefal/lider, y cuando esta
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presente, la segunda regién subrayada denota el enlazador.

SEQ
ID NO:

DETALLES

higG1 Desde el REPQVYT LPPSRDELTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
resto 344- YKTTPPVLDS DGSFFLYSKI, TVDKSRWOQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPGK
2 hlgG2 Desde el REPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDISVE WESNGOPENN
resto 344- YKTTPPMLDS DGSFFLYSKL TYDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSPGK
3 higG3 Desde el REPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
resto 344- YKTTPPVLDS DGSFFLYSRI TVDKSRWQOEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSLGK
4 higG4 Desde el REPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
resto 344- YKTTPPVLDS DGSFFLYSRI, TVDKSRWOEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
LSLSLGK
5 migG1 Desde el KAPQVYT IPPPKEQMAK DKVSLTCMIT DFFPEDITVE WQWNGOPAEN
resto 344- YKNTQPIMNT NGSYFVYSKI, NVQKSNWERG NTFTCSVLHE GLHNHHTEKS
LSHSPGK
6 mIG2A Desde el RAPQVYV LPPPEEEMTK KQVTLTCMVT DFMPEDIYVE WTNNGKTELN
resto 344- YKNTEPVLDS DGSYFMYSKL RVEKKNWVER NSYSCSVVHE GLHNHHTTKS
FSRTEGK
U mIG2B Desde el RAPQVYI LPPPAEQLSR KDVSLICLVY GFNPGDISVE WTSNGHTEEN
resto 344- YKDTAPVLDS DGSYFIYSKL NMKTSKWEKT DSFSCNVRHE GLKNYYLKKT
ISRSPGK
8 migG3 Desde el QTPQVYT IPPPREQMSK KKVSLTICLVT NFFSEAISVE WERNGELEQD
resto 344- YKNTPPILDS DGTYFLYSKL TVDTDSWLQG EIFTCSVVHE ALHNHHTQKN
LSRSPGK
o higG1 Desde el GGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED_ PEVKFNWYVD
resto 396- GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK GQP
10 |higG2 Desde el AGPSV FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVQENWYVD
resto 396- GVEVHNAKTK PREEQFNSTF RVVSVLTVVH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPA
PIEKTISKTK GQP
11 |hlgG3 Desde el GGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVQFKWYVD
resto 396- GVEVHNAKTK PREEQYNSTF RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKTK GQP
12 |hlgG4 Desde el GGPSV FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQEFNWYVD
resto 396- GVEVHNAKTK PREEQFNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS
SIEKTISKAK GQP

29




ES 2 664 095 T3

(continuacion)

SEQ |DETALLES
ID NO:
13 |migG1 Desde el EVSSY FIFPPKPKDV LTITLTPRVT CVVVDISKDD PEVQFSWEVD
resto 396- DVEVHTAQTQ PREEQFNSTF RSVSELPIMH QDWLNGKEFK CRVNSAAFPA
PIEKTISKTK GRP
14 |mIG2A Desde el GGPSV FIFPPKIKDV LMISLSPIVT CVVVDVSEDD PDVQISWEVN
resto 396- MVEVHTAQTQ THREDYNSTIL RVVSALPIQH QODWMSGKEFK CKVNNKDLPA
FIERT ISKPKGSY
15 |mIG2B Desde el GGPSY FIFPPNIKDYV LMISLTPRVT CVVVDVSEDD PDVQISWEVN
resto 396- NVEVHTAQT) THREDYNSTI RVVSTLPIQH QDWMSGKEFK CKVNNKDLPS
PIERTISKIK GLY
16 |migG3 Desde el GGPSY FIFPPKPKDA LMISLTPRVT CVVVDVSEDD PDVHVSWEVD
resto 396- NKEVHTAWT) PREAQYNSTF RVVSALPIQH QDWMRGKEFK CKVNNKALPA
PIERTISKPK GRA
17 |variantes CH23: MKAVVLAVAL VEFLTGSQARH HHHHHGGGPS VELFPPKPKD TLMISRTPEV
Proteina IgG1- TCVVVDYSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
CH23-N347 HODWLNGKEY KCKVSNKALP APIEKTISKAZ KGQPREPNVT TLPPSREEMT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTYDKSRWOO GNVFSCSYMH EALHNHYTOK SLILSPGK
18 Xgﬁ?ﬁgftﬁga ATGRRAGCTG TGGTGOTGGE CGTGGCTCTG GTCTTCCTGA CAGGGAGCCA
N3479 GGCTCGGCAT CATCATCACC ATCACGGCGG GGGACCGTCA GICTTCCTCT
TCOCCCCRRE ACCCRAGGAC ACCCTCATGAE TCTCCCGGAC CCCTGAGGTC
ACATGCGIGG TGGTGGACGT GAGCCACGAR GACCCTGAGG TCARGTTCRA
CTGGTACGTG GACGGCGTGG AGGTGCATAR TGCCAAGACA ARGCCGCGGG
AGGAGCAGTE CRACAGCACG TACCGTGTGG TCAGCGTCCT CACCGTCCTG
CACCAGGACT GGCTGAATGG CAAGGAGTAC AAGTGCRAGG TCTCCARCAR
AGCCCTCCCE GCCCCCATCG AGRARACCAT CTCCRAAGCC ABRGGGCAGE
CCCGAGARACC AAACGTGACC ACCCTGCCCC CATCCCGGGRE GGAGATGACC
AAGAACCAGG TCAGCCTGAC CTGCCTGGTC ABRGGCTTCT ATCCCAGCGA
CATCGCCGTG GAGTGGGAGE GCRATGGGCA GCCGGAGAAC AACTACARGA
CCACGCCTCC CGTGCTGGAC TCCGACGGCT CCTTCTTCCT CTATAGCARG
CTCACCGTGG ACRARGAGCAG GTGGCAGCAG GGGAACGTCT TCTCATGCTC
CGTGATGCAT GAGGCTCTGC ACAACCACTA CACGCAGARG AGCCTCTCCC
TGTCCCCGGGE TAAATGA
19 |variantes CH23: MKAVVLAVAL VFLTGSOARH HHHHHGGGPS VEFLFPPKPKD TLMISRTPEV
Proteina IgG1- TCYVVVDVSHE DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
CH23-N364 HODWLNGKEY KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSEEEMT
KNOVNLTCLY KGFYPSDIAY EWESNGOPEN NYKTTPEVLD SDGSFFLYSK
LTYDKSRWOO GNVFSCSYMH EALHNHYTOK SLSLSPGK
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

20

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N364

ATGRARGCTG
GGCTCGECAT
TCCCCCCARA
ACATGCGTGGE
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
ALGRACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGG

TGGETGCTGGEE
CATCATCACC
ACCCRAGGAC
TGETGGACGT
GACGGCGTGG
CARCAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC
GAGTGGGAGA
CGETGCTGGAC
ACRAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAKRATGA

CGTGGCTCTG
ATCRACGGCGE
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGGE
CAAGGAGTAC
AGARARCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCARTGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACBACCACTA

GTCTTCCTGA
GGEGACCGETCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCRAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
AARGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCEGE
CACCGTCCTG
TCTCCARACAA
ABRAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACALGA
CTATAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

21

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N366

MEAVVLAVAL

VELTGSQARH

TCWWVDVSHE
HODWLNGEEY
ENQVSLNCTY
LTWVDESRAGQ

DFPEVEFNWYV
KCEVSHNEALP
EGFYPSDIAY
GNYVESCSWVMH

HHHHHGGGFS
DGVEVHMNAKT
APIEKTISEA
EWESNGGPEN
EALHNHYTQK

VELEFPPKFED
EFREEQOYNST
EGQPREPQVY
NYKTTEEVLD
SLEILSPGE

TLMISRTFEV
YRVVSVLTVL
TLPP3SREEMT
SDGSFELY 3K

22

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N366

ATGRARGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCRAL
ACATGCGTGGE
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
ALGRACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCRCCGETGG
CGTGATGCAT
TETCCCCEGEE

TGGETGCTGGEE
CATCATCACC
ACCCRAGGAC
TGETGGACGT
GACGGCGTGG
CARCAGTACG
GCGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAA
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACRAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAKRATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGE
ACCCTCATGA
GAGCCACGAR
AGGTGCATAA
TACCGTGTGGE
CAAGGAGTAC
AGRRARCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCACCGTC
GCARTGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARCCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCRARAGCC
CATCCCGGGA
AARGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGETC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCEGE
CACCGTCCTG
TCTCCAARCAA
ARAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACALGA
CTATAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

23

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N368

MEAVVLAVAL

VELTGSQARH

TCWVWWVDVSHE
HODWLNGKEY

DPEVEFNWYV
ECKWVENKALFE

HHHHHGGGFES
DEWVEVHNAET
APIEKTISEA

YELEFPPKFED
EPREEQYMNST
KGOPREPOVY

TLMISRTPEV
YRVVIVLTVL
TLEPSREEMT

ENOQVSLTCNY
LTWVDESEWGO

TGFYESDIAY
GNYVESCSVHMH

EWESNGQPEN
EALHMHYTOK

NYKTTPEVLD
SL3L3PGE

SDGSFELYSK

31
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24

variantes CH23:
ADN IgGI-CH23-
N368

ATGAAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARA
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACT
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CRACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGARA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGRAARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCARACGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARCCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
ACCGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCTCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAARGTTCAA
ARGCCGCGGG
CACCGTCCTG
TCTCCARCAA
ARAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
AARCTACAAGA
CTATAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

25

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N390

MEAVVLAVAL

VELTGSOARH

TCVVVDVSHE
HODWLNGEEY
ENQVSLTCLV
LTVDESRWQO

DPEVEFNWYV
KCEVSNEALP
KGFYFSDIAV
GNVFSC5VMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQPEN
FALHNHYTOQK

VFLFPPKPKD
KPREEQYNST
KGQPREPQVY
NYTTTPPVLD
SLSLSPGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPESREEMT
SDGSFFLYSK

26

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N390

ATGRARGCTG
GGCTCGGECAT
TCCCCCCARA
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAMCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGEGE

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCARAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGUCCACGAA
AGGTGCATAR
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGARANCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGEGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGS
CTCCRAAGCC
CATCCCGGGA
AAAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCARGTTCARA
AAGCCGECGGEE
CACCGTCCTG
TCTCCAACAR
ARAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
AACTACACCH
CTATAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

27

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N401

MEAVVLAVAL

VELTGSQARH

TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
ENQVSLTCLV
LTVDESRWOOQ

DPEVEFNWYV
KCKVENKALF
KGFYPSDIAV
GNVESCSVMH

HHHHHGGGES
DGVEVHMAEKT
APIEKTISEKA
EWESMGQPEN
EALHMHYTQK

YELFEFPKPKD
EPREEQYNST
KGOPREFQVY
NYKTTPPVLD
SLELSPGK

TLMISRTPEV
YRVVEVLTVL
TLPESREEMT
SNGTFFLYSK
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SEQ
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28

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N401

ATGARAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARR
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGRACC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGG

TGGTGCTGGEC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARAARTGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATARA
TACCGTGTGG
CARGGAGTAC
AGRARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCAACGGCA
GTGGCAGCAG
ACARCCACTA

GTCTTCCTGA
GEGACCGETCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGECARGS
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGARG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCARA
AAGCLGCGEG
CACCGTCCTG
TCTCCAACAR
AAAGGGCAGC
GGEAGATGACC
ATCCCAGCGA
AACTACAAGA
CTATAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

29

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N405

MEAVVLAVAL

VELTGSQARH

TCYVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNQVSLTCLY
LTVDKSRWQQ

DPEVEFNWYV
KCEKVSHNEALP
EGEFYESDIAY
GNVEFSC3VMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAKT
AFIEKTISEKR
EWESHNGOFEN
EALHNHYTQK

VELFFPEPED
EPREEQYNST
KGQPREFOVY
NYKTTFPVLD
SLSLSPGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSREEMT
SDGSENLTSK

30

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N405

ATGRRAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARA
ACATGCGTGGE
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGRACC
RAGARCCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGGE

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCARGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGE
CRACAGCACG
GGCTGRATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
BCARGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGARA
AGGTGCATAR
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGARARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGRCHR
TCAGCGTCCT
AARGTGCAAGG
CTCCARAAGCC
CATCCCGGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCAARCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGARAG

CAGGGAGCCA
GTCTICCTCT
CCCTGAGGTC
TCARAGTTCRA
ARGCCGCGEGE
CACCGTCCTG
TCTCCARCRA
ARAGGGCAGC
GGRGATGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CACCAGCARAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

31

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N407

MEAVVLAVAL

VELTGSOARH

TCVVVDVSHE
HODWLMNGEEY
ENQVSLTCLY
LTV DESRWOOC

DPEVEFNWIV
KCEVSHNEALP
KGFYPSDIAY
GNVEFSC3VMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAKT
AFIEKTISEKR
EWESNGQPEN
EALHNHYTOK

YVELFPFRFPED
KPREEQYNST
KGQFREPOQVY
NYKTTEEVLD
SLSLSPGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSREEMT
SDGSFFLNST

33
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32

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N407

ATGAAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAAA
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAAATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAAAACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
AAAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCGGG
CACCGTCCTG
TCTCCAACAA
AAAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
AACTACAAGA
CAACAGCACC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

33

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N409

MEAVVLAVAL

VELTGSQARH

TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNOVSLTCLV
LTVDKSRWQQ

DPFEVEFNWYV
KCKVSNKALFP
KGFYPSDIAY
GNVFSCSVMH

HHHHHGGGFES
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGOPEN
EALHNHYTOQK

VEFLFPPKPKD
KFPREEQYNST
KGOPREPOVY
NYKTTPPVLD
SLSL3PGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSREEMT
SDGEFFLYSN

34

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N409

ATGABRAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAAA
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
BAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAAATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGRARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCARAGG
CTCCARAGCC
CATCCCGGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCGGG
CACCGTCCTG
TCTCCAACARA
ARAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
AACTACAAGA
CTATAGCRAC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

35

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N347

MEAVVLAVAL

VFLTGSQARH

TCVVVDVSOE
HODWLNGEEY
KNQVSLTCLV
LTVDKESRWOE

DPEVOENWYV
KCEVSNEGLP
KGFYPSDIAV
GNVESCSVMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAKT
SSIEKTISKA
EWESNGQPEN
EALHNHYTOK

VFLEPPKPKD
KPREEQFNST
KGQPREPNVT
NYKTTPPVLD
SLSLSLGK

TLMISRTEFEVY
YRVV3SVLTVL
TLEPSQEEMT
SDGSFFLYSR

36

variantes CH23:
ADN

ATGARAGCTG
GGCTCGGCAT

TGGTGCTGGC
CATCATCACC

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG

GTCTTCCTGA
GGGACCATCA

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT

34
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IgG4-CH23-N347

TCCCCCCARA
ACGTGCGTGGE
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
ARGARARCCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCTCTGGG

ACCCARGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGTGE
CRAACAGCACG
GGCTGRACGE
TCCTCCATCG
BAACGTGACC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
BCARGAGCAG
GAGGCTCTGC
TRARATGA

ACTCTCATGA
GAGCCAGGARA
AGGTGCATAA
TACCGTGTIGG
CARAGGAGTAC
AGARARRCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACARACCACTA

TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG
TGCCARAGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCAGGA
ARRGGCTTCT
GCCGGAGARAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CARCACAGAAG

CCCTGAGGTC
TCCAGTTCRA
ARGCCGCGGEG
CACCGTCCTG
TCTCCARCRA
ARAMGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
ARCTACAAGH
CTACAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

37

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N364

MEAVVLAVAL

VELTGSOARH

TCVVVDVS0OER
HODWLNGEEY
KNQVNLTCLV
LTVDKSEWQE

DPEVOENWYY
KCEVSNEGLE
KGFYPSDIAY
GNVEFSCEVMH

HHHHHGGGES
DGVEVHNAEKT
SSTEKTISKA
EWESNGQFEN
EALHNHYTQK

VFLFEFFEFED
KPREEQFNST
EGQFPREFQVY
NYKTTFEVLD
SL5LSLGK

TLMISRTEEY
TRVVSVLTVL
TLFESQEEMT
SDGSEFFLYSR

38

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N364

ATGAAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAARA
ACGTGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCTCTGGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAAATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACTCTCATGA
GAGCCAGGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAAAACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCATCA
TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCAGGA
AAAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CACACAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAA
AAGCCGCGGG
CACCGTCCTG
TCTCCAACAA
AAAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
AACTACAAGA
CTACAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

39

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N366

MEAVVLAVAL

VELTGSOARH

TCVVVDVS0OER
RODWLNGKEY
ENOVSLNCTV
LTVDESRWOE

DPEVQFNWYY
KCKV3NKGLP
KGEYFSDIAY
GNVEFSC3VMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAEKT
SSIEKTISEA
EWESNGQOFEN
EALHNHYTOK

VFLFPPEFPKD
KPREEQFNST
KGOPREPQVY
NYKTTPEPVLD
SLSLSLGK

TLMISRTPEY
TRVVSVLTVL
TLPPSQEEMT
SDGSFFLYSR

35
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40

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N366

ATGARAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARR
ACGTGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTRACCGTGG
CGETGATGCAT
TGTCTCTGGGE

TGGTGCTGGEC
CATCATCACC
ACCCAMRGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGETGGE
CAACAGCACG
GGECTGARACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAA
GAGTGGGAGA
CGTGCTGEGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGGE
ACTCTCATGA
GAGCCAGGAR
AGGTGCATRA
TACCGTGTGG
CARGGAGTAC
AGRARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCACCGTC
GCAATGGGCA
TCCGRCGGCT
GTGGCAGGAG
ACRACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCATCAR
TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCARAGS
CTCCAAAGCC
CATCCCAGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CACACAGARAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAR
AAGCCGECGGEGE
CACCGTCCTG
TCTCCAACAR
AAAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
AACTACARAGA
CTACAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

41

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N368

MEAVVLAVAL

VFLTGSOARH

TCVVVDVS0OER
HODWLNGEEY
KNQVSLTCNV
LTVDKESRWOE

DPEVOENWYY
KCEVSNEGLFE
TGEYPSDIAY
GNVFSISVMH

HHHHHGGGES
DGVEVHNAKT
SSTIEKTISEA
EWESNGQFEN
EALHMHYTOK

VFLFPPKPKD
KPREEQFNST
KGQPREEQVY
NYKTTPEVLD
SLSLSLGK

TLMISRTEEY
TRVVSVLTVL
TLFESQEEMT
SDGSEFFLYSR

42

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N368

ATGARAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARD
ACGTGCGTGGE

TGGETGCTGEC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGETGGACGT

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACTCTCATGA
GAGCCAGGAR

GTCTTCCTGR
GGGACCATCA
TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAA

CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
ARGARARCCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TETCTCTEGEE

GATGGCGTGG
CRACAGCACG
GGCTGAACGE
TCCTCCATCG
BCAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
BCAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TALATGA

AGGTGCATAR
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGARARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCARCGTC
GCARATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACRACCACTA

TGCCARGRCHE
TCAGCGTCCT
AARGTGCAAGG
CTCCARAGCC
CATCCCAGGA
ACCGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CACACAGAAG

ARGCCGCGGEGE
CACCGTCCTG
TCTCCARCRA
ARAMGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CTACAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

43

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N390

MEAVVLAVAL

VFLTGSQARH

TCWVVDVS0E
HODWLMNGEEY
KNOVSLTCLY
LTVDEKSRWQE

DPEVOEFNWYV
KCEVSHEGLE
EGEYPSDIAY
GNVFSCEWMH

HHHHHGGGES
DGVEVHNART
SSIEKTISKA
EWESHNGOFEN
EATHNHYTQK

VFLFPPEFPED
KPREEQFNST
KGQFREFPOVY
NYTTTPPVLD
SL5LSLGK

TLMISRTPEY
TRVVSVLTVL
TLPPSQEEMT
SDGESEFLYSR

36
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44

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N390

ATGARAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAAR
ACGTGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCTCTGGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACTCTCATGA
GAGCCAGGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACARCCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCATCA
TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCAGGA
ABAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CACACAGARAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAA
AAGCCGCGGE
CACCGTCCTG
TCTCCARCAA
ARAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
AARCTACACCA
CTACAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

45

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N401

MEAVVLAVAL

VFLTGSQARH

TCVVVDVSOE
HODWLNGKEY
KNOVSLTCLY
LTVDESRWOE

DPEVOQFNWYV
KCEKVENKGLE
KGEFYPSDIAV
GNVEFSCSVMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAKT
SSIEKTISKA
EWESNGOFEN
EALHMRAYTOK

VFLFPPKPKD
KPREEQFNST
KGOPREPOVY
NYKTTEEVLD
SLSLSLGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLEPEQEEMT
SNGTFFLY SR

46

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N401

ATGAAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARA
ACGTGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGETGG
CGTGATGCAT
TGTCTCTGGG

TGEGETGCTEGEC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGTGG
CAACAGCACG
GGUTGAACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACTCTCATGA
GAGUCAGGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAAAACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCARTGGGCA
TCCAACGGCA
GTGGCAGGAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCATCA
TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCAGGA
AARAGGCTTCT
GCCGGAGARC
CCTTCTTCCT
GGGAATGETCT
CACACAGAAG

CAGGGAGTCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAA
AAGCCGCGEG
CACCGTCCTG
TCTCCAACAA
AAAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
AACTACAAGA
CTACAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

47

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N405

MEAVVLAVAL

VFLTGSQARH

TCVVVDVSORE
HODWLNGKEY
ENQVSLTCLV
LTVDESRWOE

DEEVQFNWYV
KCEVSMEGLE
KGFYPSDIAV
GNVEFSCSVMH

HHHHHGGGPS
DGVEWVHNAKT
SSIEKTISKA
EWESNGOFEN
EALHMRAYTOK

YELFPFKFED
KEREEQFNST
KGOPREPOVY
NYKTTEFEPVLD
SLELSLGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSOEEMT
SDGSFNLTSR

48

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N405

ATGARAGCTG
GGCTCGGECAT
TCCCCCCARAR
ACGTGCGETGGE
CTGGTACGTG
AGGAGTAGTT

TEETGEETGEEC
CATCATCACC
ACCCARGGAC
TGGTGGACGT

SATGGCGTGG

CAACAGCACG

CETGGCETCT G
ATCACGGCGG
ACTCTCATGA
GAGCCAGGRARA
AGGTGCATAR
TACCGTGETGE

GTCTTCCTGA
GEGACCATCA
TCTCCCGEAC
GACCCCGAGG
TECCAMAGACH
TCAGCGTCCT

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGET
CCCTGAGGETC
TCCAGTTCAR
AAGOCGCGEEG
CACCGTCCTG

37
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
ARGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TETOTOTRGE

GGCTGAACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TABATRA

CAAGGAGTAC
AGAAARCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACAACCACTA

AAGTGCAAGG
CTCCARAGCC
CATCCCAGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCAACCT
GGGAATGTCT
CACACAGAAG

TCTCCAACAA
ARAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CACCAGCAGG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

49

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N407

MEAVVLAVAL

VEFLTGSQARH

TCWVVVDYVSOR
HODWLNGEKEY
ENQVSLTCLY
LTVDESRWQE

DEEVQFNWYWV
KCEVSMEKGLFE
KGFYPSDILAV
GMNVEFSCSVMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHMAKT
SSIEKTISEA
EWESNGQOFPEN
EALHMNHY TOK

VELFPPEPED
KPREEQFMNST
KGOFPREFPOVY
NYKTTFPVLD
SLELSLGK

TLMISRTPEV
YRYVSVLTVL
TLFPSQEEMT
SDGSFFLNST

50

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N407

ATGAAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAAA
ACGTGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCTCTGGEG

TGGETGCTEGEC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGTGG
CAACAGCACG
GGUTGAACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CGETGGCTCTG
ATCACGGUGG
ACTCTCATGA
GAGUCAGGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGETGG
CAAGGAGTAC
AGARAAACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCATCA
TCTCCCGGAC
GACCCUGAGG
TGCCARGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCAGGA
AARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CACACAGAMNG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAA
AAGCCGUGGG
CACCGTCCTG
TCTCCAARCAA
AAAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
AARCTACAAGAE
CAACAGCACC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

51

variantes CH23:
Proteina IgG4-
CH23-N409

MEAVVLAVAL

VEFLTGSQARH

TCWVVVDVEOR
HODWLNGEKEY
ENQVSLTCLV
LTVDESRWOE

DPEVQFNWYWV
KCEVSMEKGLFE
KGFYPSDIAV
GMNVEFSCSVMH

HHHHHGGGES
DGVEVHMAKT
SSIEKTISEA
EWESNGQOFPEN
EALHMHYTOK

YELFPPEFKD
KPREEQFNST
KGOFPREFPOVY
NYKTTFPVLD
SLSL3LGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLFPSQEEMT
SDGSFFLYSN

52

variantes CH23:
ADN IgG4-CH23-
N409

ATGAAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAAA
ACGTGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTT
CACCAGGACT
AGGCCTCCCG
CCCGAGAGCC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTAACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCTCTGGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCARAGGAC
TGGTGGACGT
GATGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAACGG
TCCTCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACTCTCATGA
GAGCCAGGAR
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGRAARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGGAG
ACARCCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCATCA
TCTCCCGGAC
GACCCCGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCARAGCC
CATCCCAGGA
BAAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAATGTCT
CACACAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTGT
CCCTGAGGTC
TCCAGTTCAA
ARGCCGCGGE
CACCGTCCTG
TCTCCAACAA
ARAGGTCAGC
GGAGATGACC
ACCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CTACAGCAAC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

38
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53

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N364/N368

MEAVVLAVATL

VFLTGSQARH

TCVVVDVSHE
HODWLNGEEY
KNOVNLTCNV
LTVDKESRWOQ

DPEVEFNWYV
KCEVSNEALP
TGFYPSDIAV
GNVESCSVMH

HHHHHGGGFES
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQOFEN
EALHNHYTOK

VFLFEPKPED
KPREEQYNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPVLD
SLSLSPGK

TLMISRTFEV
YRVV3SVLTVL
TLPFSREEMT
SDGSFFLYSK

54

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N364/N368

ATGARAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARMA
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA

TGGTGCTGGEC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CARCAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGARL
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGRARACCAT

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCAAGG
CTCCARAGCC

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCGGEGE
CACCGTCCTG
TCTCCAACARA
AARAGGGCAGC

CCCGAGAACC
AAGAACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGG

ACAGGTGTAC
TCARCCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAAATGA

ACCCTGCCCC
CTGCRACGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

CATCCCGGGA
ACCGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
AACTACAAGA
CTATAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

55

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N364/N405

MEAVVLAVAL

VFLTGSQARH

TCVVVDVSHE
HODWLMGEEY
KNOVNLTCLV
LTVDESRWOO

DPEVEFNWYVY
KECEVENKALFP
EGFYPSDIAV
GNVEFSCSVMA

HHHHHGGGFS
DCVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGOPEN
EALHNHYTOK

VFLFFPEFED
EPREEQYNST
KGOQPREFPQVY
NYKTTEFEVLD
SLELSPGK

TLMISRTFEY
YRVVSVLTVL
TLPPSREEMT
SDGSFNLTSK

56

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N364/N405

ATGABRAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARA
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
AAGARCCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGGE

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAAATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAARACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCARAGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCARAGG
CTCCAARGCC
CATCCCGGGA
AARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCAACCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCGGGE
CACCGTCCTG
TCTCCAARCAA
AAAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CACCAGCAAG
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

57

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-N364/N407

MEAVVLAVAL

VELTGSQARH

TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNQVNLTCLV
LTVDKSRWQOQ

DFEVEFNWYV
KCKVSNKALFP
KGFYPSDIAV
GNVFSCSVMH

HHHHHGGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKAR
EWESNGQPEN
EALHNHYTOQK

VELFPPKPKD
KPREEQYNST
KGOPREPOVY
NYKTTPEFVLD
SLELSPGK

TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSREEMT
SDGSFFLNST

39
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58

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N364/N407

ATGABAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARA
BCATGCGTGGE
CTGGTACGTG
BGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
BAGRACCAGE
CATCGCCGETG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGGE
COTGATGCAT
TETCOCOGES

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAARGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CRACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACRAGAGCAG
GAGGCTCTIGC
TARATGRE

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
BCCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAR
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
BGAABRCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGRCGGCT
GTGGCAGCAG
ACARCCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACR
TCAGCGTCCT
ARGTGCRAGG
CTCCAARGCC
CATCCCGGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCRAGTTCAA
ARGCCGCGGGE
CACCGTCCTG
TCTCCARCRA
ARAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CAACAGCACC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

59

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-
N258/N364/N407

MEAVVLAVAL

YVELTGSQARH

TCVYVDVSHE
HODWLNGEKEY
FNQVNLTCLV
LTVDESRWOQ

DPEVEFNWYV
KCEVSNEALFE
KGFYFPSDIAY
GNVESCSVHH

HHHHHGGGES
DGVEVHNAKT
APIEETISEA
EWESNGQFEN
EALHNHYTOK

VELFPPEPED
KFREEQYNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPVLD
SLSLSPGK

TLMISRT PNV
YRVVSVLTVL
TLEPPSREEMT
SDGSFFLNST

60

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N258/N364/N407

ATGRAAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCRAL
ACATGCGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGARACC
AAGAACCAGG

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCRAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGGE
CARCAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGALA
AGGTGCATREA
TACCGTGTGG
CARGGAGTAC
AGARARCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGETC

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCARGACA
TCAGCGTCCT
AAGTGCARGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
AMAGGCTTCT

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTAACGTC
TCAAGTTCAA
AAGCCGCGGEGE
CACCGTCCTG
TCTCCARCARA
ARAGGGCAGC
GGRGATGACC
ATCCCAGCGA

CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGTCCCCGGE

GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACRAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGR

GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARCCACTA

GCCOGAGRAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGARG

ARCTACARAGRE
CAACAGCACC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

61

variantes CH23:
IgG1-CH23-
N260/N364/N407

MEAVVILAVAL

VELTGSQARH

NCTVVDVSHE
HODWLNGEEY
KNQVNLTCLY
LTWDESRWOOQ

DEPEVEFNWYV
KCEVSHNEALP
KGFYPSDIAV
GNVESCSVIMH

HHHHHGGGFES
DCWVEVHNAET
APIEKTISEA
EWESNGOPEN
EALHNHYTOK

VELFEFEEFED
EPREEQYMNST
EGQPREPOQVY
NYKTTFPVLD
SLSLSPGE

TLMISRTFEEV
YRVVSVLTVL
TLEP3REEMT
SDGSFELNST

40
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62

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N260/N364/N407

ATGABRAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCAAA
AACTGCACCG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGAACC
AAGARCCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TGETCCCCGEGE

TGGTGCTGGC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CGTGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGAABRACCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

GTCTTCCTGA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCARAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
AAAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGARAG

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAR
AAGCCGCGGHE
CACCGTCCTG
TCTCCAACAA
ARAGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
ARCTACAAGA
CAACAGCACC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

63

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-
N286/N364/N407

MEAVVLAVAL

VFLTGSQARH

TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNQVNLTCLY
LTVDKSRWQQ

DEEVEFNWYV
KCKVSNEALER
KGFYF3SDIAY
GMNVFSCSVMH

HHHHHGGGES
DGVEVHMATT
APIEKTISEKA
EWESNGQFPEN
EALHMNHY TOK

VFLFPPKPKD
KPREEQYNST
KGQOEREPQVY
NYKTTEPVLD
SLSLSPGK

TLMISRTPEY
YRYVSVLTVL
TLEPSREEMT
SDGSFFLNST

64

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N286/N364/N407

ATGAAAGCTG
GGCTCGGLAT
TCCCCCCARR
ACATGCOGTGE
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
COCGAGAACT
ARAGAACCAGG
CATCGLCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGGE
CGTGATGCAT
TGTCCCCGEE

TEGTECTEEC
CATCATCACC
ACCCAAGGAC
TGGETGGEACGT
GRACGGOGTGE
CAACAGCACEG
GGCTGAATG:
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCARCCTGAC
GAGTGEGAGA
CETGOTGEGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TAALTGA

CETGGETCTG
ATCACGGLGEG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAL
AGGTGCATARL
TACCGTGETGE
CAAGGAGTAC
AGARAAMCCAT
ACCCTGECCCC
CTGCCTGHTC
GCAATGEGEGCA
TCCGACGGOT
GTGEGCAGCAG
ACAACCACTA

GTTTTCCTGEA CAGGEAGCCA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCACCACA
TCAGCGTCCT
AAGTGO ARG
CTCCARAGCC
CATCCCGEEA
ABRAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGRACGTCT
CACGCAGRAG

GTCTTCCTCT
CCCTGAGGTC
TCAARGTTCAR
AAGCCGCGGE
CACCGTCCTG
TCTOCARCAR
AARGGGCAGC
GEAGATGACC
ATCCCAGCGA
AACTACAAGRA
CAACRGCACC
TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

65

variantes CH23:
Proteina IgG1-
CH23-
N305/N364/N407

MEAVVLAVAL VFLTGSQARH HHHHHGGGPS

TCVVVDVESHE DPEVEFNWYV DGVEVHMAKT
HODWLNGKEY KCEVSNEKALP APIEKTISKA
KNOVNLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGOFPEN
LTVDESRWQO GNVESCSVMH EALHNHYTOQK

VFLFPFKPKD
KEPREEQYNST
KGOPREPOVY
NYKTTPPVLD
SLSL3PGK

TLMISRTPEV
YRVVSENLTVL
TLPPSREEMT
SDGSFFLNST

41
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66

variantes CH23:
ADN IgG1-CH23-
N305/N364/N407

ATGARRAGCTG
GGCTCGGCAT
TCCCCCCARAR
RACATGCGTGG
CTGEGTACGTG
AGGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGRACC
AAGRACCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC

TGETGCETGEC
CATCATCACC
ACCCARAGGAC
TGGTGEACGT
GACGGCGTGE
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGETGETAC
TCARCCTGAC
GAGTGGEGEAGA
CETGCTGEAC

CETGGCTCTG
ATCACGGCGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAS
TACCGTGETGS
CAAGGAGTAC
AGAAARCCAT
ACCCTGECCCC
CTCOCTEGTC
GCAATGEGCA

TCCGACGLCT

GICTTCOTGA
GEEACCGTCA
TCTCCCGEEAC
GACCCTGRGG
TECCAAGACA
TCAGCARCCT
ARGTGCAAGS
CTCCAARLGCC
CATCCCGGGEA
ABAGGCTTCT
GCCGGAGARAC
CCTTCTTCCT

CAGGGAGCCA
GTCTTCCTCT
CCCTGAGETC
TCAAGTTCAR
ARGCCGOGEEGE
CACCGTCCTG
TCTCCAACAR
ARRGGGCAGC
GGEAGATGACT
ATCCCAGCGA
AACTACAAGA
CARCAGCACC

CTCACCGTGG
CGTGATGCAT
TETCCCCGRER

ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARARRTGA

GTGGCAGCAG
ACAACCACTA

GGGAACGTCT
CACGCAGARAG

TCTCATGCTC
AGCCTCTCCC

67

Variantes Fab-
CH23: Proteina
KLH-gamma

MGWSCITILFL

VATATGAHSE

TDMYWVROTT
MN5LRAGDTA
CSRETSESTA
5LE8VVTVES
MAGESVELEE
HNAKTKFREE
TISKTEGDPR
GOPENMNYETT
HYTGRSLSLS

GEGLEWVSATL
VYYCAREKSS
ALGCLVEDYF
SNFGTQTYTC
PEPKDTLMIS
QFNSTFRVVES
EPCVYTLEPS
FPMLDSDGSF
PGK

VOLVESGGGL
GTAGDTYYPG
TSAFDYWGEQG
PEPVIVEWNS
NVDHEFPSNTE
RTPEVTCVVY
VLTVVHODWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDE

VOPGGSLRLS
SVHEGRETISR
TLVTVS5AST
GALTSGVHTFE
VDETIVERKCC
DVSHEDPEWV(Q
NGEEYECKWVS
LTCLVKGEFYP
SRWQQGHNVES

CAASGFTFSH
ENAKNSLYLO
EGPSVFFLAP
PAVLOSSGLY
VECPPCPAFP
FHWYVDGVEY
NEGLPAFIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

42
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68

Variantes Fab-

gamma

CH23: ADN KLH-

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGRACAGCC
GAAGTCTAGC
CAGTCTCCTC
TCCTCCAAGA
GGACTACTTC
CCAGUGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACATCTGC
AAGTTGAGCC
GCACCTGAAC
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
GCCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGETG
GCTCTGCACA
ATGA

GCTGTATCAT CCTCTTCTTG
GTGCAGCTGE TGGAGTCTGS
GAGACTCTCC TGTGCAGCCT
ACTGGGTCCG CCRAACTACA
GGTACTGCTG GTGACACATA
CATCTCCAGR GARAATGCCA
TGAGAGCCGG GGACACGGCT
ACCTCGGCCT TTGACTACTG
AGCGTCGACC ARAGGGCCCAT
GUACCTCTGG GGGCACAGCG
CCCGRACCGE TGACGGTGTC
GCACACCTTC CCGGCTGTCC
GCGTGGTGAC CGTGCCCTCC
BACGTGRATC ACRAGCCCAG
CARATCTTGT GACARRACTC
TCCTGGGGEGE ACCGTCAGTC
CTCATGATCT CCCGGACCCC
CCACGAAGAC CCTGAGGTCA
TGCATARATGC CRAGACARAG
CGETGTGGETCA GUGTCCTCAC
GGAGTACRAG TGCAAGGTCT
ARACCATCTC CAAAGCCRAR
CTGECCCCCAT CCCGGGAGGA
CCTGGTCAAR GGUTTCTATC
ATGGGCAGCT GGAGRACAAC
GACGGCTCCT TCTTCCTCTA
GCAGCAGGGEG AACGTCTTCT
ACCACTACAC GCAGRAGAGC

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGARRAGGTC
CTATCCAGGC
AGAACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
CGGTCTTCCC
GCCCTGGGECT
GTGGAACTCA
TACAGTCCTC
AGCAGCTTGG
CAACACCAAG
ACACATGCCC
TTCCTCTTCEC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACARGACCA
TAGCRAGCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGET
TCCGTGRAGG
GTATCTTICRA
GTGCAAGAGA
ACCCTGGTCA
CCTGGCACCC
GCCTGGTCAA
GGCGCCCTGA
AGGACTCTAC
GCACCCAGAC
GTGGACAAGA
ACCGTGCCCA
CCCCRARACC
TGCGTGGETGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AACCAGGTCA
CGCCETGGAG
CGCCTCCCET
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGGTAA

69

Variantes Fab-
CH23: Proteina
KLH-kappa

MGWSCIILEFL

VATATGAHED TQMTQSESSL

YLNWYQQKPG
DIATYYCOQY
CLLNNFYPRE
ADYEKHKVYZ

KAFKLLIYDA SNLETGVESE
DNLTFGQGTK LEIERTVAAP
ARVOWEVDNAE LOSGHNSQOESY
CEVTHQGLSS PVTKSENRGE

SVSVGDRVTI
FEGSGSGTAFR
SVEIFPP3DE
TEQDSKDSTY
C

TCQAGGDIRN
TETISSLOPE
OLESGTASVY
SLSSTLTLSK

70

Variantes Fab-

kappa

CH23: ADN KLH-

ATGGGATGGA
GCACTCCGAC
TGGGAGACAG
TATTTARATT
CTACGATGCA
GTGGATCTGG
GATATTGCARA
GGGGACCARA
GGAAGCTAGG
TCTCCTTGCT
TARCATGCCC
GTTACTTAARA
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
GTACAGTGEGA

GCTGTATCAT CCTCTTCTTG
ATCCAGATGA CCCAGTCTCC
AGTCACCATC ACTTGCCAGG
GGTATCAGCER GAAACCAGGG
TCCARATTTGG ARABACAGGGGET
GACAGCTTTT ACTTTCACCA
CATATTACTG TCAACAGTAT
CTGGAXATCAR AACGTGARGTA
ARGRAACTCA AAACATCAAG
ATAATTATCT GGGATAAGCA
TGTGATTATC CGCAAACAAC
CACCATCCTG TTTGCTTCTT
TTCATCTTCC CGCCATCTGA
TGTGTGCCTG CTGAATAACT
AGGTGGATAR CGCCCTCCAR

GTAGCAACAG
ATCCTCCCTG
CGGGETCAGGR
AAAGCCCCTA
CCCATCARAGG
TCAGCAGCCT
GATAATCTCA
GARATAARCTCT
ATTTTAARATA
TGCTGTTTTC
ACARCCCARGG
TCCTCAGGAR
TGAGCAGTTG
TCTATCCCAG
TCGGGTAACT

CTACAGGCGC
TCTGTATCTG
CATTCGCAAC
ARCTCCTGAT
TTCAGTGGAR
GCAGCCTGAA
CTTTTGGCCA
AGAGGAATAG
CGCTTCTTGG
TGTCTGTCCC
GCAGAACTTT
CTGTGGCTGC
ARATCTGGAA
AGAGGCCARMA
CCCAGGRGAG
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ES 2 664 095 T3

(continuacion)

SEQ |DETALLES

ID NO:
TGTCACAGAG CAGGACAGCA AGGACAGCAC CTACAGCCTC AGCAGCACCC
TGACGCTGAG CAARGCAGAC TACGAGARARC ACAAAGTCTA CGCCTGCGAA
GTCACCCATC AGGGCCTGAG CTCGCCCGTC ACAARAGAGCT TCAACAGGGG
AGAGTGTTAG

71 Variantes Fab- MGWECLILFL VATATGAHSE VOLVESGGGL VOFPGGSLELS CAASGETESH

CH23: Proteina
Fab-CH23

YDMYWVROTT
MMSLRAGDTA
S5E5TSGGTA
SLEEVVIVES
GGGGSGEGESV
GYVEVHNAERTE
FIEETLSEAKE
WESNGQFENN
ALHWHYTQES

GEGLEWVSAT
VYYCAREESS
ALGCLVEDYF
SELGTOTYIC
FLFPPEFEDT
FEEEQYNSTY
GOFEEPOVYT
YETTPPVLDS
LSLSPGK

GTAGDTYYPG
TSAFDYWGRG
PEFVTVISWNS
EWVHHEPSHTE
LMISRTFEVT
EVWVEVLTVLH
LEFFSREEMTE
DGSFFLNETL

SVEGRFTISR
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKKVEPKSC
CVVVDVSHED
ODWLNGKEYE
NOQVNLTCLVE

VDKSRWOOG

EMAENSLYLO
EGPSVEEPLAP
PAVLOSSGLY
DETHTGGEGES
FPEVEFHNWYVD
CEVENEALFA
GFYFSDIAVE
NVEFSCEVMHE

72

Variantes Fab-
CH23: ADN Fab-
CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGEGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GRAGTCTAGC
CCGTCTCCTC
AGCAGCARAR
AGATTATTTIT
CCAGCGGTGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
BAGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGETGGAGS
CAGCACGTAC
TGAATGGCAR
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGRGRGCA
GUTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
ATGA

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TGAGAGCCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC
GCACCAGCGEG
CCGGAACCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC
AATGTGAATC
TAAGAGCTGT
GGTCCGGGGEG
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACAAG
AARCCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC

CCTCTTCTTG
TGGAGTCTGG
TGTGCAGCCT
CCARACTACKH
GTGACACATA
GARARARATGCCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
ARGGGCCCGA
TGGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CGTTCCGAGC
ATARACCGAG
GACABRACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CRAGACAAAG
GCGTCCTCAC
TGCAARGGTCT
CAMAGCCARA
CCCEGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGAACAAC
TCTTCCTCARA
ARCGTCTITCT
GCAGAAGAGC

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGARAARGGTC
CTATCCAGGC
AGRACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTITCC
GCACTGGGTT
CTGGARATAGC
TGCAGAGCAG
AGCAGCCTGG
CRATACCARRD
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGET
TCCGTGAAGG
GTATCTTCAA
GTGCARGAGR
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGTGRA
GGTGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATARAR
AGGCGGGTCC
CCCCARRACC
TGCGTGGETGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAR
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGRACCACA
ARCCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCET
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGGTAA
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

73

Variantes Fab-
CH23: Proteina
Fab-CH23
[M428L/N434S]

MGWSCIILEL

YATATGAHSE

YDMYWVRQTT
MNSLRAGDTA
SSESTSGGTA
SLSSVVIVES
GGGGEIGEGR3Y
GVEVHNAKTE
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHSHYTQES

GEGLEWVSAT
YYYCAREKSS
ALGCLVEDYFE
SSLGTQTYIC
FLEPPKFKDT
PREEQYNSTY
GOPREFOVYT
YETTPPVLDS
LSLSPGK

VOLVESGGGL
GTAGDTYYPG
TSAFDYWGOG
PEPVTVSWNS
NVHNHEPSNTE
LMISRTPEVT
RVWVSVLTVLH
LPPSREEMTE
DGSFFLNSTL

VOPGGSLRLS
SVEGRFTISER
TLVTVSSAST
GALTSGVHTE
VDEEVEPESC
CVVVDVSHED
QDWLNGEEYE
NOVNLTCLVE
TVDESRWQOG

CRASGEFTESN
ENAENSLYLYQ
KGPSVEFFPLAF
FAVLQSEGLY
DETHTGGGGS
PEVKENWYVD
CEVSHNEALPA
GEYFSDIAVE
NVESCSVLHE

74

Variantes Fab-
CH23: ADN Fab-
CH23
[M428L/N434S]

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGEGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GRAGTCTAGC
CCGTCTCCTC

GCTGTATCAT
GIGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGETCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TGAGAGCCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC

CCTCTTCTTG
TGGAGTCTGG
TGTGCAGCCT
CCAAACTACA
GTGACACATA
GARAAATGCCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
ARGGGCCCGA

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGRAARRGGTC
CTATCCAGGC
AGAACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTITCC

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
TCCGTGAAGG
GTATCTTCAA
GTGCARGAGR
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG

AGCAGCARARA
AGATTATTTT
CCAGCGGTGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
AAGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
ATGA

GCACCAGCGG
CCGGARACCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC
AATGTGRATC
TAAGAGCTGT
GGTCCGGGGG
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACARG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCAARA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
GCCACTACAC

TGGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CGTTCCGAGC
ATAARCCGAG
GACARAACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAAGACARAG
GCGTCCTCAC
TGCARGGTCT
CAARAGCCAAA
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGARACAAC
TCTTCCTCAA
AACGTCTTCT
GCAGAAGAGC

GCACTGGGTT
CTGGARATAGC
TGCAGAGCAG
AGCAGCCTGG
CAATACCAAR
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAARCTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

GTCTGGTGAA
GGTGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATARAR
AGGCGGGTCC
CCCCARARCC
TGCGTGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AACCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GCTGCATGAG
CCCCGGGTAA

75

Variantes Fab-
CH23: Proteina
Fab-CH23

[H310A/H433A]

MGWSCITLFL

VATATGAHSE

YDMYWVROQTT
MHNSLEAGDTA
S5K3T3GGTA
SL3SVVTVPS
GGGGSGGPSY
GVEVHNAKTK
PIEETISKEARE
WESNGQPENN
ALANHYTQKS

GEKGLEWVSAI
VYYCAREEKSS
ALGCLVEDYF
SSLGTQTYIC
FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GOPREFQVYT
YRTTPFVLDS
L5L5PGK

VQLVESGGGL
GTAGDTYYPG
TSAFDYWGEOG
PEPVTVSWNS
NVNHKPSNTK
LMISRTPEVT
RVVSVLTVLA
LPPSREEMTK
DGSFFLNSTL

VOPGGSLRLS
SVEGRFTISR
TLVTVSSAST
GALTSGVHTFE
VDEEVEPKSC
CYVVDVSHED
ODWLNGKEYK
NOVNLTCLVE
TVDRSRWQOG

CARSGFTFEFSN
ENAEKNSLYLO
KGPSVFPLAP
PAVLOSSGLY
DETHTGGGGS
PEVKENWYVD
CEVSNEALPA
GFYFSDIAVE
NVEFSCSVMHE
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

76

Variantes Fab-
CH23: ADN Fab-
CH23
[H310A/H433A]

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GAAGTCTAGC
CCGTCTCCTC
AGCAGCARARA
AGATTATTTT
CCAGCGGTGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
AAGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGGCCA
ATGA

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TGAGAGCCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC
GCACCAGCGG
CCGGAACCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC
AATGTGRATC
TAAGAGCTGT
GGTCCGGGGG
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACARG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCAAA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC

CCTCTTCTTG
TGGAGTCTGG
TGTGCAGCCT
CCAAACTACA
GTGACACATA
GAARAATGCCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
AAGGGCCCGA
TGGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CGTTCCGAGC
ATAARCCGAG
GACARAACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAAGACARAG
GCGTCCTCAC
TGCARGGTCT
CAARAGCCAAA
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGARACAAC
TCTTCCTCAA
AACGTCTTCT
GCAGAAGAGC

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGAARAGGTC
CTATCCAGGC
AGRACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTTTCC
GCACTGGGTT
CTGGAATAGC
TGCAGAGCAG
AGCAGCCTGG
CAATACCAAR
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAARCTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGGCC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGET
TCCGTGAAGG
GTATCTTCAA
GTGCARGAGA
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGTGAA
GGTGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATARAR
AGGCGGGTCC
CCCCARARCC
TGCGTGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AACCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGGTAA

77

Variantes Fab-
CH23: Proteina
Fab-CH23-0XGS-
CH23

MGWSCITLFL

VATATGAHSE

YDMYWVROTT
MNSLRAGDTA
SSKETEGGTA

GKGLEWVSAT
VYYCAREKSS
ALGCLVEDYF

VOLVESGGGL
GTAGDTYYPG
TSAFDYWGQG
FEPVTVSWHNS

VOPGGSLELS
SVKGRFTISR
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF

CARSGFTFEFSN
ENAKNSLYLO
KGPSVFPLAF
PAVLOSSGLY

SLESVVTVPS
GGGGSGGESY
GVEVHNAKTE
PIEKTISEKAK
WESHNGQFPENHN
ALHMHYTOQES
PEVEFNWYVD
CEVSENEKALFEA
GFYPSDIAVE
HNVF5C5VMHE

SSLGTOTYIC
FLFPPKPKDT
FEREEQYMNSTY
GOQPREFPOVYT
YETTPEVLDS
LSLSPGGFSY
GVEVHNAKTE
PIEKTISEKAK
WESHNGOPENHN
ALHMHYTQES

NVNHEPSNTE
LMISRTFEVT
RVVSVLTVLH
LEPSREEMTK
DGSFFLNSTL
FLFPFEFEDT
PREEQYM3TY
GOFREPOVYT
YETTPEVLDS
L3L3PGK

VDKKVEPKSC
CVVVDVSHED
ODWLNGKEYK
MQVNLTCLVK
TVDKSRWQOG
LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LEFPSREEMTK
DGSFFLNSTL

DETHTGGGGS
PEVKFNWYVD
CKVSNEALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE
CVVVDVSHED
ODWLNGKEYK
NOVNLTCLVEK
TVDKSRWQOG
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78

Variantes Fab-

CH23: ADN Fab-
CH23-0XGS-CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GAAGTCTAGC
CCGTCTCCTC
AGCAGCAAMA
AGATTATTTT
CCAGCGGTGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
AAGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CARAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAR
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGG
TGCCARGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCAAGG
CTCCAAAGCC
CATCCCGGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGGAACGTCT
CACGCAGAAG

GCTGTATCAT CCTCTTCTTG
GTGCAGCTGG TGGAGTCTGG
GAGACTCTCC TGTGCAGCCT
ACTGGGTCCG CCAAACTACA
GGTACTGCTG GTGACACATA
CATCTCCAGA GAARAATGCCA
TGAGAGCCGGE GGACACGGCT
ACCTCGGCCT TTGACTACTG
AGCCTCCACC AAGGGCCCGA
GCACCAGCGGE TGGCACAGCA
CCGGAACCGG TTACAGTTAG
TCATACCTTT CCGGCAGTTC
GCGTTGTTAC CGTTCCGAGC
AATGTGAATC ATAAACCGAG
TAAGAGCTGT GACARAARACTC
GGTCCGGGGGE ACCGTCAGTC
CTCATGATCT CCCGGACCCC
CCACGAAGAC CCTGAGGTCA
TGCATAATGC CAAGACAARAG
CGTGTGGTCA GCGTCCTCAC
GGAGTACAAG TGCARAGGTCT
AARCCATCTC CAAAGCCAARA
CTGCCCCCAT CCCGGGAGGA
CCTGGTCARA GGCTTCTATC
ATGGGCAGCC GGAGARACAAC
GACGGCTCCT TCTTCCTCAAR
GCAGCAGGGG AACGTCTTCT
ACCACTACAC GCAGARAGAGC
GTCTTCCTCT TCCCCCCARAR
CCCTGAGGTC ACATGCGTGG
TCAAGTTCAA CTGGTACGTG
AAGCCGCGGGE AGGAGCAGTA
CACCGTCCTG CACCAGGACT
TCTCCAACAR AGCCCTCCCA
ARAGGGCAGC CCCGAGARACC
GGAGATGACC AAGAACCAGG
ATCCCAGCGA CATCGCCGTG
AACTACAAGA CCACGCCTCC
CAACAGCACC CTCACCGTGG
TCTCATGCTC CGTGATGCAT
AGCCTCTCCC TGTCCCCGGG

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGAARAGGTC
CTATCCAGGC
AGAACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTTTCC
GCACTGGGTT
CTGGAATAGC
TGCAGAGCAG
AGCAGCCTGG
CAATACCARA
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACAAAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT
GACGGCGTGG
CAACAGCACG
GGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAACCTGAC
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC
ACAAGAGCAG
GAGGCTCTGC
TARATGA

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
TCCGTGAAGG
GTATCTTCAA
GTGCAAGAGA
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGTGAA
GGTGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATAARA
AGGCGGGTCC
CCCCARARACC
TGCGTGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAARCCACA
ARCCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGGETGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGARARCCAT
ACCCTGCCCC
CTGCCTGGTC
GCAATGGGCA
TCCGACGGCT
GTGGCAGCAG
ACARACCACTA

79

Variantes Fab-
CH23: Proteina

Fab-CH23-1XGS-

CH23

MGWSCIILEL

VATATGAHRSE VQLVESGGGL

YOMYWVEQTT
MMS LEAGDTA
SSESTSGGETA
SLESVVTIVES
GGGG3GGEPSV
GVEVHNAETE
PIEETISEAK
WESNGQFPENN
ALHHHYTQES
VaHEDPEVEF
GEEYECEVSN

GEGLEWVSAI GTAGDTYYPG
VIYCAREESS TSAFDYWGOG

ALEZCLVEDYF
SSLGTOTYIC
FLEFPEFEDT
CREEQYNSTY
GOFREPQVYT
YETTPPVLDS
LSLEPGEEGGES
NWYVDGEVEVH

EALPAPIEET

PEPVTVSWNS
HYVHHEPSHTE
LMISETPEVT
EVVEVLTVLH
LEFSREEMTE
DESFFLNSTL
GGFSVELEEF
NARKTHFREEQ
ISEAKGOFRE

VOPGGESLELS
SVKGRFTISE
TLVTVSSAST
GALTSGVHTFE
VOEKVEPKSO
CVWVWVIDVSHED
OOWLHGKEYE
HOVHNLTCLVE
TVDESREWCOOG
KEPEDTLMISE
YNSTYRVVEV
POVYTLFPFSE

CAASGETESH
EMAENSLY LG
KEGPSVEFPLAF
PAVLOSSGLY
DETHTGGGEES
PEVEFNWYVD
CEVENEALEPA
GFYPSDIAVE
HVEFSCSVMHE
TPEVICVVVD
LTVLHQDWLN
EEMTENQVNL
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SEQ
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DETALLES

TCLVEGFYPS
EWOQOQGHNVESC

DIAVEWESNG QPENNYKTTE PVLDSDGSEFEF LNSTLTVDES
SVMHEALHNH YTQESLSLSFE GK

80

Variantes Fab-

CH23: ADN Fab-
CH23-1XGS-CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GAAGTCTAGC
CCETCTCOTE
RGCAGCARARA
AGATTATTTT
CCAGCEETGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
ARAGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CARGGRCACC
TGGACETGRG
GGCGTGGAGE
CAGCACGTAC
TGARTGGCAR
CCCATCGAGA
GGTGTACACT
ACCTGRCCTG
TGEGAGCAGCA
GCTGGACTCC
AGRAGCAGGTG
GCTCTGCACA
TGGECGECTCC
ACACCCTCAT
GTGAGCLCACG
GGAGGTGCAT
CGTACCGTGT
GECRAGGAGT
CGAGARAARCC
ACACCCTGCC
ACCTGCCTGGE
GAGCAATGGE
ACTCCGACGG
AGGTGGECAGC
GCACAACCAC

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGETCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TGAGAGTCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC
GCACCRGLGG
CCGGARCCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC
ARRTGTGAATC
TRAGAGCTGT
GGTCCGEGGEGE
CTCATGATCT
CCACGRAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACARG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARR
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGEG
ACCACTACAC
GGGGGACCGET
GATCTCCCGG
ARGACCCTGA
ARTGCCAAGA
GGTCAGCGTC
ACAAGTGCAA
ATCTCCAAAG
CCCATCCCGG
TCARAGGCTT
CRGCCGGAGA
CTCCTTCTTC
AGGEGGRACGT
TACACGCAGA

CCTCTTCTTG
TEGAGTCTGS
TETGCAGCCT
CCARACTACA
GTGACACATA
GRRAATGLCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
AAGGGCCCGA
TGEGCACAGCA
TTRACAGTTAG
COGGCAGTTC
CGTTCCGAGC
ATAARRCCGAG
GRCARBACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
COTGAGGTCA
CRAGACARAG
GCGTCCTCAC
TGCARGGTCT
CRAAGUCAAA
COCGGGEAGEA
GGCTTCTATC
GGAGARCARC
TCTTCCTCRA
ARCGTCTTCT
GCAGARGAGC
CAGTCTTCCT
ACCCCTGAGG
GGTCARGTTC
CRRAGCCGECG
CTCACCGTCC
GETCTCCARC
CCARRGGGCA
GRGGAGATGA
CTATCCCAGC
ACARACTACRA
CTCAACAGCA
CTTCTCATGC
AGAGCCTCTC

GTAGCARCAG
GGEGAGGCTTS
CTEEATTCAC
GEARARGETC
CTATCCAGGT
AGRRCTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GOGTGTTTCC
GCACTGGGETT
CTGGARTAGT
TGCAGAGCAG
AGCRGCCTGG
CAATACCAAR
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCRACTG
CCGCGGGAGT
CETCCTGCAT
CCARCAARAGT
GGECAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TRCAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTET
CTTCCCCCCA
TCACATGCGT
ARCTGGTACG
GGAGGAGCAG
TGCACCAGGA
ARAGCCCTCC
GCCCCGAGARA
CCARGRAACCA
GACATCGCCG
GRCOCACGCCT
CCCTCACCGT
TCCGTGATGT
CCTGTCCCCG

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTARAC
TGGAGTGGEET
TCCGTGAAGH
GTATCTTCAR
GTGCAAGAGR
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGETGAR
GGETGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATARAR
AGRCGGGETCC
CCCCAARACC
TECGTGGTGE
GTACGTGGAC
AGCRGTACAR
CAGGACTGEGE
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
ARCCAGGTCA
CGCCGETGGAG
CGCCTCCOGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCOGEETEG
AAMCCCARGG
GGTGGTGGAL
TEGEACGGEOET
TACRACAGCA
CTGGCTGAAT
CAGCCCCCAT
CCACAGGTGT
GETCAACCTG
TEGAGTGEGA
CCCGTGCTGEG
GGACAAGAGC
ATGRGGCTCT
GGTARATGEA
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

81

Variantes Fab-
CH23: Proteina
Fab-CH23-2XGS-
CH23

MGWSCITLFL

VATATGAHSE VOLVESGGGL

YDHMYWVROTT
MHNSLRAGDTA
SSKESTSGGTA
SLESVVTVES
GGGGEGGPEV
GVEVHNAKTK
PIEKTISEAK
WESNGOPENN
ALHNHYTQKS
CVVVDVSHED
ODWLNGEEYK
NOVNLTCLVE
TVDKSRWOOG

GKGLEWVSAL
VYYCAREKSS
ALGCLVKDYF
SSLGTOTYIC
FLEPPKPKDT
PREEQYNSTY
GOPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSL5PGGGGS
PEVKENWYVD
CKVSNKELPA
GFYPSDIAVE
NVESCSVMHE

GTAGDTYYPG
TSAFDYWAGQG
PEPVTVSWNS
NVNHEPSMNTE
LMISRTPEVT
RVV3VLTVLH
LPPSREEMTE
DGSFFLNSTL
GGGEIGEGESV
GVEVHNAKTE
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHMNHYTQEKS

VQPGGSLRLS
SVKGRFTISE
TLVIVSSAST
GALTSGVHTF
VDKKVEPKSC
CVVVDVSHED
ODWLNGKEYK
NQVNLTCLVE
TVDKSRWOOG
FLEEPKPKDT
PREEQYNSTY
GOPREPQVYT
YETTEPPVLDS
LSLSPGK

CAASGFTFSH
ENAKNSLYLO
EGPSVFFLAF
BAVLOSSGLY
DETHTGGGGS
PEVEEFTNWYVD
CRVSNEALFA
GEYPSDIAVE
NVESCSVMHE
LMISRTFEVT
RVWVSVLTVLH
LPPSREEMTE
DGSFEFLHNSTL

82

Variantes Fab-
CH23: ADN Fab-
CH23-2XGS-CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTOAS

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGE
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
GGTACTGCTG
CATCTOCAGA

CCTCTICTITG
TGGAGTCTGG
TGTGCAGCCT
CCRAARCTACA
GTGACRCATA
GARRRATROCA

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGARRAGGTC
CTATCCAGGC
AGRACTOCTT

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTITCAGTAAC
TGGAGTGGGT
TCCGTGRAGG
GTATCTTCAR
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

ATGAACAGCC
GARGTCTAGC
CCGTCTCCTC
AGCAGCRARD
AGATTATTTT
CCAGCGGETGT
AGUCTGTCTA
CTATATTTGC
AAGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CARGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGRATGGCRA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
TGGCGGECTCC
CCCCRARACC
TGCGTGGETGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGEC
CCTCCCAGCC
GAGARCCACA
AACCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGGTAA

TGAGAGCCGE
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC
GCACCAGUGE
CCGGARCCGE
TCATACCTTT
GUGTTGTTAC
ALTGTGAATC
TARAGAGCTGT
GGTCCGGGGE
CTCATGATCT
CCACGRAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACAAG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCAAR
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGGE
ACCACTACAC
GGECGEETGGAG
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
ATGA

GEACARCGGECT
TTGACTACTG
BAGGGCCCGA
TGGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CGTTCCGAGC
ATRAACCGRG
GACARAACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CARGRCAARG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CARAGCCARR
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGAACAAC
TCTTCCTCARA
ARACGTCTTCT
GCAGRAGAGC
GGTCTGGEEGEGE
CTCATGATCT
CCACGRAGAC
TGCATAARTGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACAAG
AARCCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC

GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTTTCC
GCACTGGGTT
CTGGAATAGC
TGCAGAGTAG
AGCAGCCTGG
CRATACCAAR
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGEGEAGE
CGTCCTGCAL
CCAACAARGC
GGEGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAAGACAANG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CAMAGCCAAA
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGAACAAC
TCTTCCTCAA
AACGTCTTCT
GCAGAAGAGC

GTGCARGAGA
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGTGRA
GGTGCCCTGA
CGGETCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATAAAR
AGGCGGGTCC
CCCCRAARACC
TGCGTGGETGEG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAR
CAGGACTGGC
CCTCOCAGLC
GAGAACCACA
AACCAGGTCA
CGCCGETEGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGETEG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCARACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

83

Variantes Fab-
CH23: Proteina

Fab-CH23-3XGS-

CH23

MGWSCIILFL

VATATGAHSE

YDMYWVEQTT
MNSLRAGDTA
SEKSTSGGETA
SLESVVTVES
GGGGSGGRSY
GVEVHNAKTE
PIEKTISKAK
WESNGQFENN
ALHWNHYTOQKS
TPEVTCVVVD
LTVLHODWLN
EEMTENOVNL
LN3TLTVDEKS

GKGLEWVSAT
VYYCAREKSS
ALGCLVEDYF
SELGTOTYIC
FLEPFEFEDT
PREEQYNSTY
GOPREPOVYT
YKTTPEVLDS
LSL5PGGGEGES

YOLVESGGGL
GTAGDTYYPG
T3AFDYWGOG
PEEVIVEWNS
NVNHEFSNTE
LMISRTFEVT

VVSVLTVLH
LPPSREEMTK
DGSFFLHSTL
GEGEGEEGGEGEES

VSHEDPEVEF
GEEYKCKVSIN
TCLVKGEYPS
BRWOQGNVESC

NWYVDGVEVH
KALFAFIEKT
DIAVEWESNG
SVMHEALHNH

VOPGGSLRLS
SVKGRETISR
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKKVEPKSC
CVVVDVSHED
QDWLNGKEYK
NOVNLTCLVE
TVDESRAQQG
GGPSVFLEFPP
NAKTKPREEQ
ISKAKGQERE
OPENNYKTTE
YTQKSLSLSP

CAASGFTEFSN
ENAKNSLYLQ
KGFSVEFPLAFR
PAVLOSSGLY
DETHTGGGGS
PEVEENWYYVD
CEVSNEALPA
GEYPSDIAVE
NVESCEVHMHE
KPEDTLMISE
YHNSTYRVVEY
POVYTLFPSE
PYVLDSDGSEF
GE
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(continuacion)

SEQ

ID NO:

DETALLES

84

Variantes Fab-

CH23: ADN Fab-
CH23-3XGS-CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GAAGTCTAGC
CCGTCTCCTC
AGCAGCARAARA
AGATTATTTT
CCAGCGGTGT
AGCCTGTCTA

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TGAGAGCCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC
GCACCAGCGG
CCGGRACCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC

CCTCTTCTTG
TGGAGTCTGG
TGTGCAGCCT
CCARACTACA
GTGACACATA
GAARATGCCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
ARGGGCCCGA
TGGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CGTTCCGAGC

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGARARGGTC
CTATCCAGGC
AGAACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTTTCC
GCACTGGGTT
CTGGAATAGC
TGCAGAGCAG
AGCAGCCTGG

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
TCCGTGAAGG
GTATCTTCAA
GTGCAAGAGA
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGTGAA
GGTGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC

CTATATTTGC
ARGTGEEAGCC
GTGGAGGCE
CARAGGACACC
TEEACGTGAG
GGECGTEGEAGE
CAGCACGTAC
TEARTGGCAL
CCCATCGAGA
GGETGTACACC
ACCTGACCTGS
TGEEGEAGAGCA
GCTGGACTCC
AGCAGCAGGTG
GCTCTGCACA
TEGEUEECTCC
CAGTCTTCCT
ACCCCTGRAGG
GGTCAAGTTC
CAARGOCGOG
CTCACCGTCC
GGTCTCCAAC
CCARRMGEGCA
GAGGAGATGA
CTATCCCAGT
ACARCTACAL
CTCARCAGCA
CTTCTCATGC

AGAGCCTCTC

AATGTGAATC
TRAGAGCTGT
GETCCEEGEGEE
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGECATAATGO
CETGTGEETCA
GGAGTACAAG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGETCALRL
ATGGECAGCC
GACGGCTCCT
GUAGCAGGGE
ACCACTACAC
GEAGGTGEOG
CTT CC”CC"R
TCACATGOGT
ARCTGG T3."_'C
GGAGGAGCAG
TGCACCAGGA
ARRGCCCTC
GOCCOGAGAR
CCARGARCCA
GACATCGCCG
GACCACGCCT
CCCTCACCGT
TCCGTGATGEC
COTGTCCOCG

ATAAACCGAG
GRACARLRACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTC

c .nGa'-‘-.C'F-'x.l‘x.-‘-‘-.G
GCGTCCTCAC
TECARGETOT
CARAGCCARA
CCCGGGEAGGEA
GGCTTCTATC
GLAGAACAAC
TCTTCCTCAR
AARCGTCTTCT
GCAGARGAGC
GAAGCGGCGE
BARCCCARAGG
GLTGGETGGAC
TGGACGGCGET
TACAACAGCA

CTGGCTGRAT

- CAGCCCCCAT

CCACAGGTGT
GGETCAACCTG

S AGTGEEA
CCCGTUCTUG

GGACAAGRAGT AG

ATGAGGCTCT
GETAAATGA

CAATACCAAR
ACACRGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
COGCGGGAGE
CGETCCTGCAC
CCARACAMRAG
GEGCAGCCCC
CATGACCARG
CCAGCGACAT
TACARGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGET
TEEAGGGETCT
ACACCCTCAT
GTEAGCCACG
GEAGGTGCAT
CETACCGTGET
GECAAGGAGT
CGRAGARARC
ACACCCTGCC
ACCTGCCTGG
GAGCAATGGEE
ACTCCGACGG
GTGGCAGC
GCACAACCAC

GTGEE

'hi_'

SATARMA
CEGGTCC
C CCCARAACT
TGCGTGGTEG
GTACGTGGAC
AGCRAGTACAR
CAGGACTGEC

. C o ”"c‘-(.rln!- EC [..:

GAGRACCACA
ARCCAGGTCA
CGCCGTGGAG

SGCCTCCCGET
ACCETGGACA
GATGCATGAG
COCCGGETGEGE
GGEEEEACCET
GATCTCCCOGE
AAGACCCTGA
AATGCCARGR
GETCAGCGETC
ACRAGTGCAR

> ATCTCCARRG

CCCATCCCGG
TCARAGGCTT
CAGCCGGAGA
CTCCTTCTTC
AGGGEGAACGT
TACACGCAGA
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

85

Variantes Fab-
CH23: Proteina
Fab-CH23-4XGS-
CH23

MGWSCITILEL

VATATGAHSE

YDMYWVROTT
MNSLRAGDTA
S5EST5GGTA
SLESVVIVES
GGGGSGGESY
GVEVHNAKTE
PIEKTISKAK
WESNGQFPENN
ALHNHYTQKS
LMISRTEEVT
RVVSVLTVLH
LEFSREEMTK
DESFELNSTL

GEGLEWVSAT
VYYCARERES
ALGCLVEDYFE
SSLGTQTYIC
FLFFPEFEDT
PREEQYNSTY
GOPREFOVYT
YRTTPEVLDS
L5L5PGGEEGES

VRLVESGGGL
GTAGDTYYFG
TESAFDYWGQG
PEPVTVEWNS
NWVNHEPSHNTE
LMISRTPEVT
RVVEVLTVLH
LPFSREEMTE
DGSFEFLNSTL
GGEGGESGGGES

VQPGGSLRLS
SVKGRFTISR
TLVTVSSAST
GALTSGVHTE
VDKKVEPKSC
CVVVDVSHED
ODWLNGKEYK
NOVNLTCLVK
TVDKSRWQQG
GGGGSGGPSV

CVIWVDVSHED
QDWLNGKEYE
NOVNLTCLVE
TWDKERWGOG

PEVEENWYWVD
CEVENKALEA
GFYPSDIAVE
NYESCSVMHE

GVEVHNAKTE
PIEKTISEKEAK
WESHNGQOPENN
ALHNHYTOKS

CARSGFTFSHN
ENAKNSLYLO
KGPSVEPLAP
PEVLQSSGLY
DKTHTGGGGS
PEVKFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE
FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGK

86

Variantes Fab-
CH23: ADN Fab-
CH23-4XGS-CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GEGEGGETCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GOCGATTCLC
ATCAACAGCC
GAAGTCTAGT
CCGTCTCCTC
AGCAGCAARD
AGATTATTTT
CCAGCGETGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
ARGTGGAGCT
GETGGAGGCG
CRAGGACACC
TEGACGTGAG
GECGTGEERAGE
CAGCACGTAC

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGETCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TCAGAGCCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC

GCACCAGLGG
CCGGARACCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC
ARTGTGAATC
TAAGAGCTGT
GETCCGEGEGE
CTCATGATCT
CCACGARAGAC
TGCATAATGC

CETGTGEETCA

CCTCTTCTTG
TGGAGTCTGG
TETGCAGCCT

CARARCTACA
GTGACACATA
GAARAATGCCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
AACGGCCCGA
TGEGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CETTCCGAGT
ATAARCCGAG
GACARAACTC
BCCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CRAAGACARRG
GOGTCCTCAC

GTAGCAACAG
GEGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GEARARGGTC
CTATCCAGGC
ARGARCTCCTT
GTGTATTACT
GEGCCAGGGR
GCGTGETTTCC
GCACTGGGTT
CTGGAATAGC
TECRGAGCRG
AGCAGCCTGG
CAATACCARR
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGLGGEGAGS
CETCCTGCAC

GTRCAGCCTG
CTTCAGTAAC
TEEAGTGGEET
TCCGTGAAGH
GTATCTTCAR
GTGCAAGAGA
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGETGAA
GETGCCCTGA
CEGETCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGEATAAAR
AGGCGGEGETCC
CCCCARRACT
TECETGGTGEGE
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGE
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(continuacion)

SEQ
ID NO:

DETALLES

TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGTAGGTG
GCTCTGCACA
TGGCGGITCC
GGETCAGEGGGE
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGETCA
GGAGTACAAG
AMACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCAAR
ATGGGECAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC

GGAGTACALG
AMAACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCARAR
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT
GCAGCAGGGG
ACCACTACAC
GGAGGTGGCG
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAMGACARAMAG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CARAGCCAMA
CCCGGGEAGGA
GGCTTCTATC
GGAGARACAAC
TCTTCCTCAA
AARCGTCTTCT
GCAGAAGAGC

TGCAAGGTCT
CAAAGCCAAL
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGAACAAC
TCTTCCTCAR
AACGTCTTCT
GCAGAAGAGC
GAAGCGGCGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT

CCARACRARAGC
GGGCAGTCCC
GATGACCARG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC
CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT
TGGAGGGTCT
CCCCARAARCC
TGCGTGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAR
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AACCAGGETCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGETAR

CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AMCCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGET
ACCGTGGACA
GATGCATGAG
CCCCGGGTGG
GGETGGAGGAG
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGEGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAR
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC
AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
ATGA

87

Variantes Fab-
CH23: Proteina

CH23

Fab-CH23-5XGS-

MGWSCIILEFL

VATATGAHSE

YDMYWVROTT
MNSLRAGDTA
S5ESTSGGTA
SLSSVVTVES
GGGGE5GGPS5V
GVEVHNAKTEK
FPIEKTISKAK
WESHNGQPENN
ALHMHYTQES
KEPEDTLMISR
YN3TYRVV3IV
POVYTLPFSR
BVLD3DGSEFFE
GK

GEGLEWVSAT
VYYCAREKSS
ALGCLVKDYF
SSLGTQTYIC
FLFFPEFEDT
PREEQYNSTY
GOFREFPOVYT
YETTPEVLDS3
L3L3PGGGGS

VOLVESGGGL
GTAGDTYYPG
TSAFDYWGOG
PEPVTVSWHNS
HVHNHEFSHTEK
LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSREEMTK
DGSFEFLNSTL
GGGGSGGGGS

VOPGGSLELS
SVKGRFTISR
TLVITVSSAST
GALTS5GVHTF
VDKKVEPKSC
CVVVDVSHED
QODWLNGEEYE
NOVNLTCLVE
TYVDEKSRWOQG
GGGGEGGEGS

TPEVTCVVVD
LTVLHQDWLHN
EEMTEMOVHNL
LNSTLTVDKS

VSHEDFPEVEF
GKEYKCKV 3N
TCLVEGEFYPS
RWOOQGHVESC

NWYVDGVEVH
KALPAFPIEKT
DIAVEWESHNG
SVMHEALHMH

CAASGFTESN
ENAENSLY LG
KEGPSVEPLAFP
PAVLOSSGLY
DEKTHTGGGGS
FPEVEFNWYVD
CEVSMNEALFA
GFYPSDIAVE
NYVF3C3VIMHE
GGPSVFEFLFEFP
NAKTKPREEQ
ISKAKGQOFPRE
QPENNYKTTF
YTOQKSLSLSFE
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SEQ
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DETALLES

88

Variantes Fab-

CH23: ADN Fab-
CH23-5XGS-CH23

ATGGGATGGA
GCACTCCGAG
GGGGGTCCCT
TACGACATGT
CTCAGCTATT
GCCGATTCAC
ATGAACAGCC
GAAGTCTAGC
CCGTCTCCTC
AGCAGCAAMA
AGATTATTTT
CCAGCGGTGT
AGCCTGTCTA
CTATATTTGC
ARGTGGAGCC
GGTGGAGGCG
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
GGCGTGGAGG
CAGCACGTAC
TGAATGGCAA
CCCATCGAGA
GGTGTACACC
ACCTGACCTG
TGGGAGAGCA
GCTGGACTCC

GCTGTATCAT
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
GGTACTGCTG
CATCTCCAGA
TGAGAGCCGG
ACCTCGGCCT
AGCCTCCACC
GCACCAGCGG
CCGGAACCGG
TCATACCTTT
GCGTTGTTAC
AATGTGAATC
TAAGAGCTGT
GGTCCGGGGE
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TGCATAATGC
CGTGTGGTCA
GGAGTACAAG
ARACCATCTC
CTGCCCCCAT
CCTGGTCAARA
ATGGGCAGCC
GACGGCTCCT

CCTCTTCTTG
TGGAGTCTGG
TGTGCAGCCT
CCARACTACA
GTGACACATA
GAAAATGCCA
GGACACGGCT
TTGACTACTG
ARGGGCCCGA
TGGCACAGCA
TTACAGTTAG
CCGGCAGTTC
CGTTCCGAGC
ATAAACCGAG
GACARARACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC
CCTGAGGTCA
CAAGACAARAG
GCGTCCTCAC
TGCAAGGTCT
CAAAGCCARA
CCCGGGAGGA
GGCTTCTATC
GGAGARACAAC
TCTTCCTCAA

GTAGCAACAG
GGGAGGCTTG
CTGGATTCAC
GGARAAAGGTC
CTATCCAGGC
AGAACTCCTT
GTGTATTACT
GGGCCAGGGA
GCGTGTTTCC
GCACTGGGTT
CTGGAATAGC
TGCAGAGCAG
AGCAGCCTGG
CAATACCAAR
ACACAGGTGG
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA
AGTTCAACTG
CCGCGGGAGG
CGTCCTGCAC
CCAACARAGC
GGGCAGCCCC
GATGACCAAG
CCAGCGACAT
TACAAGACCA
CAGCACCCTC

CTACAGGCGC
GTACAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
TCCGTGAAGG
GTATCTTCAA
GTGCAAGAGA
ACCCTGGTCA
GCTGGCACCG
GTCTGGTGAA
GGTGCCCTGA
CGGTCTGTAT
GCACCCAGAC
GTGGATAARA
AGGCGGGTCC
CCCCAARACC
TGCGTGGTGG
GTACGTGGAC
AGCAGTACAA
CAGGACTGGC
CCTCCCAGCC
GAGAACCACA
AACCAGGTCA
CGCCGTGGAG
CGCCTCCCGT
ACCGTGGACA

AGAGCAGGTG
GCTCTGCACA
TGGCGGCTCC
GGTCTGGTGG
AABACCCAAGG
GGTGGTGGAC
TGGACGGCGT
TACAACAGCA
CTGGCTGAAT
CAGCCCCCAT
CCACAGGTGT
GGTCARACCTG
TGGAGTGGEGA
CCCGTGCTGG
GGACAAGAGC
ATGAGGCTCT
GGTAARATGA

GCAGCAGGGG
ACCACTACAC
GGAGGECGGAG
AGGAGGGTCA
ACACCCTCAT
GTGAGCCACG
GGAGGTGCAT
CGTACCGTGT
GGCAAGGAGT
CGAGARAACC
ACACCCTGCC
ACCTGCCTGG
GAGCAATGGG
ACTCCGACGG
AGGTGGCAGC
GCACAACCAC

AACGTCTTCT
GCAGRAGAGC
GCTCCGEGAGG
GGGGGACCGT
GATCTCCCGG
AAGACCCTGA
AATGCCRAGA
GGTCAGCGTC
ACRAGTGCAA
ATCTCCAAMG
CCCATCCCGGE
TCAAAGGCTT
CAGCCGGAGR
CTCCTTCTTC
AGGGGAACGT
TACACGCAGA

CATGCTCCGT
CTCTCCCTGT
TGGCGGAAGC
CAGTCTTCCT
ACCCCTGAGG
GGTCAAGTTC
CAARRGCCGCG
CTCACCGTCC
GGTCTCCAAC
CCAAAGGGCA
GAGGAGATGA
CTATCCCAGC
ACAACTACAA
CTCAACAGCA
CTTCTCATGC
AGAGCCTCTC

GATGCATGAG
CCCCGGGTGG
GGCGGTEGAG
CTTCCCCCCA
TCACATGCGT
AACTGGTACG
GGAGGAGCAG
TGCACCAGGA
ARAGCCCTCC
GCCCCGAGAA
CCAAGAACCA
GACATCGCCG
GACCACGCCT
CCCTCACCGT
TCCGTGATGC
CCTGTCCCCG

89

GsS

Péptido enlazador

GGGGES

90

(G4S)2

Péptido enlazador

GGGGSGGGGES

91

(G4S)3

Péptido enlazador

GGGGSGGGES GGGGS

54




10

15

20

25

ES 2 664 095 T3

(continuacion)

SEQ |DETALLES
ID NO:

92 Péptido enlazador GGGGEGGEGEGES GGGGEGGEEGS
(GaS)s

93 Péptido enlazador | GGGGSGGGGES GGGESGGEGEGES GGGGS
(G4S)s

Aunque las ensefianzas desveladas se han descrito con referencia a diversas aplicaciones, procedimientos, y
composiciones, se apreciara que se pueden realizar diversos cambios y modificaciones sin apartarse de las
ensefianzas del presente documento y la invencion reivindicada a continuacion. Los anteriores ejemplos se
proporcionan para ilustrar mejor las ensefianzas divulgadas, y no se pretende que limiten el ambito de las
ensefianzas presentadas en el presente documento. Aunque las actuales ensefianzas se han descrito en términos
de estas realizaciones ilustrativas, el técnico experto comprendera facilmente que son posibles numerosas
variaciones y modificaciones de estas realizaciones ilustrativas sin experimentacion innecesaria. Dichas variaciones
y modificaciones estan comprendidas en el ambito de las ensefianzas actuales.

La anterior descripcion y los Ejemplos detallan determinadas realizaciones especificas de la invencion y describen el
mejor modo contemplado por los inventores. Se apreciara, sin embargo, que no importa como de detallado pueda
aparecer lo anterior en el texto, la invencion puede practicarse de muchos modos y la invencion debe construirse de
acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.
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<210> 1

<211> 104

<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<400> 1

55



Lys

Asp

Lys

Ser
65

Ser

Ser

<210> 2
<211> 104
<212> PRT

Glu

Asn

Ile

Thr

50

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

35

Thr

Leu

Ser

Ser

<213> Homo Sapiens

<400> 2

Arg
1

Lys

Asp

Lys

Ser

65

Ser

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

50

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ser

35

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln Vval

Val Ser
20

Val Glu

Pro Pro

Thr Val

Val Met

85

Leu Ser
100

Gln val

Val Ser
20

Val Glu

Pro Pro

Thr Val

Val Met

85

Leu Ser
100
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Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

70

His

Pro

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

70

His

Pro

Thr

Thr

Glu

Leu

55

Lys

Glu

Gly

Thr

Thr

Glu

Leu

55

Lys

Glu

Gly

Leu

Cys

Ser

40

Asp

Ser

Ala

Lys

Leu

Cys

Ser

40

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

25

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Leu
25

Asn

Ser

Arg

Leu

56

Pro

10

Val

Gly

Asp

Trp

His
80

Pro
10

vVal

Gly

Asp

Trp

His
80

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

Gly Ser

Gln Gln

75

Asn His

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

75

Asn

60

Arg

Gly

Pro

Ser

60

Gln

His

Asp

Phe

Glu

45

Phe

Gly

Tyr

Glu

Phe

Glu

45

Phe

Gly

Tyr

Glu

Tyr

30

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

Tyr
30

Asn

Phe

Asn

Thr

Leu

15

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
95

Met
15

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
95

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

80

Lys

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

80

Lys
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<210> 3
<211> 104
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 3
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr
1 5 10 15
Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
20 25 30
Asp Ile aAla Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
35 40 45
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
50 55 60
Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe
65 70 75 80
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
85 80 95
Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
100
<210> 4
<211> 104
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 4
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr
1 5 10 15
Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
20 25 30
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser &sn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
35 40 45
Lys Thr Thr Pro Pro vVal Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
30 55 60
Ser Arg Leu Thr Val aAsp Lys2 Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe
65 70 75 80
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
85 90 83
Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
100
<210>5
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<211> 104
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 5
Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr
1 5
Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr
20
Asp Ile Thr vVal Glu Trp Gln
35
Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met
50 55
Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys
65 70
Thr Cys Ser Val Leu His Glu
85
Ser Leu Ser His Ser Pro Gly
100
<210>6
<211> 104
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 6
Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val
1 5
Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr
20
Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr
35
Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu
50 55
Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys
65 70
Ser Cys Ser Val Val His Glu
85
Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly
100

Ile

Cys

Trp

40

Asn

Ser

Gly

Lys

Leu

Cys

Asn

40

Asp

Lys

Gly

Lys

Pro

Met

25

Asn

Thr

Asn

Leu

Pro

Met

25

Asn

Ser

Asn

Leu

58

Pro Pro Lys
10

Ile Thr Asp

Gly Gln Pro

Agn Gly Ser
60

Trp Glu Ala
75

His Asn His
a0

Fro Pro Glu
1Q

val Thr aAsp

Gly Lys Thr

Asp Gly Ser
60

Trp Val Glu
75

His Asn His
90

Glu

Phe

Ala

45

Tyr

Gly

His

Glu

Phe

Glu

45

Tyr

Arg

His

Gln

Phe

Glu

Phe

Asn

Thr

Glu

Met

Leu

Fhe

Asn

Thr

Met Ala
15

Pro Glu

Asn Tyr

Val Tyr

Thr Phe
a0

Glu Lys
93

Met Thr
15

Pro Glu

Asn Tyr

Met Tyr

Ser Tyr

80

Thr Lys
95
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<210>7
<211> 104
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

<210> 8
<211> 104
<212> PRT

Arg Ala Pro

1

Arg Lys Asp

Asp Ile Ser

lys Asp Thr

Gln

Val

20

35

50

Ser Lys Leu

65

val

ala

Asn

Val

Ser

Glu

Pro

Met
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70

Tyr

Leu

Trp

Val

Lys

Ile Leu

Thr Cys

Thr Ser

10

Leu Asp

Thr Ser

Pro

Leu

25

Asn

Ser

Lys

10

Pro Pro

Val vVal

Gly Hisg

Asp Gly

Trp Glu

75

Ala

Gly

Thr

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

45

Tyr

Thr

Gln

Asn

30

Glu

Phe

Asp

Leu

15

Pro

Asn

Ile

Ser

Ser

Gly

Tyr

Tyr

Phe
80

Ser Cys Asn Val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys
20

85

Thr Ile Ser Arg Ser Pro Gly Lys

<213> Mus musculus

<400> 8

Gln

1

Lys

Ala

Lys

Ser

€5

Thr

Asn

Thr

Lys

Ile

Asn

50

Lys

Cys

Leu

Pro

Lys

Ser

35

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

20

val

Pro

Thr

val

Arg
100

100

Val

Ser

Glu

Pro

Val

val

B3

Ser

Tyr

Leu

Trp

Ile

Asp

70

His

Pro

Thr

Thr

Glu

Leu

55

Thr

Glu

Gly

Ile

Cys

Arg

40

Asp

Asp

Ala

Lys

Pro

Leu

25

Asn

Ser

Ser

Leu

59

Fro

val

Gly

Asp

Trp

His
90

Pro

Thr

Glu

Gly

Leu

75

Asn

Arg

Asn

Leu

Thr

60

Gln

His

Glu

Phe

Glu

45

Tyr

Gly

His

Gln

Phe

Gln

Fhe

Glu

Thr

95

Met

Ser

Asp

Leu

Ile

Gln
95

Ser

Glu

Tyr

Tyr

Phe

8O

Lys
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<210>9
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 9
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
1 5
Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
20 25
His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
35 40
Val Hisg Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
50 55
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
65 70
Gly Ly Glu Tyr Lys Cysg Lys Val Ser
85
Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys ala Lys
100 105
<210>10
<211>108
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 10
Ala Gly Pr¢ Ser Val Phe Leu Phe Pro
1 b
Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
20 25
Hig Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn
35 40
Val Hig Asn Ala Lyg Thr Lyg Pro Arg
50 55
Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
65 70
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
85
Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys
100 105

60

Pro

10

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Pro

10

Cys

Trp

Glu

val

AsnD

90

Gly

Lys Pro

Val val

Tyr Val

Glu Gln

60

His Gln
75

Lys Ala

Gln Pro

Lys Pro

Val val

Tyr Val

Glu Gln

€0

His Gln
75

Lys Gly

Gln Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Lys

val

Asp

45

Phe

Asp

Leu

Asp

Asp

30

Gly

Asn

Trp

Pro

asp

Asp

30

Gly

Asn

Trp

Pro

Thr Leu
15

Val Ser

vVal Glu

Ser Thr

Leu Asn
80

Ala Pro
95

Thr Leu
15

Val Ser

Val Glu

Ser Thr

Leu Asn

80

Ala Pro
95
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Gly

Ile

Glu

Hig

Arg

Lys

Glu

Gly

Ile

Glu

His

50

Arg

Lys

Glu

<210> 11
<211>108
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 11
Gly
1
Met
His
val
Phe
65
Gly
Ile
<210>12
<211>108
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 12
Gly
1
Met
Gln
val
Tyr
€5
Gly
Ile
<210>13
<211>108

Pro

Ser

Asp

35

Asn

Val

Glu

Lys

Pro

Ser

Asp

35

Asn

val

Glu

Lys

Ser

Arg
20

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
100

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
100

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

85

Ile

vVal

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

85

Ile
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Phe

Pro

vVal

Thr

Val

70

Cys

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Val

70

Cys

Ser

Leu

Glu

Gln

Lys

55

Leu

Lys

Lys

Leu

Glu

Gln

Lys

55

Leu

Lys

Lys

Phe

Val

Phe

40

Pro

Thr

Val

Thr

Phe

Val

Phe

40

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Thr
25

Lys

Arg

Val

Ser

Lys
105

Pro

Thr

25

Asn

Arg

val

Ser

Lys
105

61

Pro
10

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

20

Gly

Pro

10

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Lys

Val

Tyr

Glu

His

75

Lys

Gln

Lys

Val

Tyr

Glu

His

75

Lys

Gln

Pro

Val

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Pro

Val

Val

Gln

60

Gln

Gly

FPro

Lys

Vval

Asp

45

Tyr

Asp

Len

Lys

Val

Asp

45

Phe

Asp

Leu

Asp

Asp
30

Gly

ABnD

Trp

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Thr
15

Val

Val

Ser

Leau

Ala
95

Thr

15

Val

Val

Ser

Leu

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

80

Pro

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

80

Ser
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<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Glu

Thr

Lys

Val

Phe

Gly

Ile

<210> 14
<211> 108
<212> PRT

val

Ile

Asp

His

30

Arg

Lys

Glu

<213> Mus musculus

<400> 14

Gly

1

Met

Glu

val

Gly

Ile

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Ser Ser

Thr Leu

20

Asp Pro

35

Thr Ala

Ser Val
Glu

Phe

Thr
100

Lys

Ser

Leu
20

Pro

35

50

Leu
65

Gly

Ile

<210> 15

Arg

Lys

Glu

Thr

Val

Glu

Arg

Ala

val

Phe

Thr
100

val

Thr

Glu

Gln

Ser

Lys

85

Ile

val

5

Ser

Asp

Gln

Ser

Lys

8%

Ile
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Phe

Pro

val

Thr

Glu

70

Cys

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Ala

70

Cys

Ser

Ile Phe Pro

val Thr
25

Lys

Glnn Phe Ser
40

Gln Pro Arg
55

Leu Pro Ile

Arg Val Asn

Lys Thr Llys

105

Ile Phe Pro

Ile Val Thr
25

Gln Ile Ser
40

Gln Thr His

55

Leu Pro Ile

Lys Val Asn

Lys Pro Llys
105

62

Glu

Met

Ser

g0

Gly

Pro
10

Cys

Trp

Arg

Gln

Asn

90

Gly

Lys

val

Phe

Glu

His

75

Ala

Arg

Lys

val

Phe

Glu

His

75

Lys

Ser

Pro

val

Val

Gln

60

Gln

Ala

Pro

Ile

val

Val

Asp

60

Gln

Asp

Val

Lys

val

Asp

45

Phe

Asp

Phe

Lys

val

Asgn

45

Tyr

Asp

Leu

Asp

Asp

30

Asp

Asn

Trp

Pro

Asp

Asp

30

Asn

Asn

Trp

Pro

val Leu
15
Ile Ser
val Glu
Ser Thr
Leu Asn
g0

Ala Pro
95

Val Leu
15

val Ser
Val Glu
Ser Thr
Met Ser

80

Ala Pro
a5
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<211> 108
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Gly Gly
1

Met Ile

Glu Asp

Val His
50

Ile Arg
65

Gly Lys

Ile Glu

<210> 16
<211> 108
<212> PRT

Pro

Ser

Asp

Thr

Val

Glu

Arg

<213> Mus musculus

<400> 16

Gly Gly
1

Met Ile

Glu Asp

Val His
50

Phe Arg
65

Pro

Ser

Asp

35

Thr

VvVal

Ser

Leu

20

Pro

Ala

Val

Phe

Thr
100

Ser

Len

20

Pro

Ala

Val

val

Thr

Asp

Gln

Ser

Lys

85

Ile

Val

Thr

Asp

Trp

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Thr

70

Cys

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Ala
70
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Ile

Lys

Gln

Gln

55

Leu

Lys

Lys

Ile

Lys

His

Gln

55

Leu

Phe

Val

Ile

40

Thr

Pro

Val

Ile

Phe

Val

Val

40

Pro

Pro

Pro

Thr

25

Ser

His

Ile

Asn

Lys
105

Pro

Thr

25

Ser

Arg

Ile

63

Pro

10

Cys

Trp

Arg

Gln

Asn

90

Gly

Pro

10

Cys

Trp

Glu

Gln

Asn

Val

Phe

Glu

His

75

Lys

Leu

Lys

Val

Phe

Ala

His
75

Ile

Val

Val

Asp

60

Gln

Asp

val

Pro

val

Val

Gln

60

Gln

Lys

Val

Asn

45

Tyr

Asp

Leu

Lys

val

Asp

45

Tyr

Asp

Asp

Asp

30

Asn

Asn

Trp

Pro

Asp

Asp

30

Asn

Asn

Trp

Val Leu
15

Val Ser

val Glu

Ser Thr

Met Ser

80

Ser Pro
95

Ala Leu

15

val Ser

Lys Glu

Ser Thr

Met Arg
80
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Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
85 20 95

Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys Gly Arg Ala
100 105

<210> 17

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 17

64



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leau

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 18
<211>717

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Aszn

Arg

Val

Sar

115

lys

Glu

Phe

Glu

Phe
195

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Lau

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leau

val

Gln
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Leu

Hisg

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Sear

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
215

Ser

Val

Hisg

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

vVal

val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

65

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Asn

Val

Val

170

Pro

Thr

val

Leu

Val

Gly

Met

His

Val

5

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Thr

140

Leu

Trp

val

Asp

His
220

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

180

Ser

Ala

Lys

Gly

15

val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His



ES 2 664 095 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 18
atgaaagctg tggtgctgge cgtggetctg gtcecttectga cagggageca ggcteggceat 60
catcatcace atcacggegg gggaccgtca gtcttoctcet tcoccccccaaa acccaaggac 120
accceteatga tetcecggac cectgaggtc acatgegtgg tggtggacgt gagecacgaa 180
gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggogtgg aggtgcataa tgeccaagaca 240
aagoegeggy aggageagta caacageacyg tacegtgbtgg tcagegteoct caccocgtectg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agcectecca 360
gececcateg agaaaaccat ctccaaagec aaagggoage ccocgagaacce aaacgtgace 420
accetgoece catcocggga ggagatgace aagaaccagg tecageoctgac ctgectggte 480
aaaggettcet atccrcagega catcgecegtg gagtgggaga gcaatgggea goceggagaac 540
aactacaaga ccacgoctce cgtgetggac tocgacgget cettetteoet ctatageaag 600
ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagecag gggaacgtct tcectcatgete cgtgatgeat 660
gaggctetge acaaccacta cacgragaag ageoctcoctcooce tgtceceoggg taaatga 717

<210>19

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser
1 5 10 15

66



Gln

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 20
<211>717
<212> ADN

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leun

Val

Gln
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His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

His

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

200

Cys

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leun

Ser

Ser

67

Gly

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Gly

Met

His

Val

15

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leun

Trp

Val

Asp

His

220

Pro

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Lys
205

Glu

Gly

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leun

Asn

175

Ser

Arg

Phe

Pro

Val

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<400> 20
atgaaagctg tggtgctgge cgtggectctg gtocttectga cagggagoca ggoctcocggeat 80
catcatcacc atcacggcgg gggaccgtea gtcttectcet tccccoccaaa acccaaggac 120
accctcatga teteocoggae coectgaggte acatgegtgy tggtggacgt gagecacgaa 1380
gaccctgagy teaagttcaa ctggtacgtg gacggegtgg aggtgeataa tgecaagaca 240
aagoogoegygy aggagoagta caacagcoacyg tacogtgtgg tcagegtaot cacogtoctyg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccctccca 360
gccoccocateg agaaaaccat ctccaaagec aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac 420
accctgecece catcccggga ggagatgacc aagaaccagg tcaacctgac ctgectggte 480
aaaggettet atcocagega catcegecgtg gagtgggaga geaatgggea gocggagaac 540
aactacaaga ccacgectee cgtgetggac tecgacgget ccttettect ctatageaag 600
ctocacagtygy acaagageag ghtggoageag gggaacgtet totcatgete cgtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agcoctctccce tgtccocggg taaatga 717

<210> 21

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

68



Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 22
<211>717

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

135

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

130

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230
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Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

69

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

val

170

Pro

Thr

val

Leu

Val

Gly

His

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Ser
235

Fhe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Asn

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Gly

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Thr

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Fhe

Pro

Val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 22
atgaaagetg tggtgectgge cgtggetcetg gtettecctga cagggageca ggeteggeat 60
catcatcacc atcacggcgyg gggacegtca gtcocttcoctet tocccccaaa acccaaggac 120
accctcatga tctcoccggac coctgaggte acatgegtgg tggtggacgt gagccacgaa 18Q
gaccectgagy teaagttcaa ctggtacgtyg gacggegtgg aggtgcataa tgocaagaca 240
aagdegegyy aggageagta caacageacy tadeghgtgg teageghteet caceghectyg 300
caccaggact ggctgaatgyg caaggagtac aagtgeaagg totccaacaa ageectocca 360
gcccoccoccatcg agaaaaccat ctccaaagcee aaagggcagc cccgagaacce acaggtgtac 420
accctgcecce catcocggga ggagatgace aagaaccagg tcagcecctgaa ctgcacegtce 480
aaaggcttcot atcccagcecga catcgocgtg gagtgggaga gcaatgggea gocggagaac 540
aactacaaga ceacgectee cgtgetggac tecgacgget cottettecet ctatageaag 600
ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtcet tctcatgete cgtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agectctccoc tgtccceoggyg taaatga 717

<210> 23

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

70



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Thr

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 24
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

val

Ala

130

aArg

Gly

Pro

Ser

Gln
210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
195

Gly

Tyr

val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
180

Phe

Asn

Thr

val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

B3

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln
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Leu

His

Pro

Val

val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
215

Ser

val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
18%

Leu

Ser

Ser

71

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

val

170

Pro

Thr

Val

Leu

val

Gly

Met

His

val

75

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His
220

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
190

Ser

Ala

Lys

Gly

15

val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Asn

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 24
atgaaagctyg tggtgctgge cgtggctetg gtettoctga cagggagcca ggoctcggoat 60
catcatcacc atcacggcgg gggaccgtca gtettoctcet tcccoccaaa acccaaggac 120
accotoatga toteeoggad doctgaggte acatgoegtyg tggtggacgt gagocacgaa 180
gacoctgagy tdaagttdaa ctggtacgtyg gacggcegtgyg aggtgoataa tgodaagaca 240
aagodgegygy aggagcagta daacageacyg taccgtgtgg teagegtoct caccgtoctyg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccocctccca 360
gcocccatocg agaaaaccat ctcoccaaagoc aaagggcoagc cccgagaacc acaggtgtac 420
accctgocce catccoggga ggagatgacc aagaaccagg tcagoctgac ctgocaacgtco 480
accggettet ateccagega categeocegtg gagtgggaga goaatgggea googgagaac 540
aactacaaga ccacgoctod dgtgetggac tecgacgget cettettoct ctatageoaag 600
¢tcacegtgy acaagagcag gtggceageag gggaacgtet tetcatgete cgtgatgeat 660
gaggctectge acaaccacta cacgcagaag agcctctcce tgtcceccggg taaatga 717

<210> 25

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser
1 3 10 15

Gln Ala Arg His His His His His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe
20 25 30
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Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Agn
225

<210> 26
<211>717
<212> ADN

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

185

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Azn

180

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 26

Lys

Val

Tyr

Glu

g5

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Azn

Leu

Val

Gln
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Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asgp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Thr

Ser

Ser

215

Ser

Asgp

40

Asgp

Gly

Azn

Trp

Pro

120

Glu

Azn

Ile

Thr

Lys
200

Cys

Leu

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

73

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Azn

Pro

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Met

His

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Ser
235

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asgp

His

220

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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atgaaagctg tggtgctgge cgtggetctg gtecttcctga cagggageca ggctcggeat 60
catcatcace atcacggegg gggaccgtca gtcttcctet tccccccaaa acccaaggac 120
accotecatga tetcocggac coctgaggte acatgcgtgg tggtggacgt gagccacgaa 180
gaccetgagyg tcaagttcaa ctggtacgtyg gacggegtgg aggtgcataa tgceccaagaca 240
aagccgcggg aggagcagta caacagcacg taccgtgbtgg tcagegtect caccgtectg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tcectecaacaa agocctccca 360
goceocccatcyg agaaaaccat ctcoccaaagoe aaagggcage cocgagaace acaggtgtac 420
acccetgecee catcocggga ggagatgace aagaaccagg tcagectgac ctgoetggte 430
aaaggettet atcccagega categecgtyg gagtgggaga gcaatgggea googgagaacd 540
aactacacea ccacgectoee cgtgetggac tecegacgget cettettect ctatageaadg 600
ctcacegtgg acaagagcag gtggcagecag gggaacgtet tcetcatgete cgtgatgceat 660
gaggetctge acaaccacta cacgcagaag agectctecoe tgteccoggg taaatga 717

<210> 27

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 27

74



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 28

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Thr

Gln

210

His

Ala

arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Val

His

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Len

val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230
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Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Iyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Len

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

75

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

val

Val

170

Pro

Thr

val

Leu

val

Gly

Met

His

val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

val

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

150

Ser

Ala

Lys

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Fhe

Pro

val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

val

160

Gly

Asn

Trp

His
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<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 28
atgaaagctg tggtgctggc cgtggctectg gtcocttcctga cagggagcca ggctcoggcat 60
catcatcace atcacggeogg gggaccegtca gtetteoctcot tgeococcaaa acccaaggac 120
acecteatga teoteoceggae cectgaggte acatgegtgg tggtggacgt gagocacgaa 180
gaccctgagg tecaagttcaa ctggtacgtg gacggogtgg aggtgeataa tgeocaagaca 240
aagocgcggg aggagcagta caacagcacg taccgtgtgg tcagegtcoct caccgtoctg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctocaacaa agccctocca 360
goccccatecg agaaaaccat ctccaaagec aaagggcagc cocgagaacc acaggtgtac 420
acectgocee catocoggga ggagatgace aagaaccagg tcagectgac ctgeoctggte 480
aaaggcttet atceccagega catcgeegtg gagtgggaga geaatgggeoa gecggagaac 540
aactacaaga ccacgeoctoo cgtgetggac teocaacggea cctteotteoct ctatageoaag 600
ctcacogtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtcoct teotocatgeotc cgtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agcctctcocc tgtocccggg taaatga 717

<210> 29

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29

76



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Aszn
223

<210> 30
<211>717

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Azn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
195

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Azn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Azn

Azn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Thr

Phe

Lys
230
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Ala

His

Lys

Val

55

Asgp

Tyr

Asgp

Arg
135

Lys

Asgp

Lys

Ser

Ser
215

Ser

Val

His

Asp

40

Asgp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Azn

Ile

Thr

Lys
200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
185

Ser

Ser

77

Leu
10

Gly

Ser

Glu

Thr

20

Azn

Pro

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Val

Gly

Met

His

Val

15

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asgp

His
220

Pro

Pro

Ser

45

Agp

Azn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Azn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 30

atgaaagctyg tggtgctgge cgtggetctyg gtcttoctga cagggagcecca ggcteggceat &0
catcatcacc atcacggcgg gggaccgtca gtcttcoctcet tcccocccaaa acccaaggac 120
accctcatga tcteococggac ccectgaggtc acatgegtgg tggtggacgt gagccacgaa 180
gacectgagyg teaagtteaa ctggtacgtyg gacggogtgg aggtgeataa tgecaagaca 240
aagoogegyy aggageagta caacageacy taccgtgtgg tcagogtect cacogtectg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tetcecaacaa agecctecca 360
gcccccatcg agaaaaccat ctccaaagcc aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac 420
accctgecec catccoggga ggagatgacc aagaaccagg tcagoctgac ctgectggte 4380
aaaggcttct atcccagecga catcgeccgtg gagtgggaga gcaatgggca gocggagaac 540
aactacaaga cceacgecteoe cgtgetggac tecgacgget ccttcaacct caccageaag 600
ctoacegtygy acaagagcag gtggcageag gggaacgtet teteatgete egtgatgeat 660
gaggctetge acaaccacta cacgeagaag agectcotece tgtcceceggg taaatga 717
<210> 31
<211> 238
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser
1 5 10 15

Gln Ala Arg His His His His His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe
20 25 30

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
35 40 45

78



Glu Val Thr Cys
50

Lys Phe Asn Trp
65

Lys Pro Arg Glu

Leu Thr Val Leu
100

Lys Val Ser Asn
115

Lys Ala Lys Gly
130

Ser Arg Glu Glu
145

Lys Gly Phe Tyr

Gln Pro Glu Asn
180

Gly Ser Phe Phe
135

Gln Gln Gly Asn
210

Asn His Tyr Thr
225

<210> 32

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32

atgaaagctg tggtgetgge cgtggetcoctg gtcttectga cagggageea ggoteggeat

catcatcacc atcacggcgg gggaccgtca gtcttcoctcect tcocccccaaa acccaaggac

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

130

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

ES 2 664 095 T3

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Thr

200

Cys

Leu

val

val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

79

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

val

170

Pro

Thr

val

Leu

His

val

75

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His

220

Pro

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His

60

120



ES 2 664 095 T3

accctcatga tocteocceggac cooctgaggte acatgegtgg tggtggacgt gagcecacgaa 180
gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggegtgg aggtgcataa tgccaagaca 240
aagccgoggg aggageagta caacagecacqg taccgtgtgg tcagegtcocet caccgtcoctg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccctecca 360
goccccateg agaaaaccat cteocaaagoe aaagggcagce ¢codgagaace acaggtgtac 420
accetgecee catceoeggga ggagatgacce aagaaccagg tcagoctgac ctgectggte 480
aaaggcttct atcccageoga catcgecgtg gagbtgggaga gecaatgggca gecggagaac 54Q
aactacaaga ccacgectec cgtgetggac tccgacgget cetteotteet caacageace 600
ctcaccgtgg acaagagcayg gtggcagcag gggaacgtct tcotcatgete cgbgatgeat 660
gaggetetge acaacdecacta cacgeagaag agcectetece tgtceeceggg taaatga 717

<210> 33

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val Ala Leu Val FPhe Leu Thr Gly Ser
1 5 10 15

Gln Ala Arg His His His His His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe
20 25 30

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
35 40 45

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
50 55 60

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
65 70 75 80

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
85 90 95

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
100 105 110

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
115 120 125

80



Ala
130

Lys

Ser
145

Arg
Lys

Gly

Gln Pro

Lys Gly

Glu

Glu

Phe Tyr

Gln

Met

Pro

ES 2 664 095 T3

Pro Arg

135

Thr
150

Lys

Ser Asp

165

Glu Aszn

Asn

180

Gly Phe

195

Ser Phe

Gln Gln

210

Gly Asn

Aszsn His Thr

225

Tyr

<210> 34

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34

atgaaagctg tggtgctggc

catcatcacc atcacggcgg
accctcatga tctcocccggac
gaccctgagy tcaagttcaa
aagecogogygy aggagcagta
caccaggact ggctgaatgg
gocecccatcg agaaaaccat

accctgecece catcocggga

aaaggcttet atcccagega
aactacaaga ccacgeceteco
ctcacegtgg acaagagcaqg

gaggcototge acaaccacta

Leu

val

Gln

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

215

Lys Ser

230

cgtggctctg
gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgty
caacageoacy
caaggagtac
ctoccaaagec
ggagatgacc
catcgeoogty
agtgetggac
gtggcagcag

dacgoagaag

Glu Pro Gln

Aszsn Gln Val

Ile Ala Val

170

Thr Thr Pro

185

Asn Leu

200

Cys Ser

Leu Ser

gtcocttcocctga
gtcttoctet
acatgcgtgg
gacggcegtygg
taccgtgtgg

aagtgcaagg

aaagggcagc
aagaaccagyg
gagtgggaga
tacgacgget

gggaacgtet

agectotoec

81

Val

Val

Ser

155

Glu

Fro

Thr Val

Met

Leu Ser

235

Tyr
140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Fro

cagggagcca
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tecagegtect
tectccaacaa
cccgagaace
tcagcctgac
gcaatgggca
cdettettect

tecteatgete

tgtececggg

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
205

Glu

Gly

Leu Pro

Leu

Cys

Asn
175

Ser

Asp Ser

190

Ser Arg

Ala Leu

Lys

ggctcggcat
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctecca
acaggtgtac
ctgcoctggte
gccggagaac
ctatagecaac
cgtgatgcat

taaatga

Fro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



<210> 35

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

ES 2 664 095 T3

82



Gln

Leu

Glu

Gln

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

<210> 36
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

vVal

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu
210

Asn
225

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Hisg

Val

Hisg

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Tyr

Val

Hisg

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Thr

ES 2 664 095 T3

Leu

Hisg

Pro

vVal

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Gln

Ala

Hisg

Lys

vVal

55

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
215

Lys
230

Val

Hisg

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

200

Cys

Ser

Ala

Hisg

25

Thr

vVal

Val

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Leu

83

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Ser

Asn

vVal

Val

170

Pro

Thr

Val

Ser

Val

Gly

Met

Gln

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

vVal

Met

Leu

Phe

Gly

Ile

Glu

60

Hisg

Arg

Lys

Glu

Thr

140

Leu

Trp

Val

Asp

Hisg

220

Ser
235

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Leu

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Gly

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Lys

Ser

Phe

Pro

vVal

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

vVal

160

Gly

Asp

Trp

Hisg



10

ES 2 664 095 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36

atgaaagctg
catcatcacc
actcteatga
gaceocecgagy
aagccgcggy
caccaggact
tcectcecateyg
accctgeccoce
aaaggettet
aactacaaga
ctaaccegtygy

gaggctctge

tggtgectgge
atcacggcgg
teteocggae
tecagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcccagga
accccagaga
ccacgectos
acaagagcag

acaaccacta

cgtggetctg

gggaccatca
dectgaggte
ctggtacgtyg
daacagdacy
caaggagtac
ctccaaagcc
ggagatgacce
categeagtyg
cgtgetggac
gtggcaggag

cacacagaag

gtecttcoctga
gtecttcetgt
acgtgegtgyg
gatggegtgyg
tacegtgtygy
aagtgcaagg
aaaggtcagec
aagaaccagqg
gagtgggaga
tccgacgget

gggaatgtet

agecctctece

cagggagccoa
tccooccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegteoct
tctccaacaa
cccgagagoce
tcagcctgac
gcaatgggea
ccttettect
toctecatgete

tgtctetggyg

ggctceggeat
acccaaggac
gagecaggaa
tgocaagaca
caccegtecty
aggcctccecg
aaacgtgacc
ctgcecctggte
gacggagaac
ctacagcagg
cgtgatgeat

taaatga

<210> 37

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 37

Met Lys Ala Val Val Leu Ala
1 5

Gln Ala Arg His His His His
20

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
35

Glu Val Thr Cyg Val Val Val

Val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser
10 15

His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe
25 30

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
40 45

Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Vval

84

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



50

Gln Phe Asn Trp
65

Lys Pro Arg Glu

Leu Thr Val Leun
100

Lys Val Ser Asn
115

Lys Ala Lys Gly
130

Ser Gln Glu Glu
145

Lys Gly Phe Tyr

Gln Pro Glu Asn
180

Gly Ser Phe Phe
195

Gln Glu Gly Asn
210

Asn His Tyr Thr
225

<210> 38

<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 38

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

55

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

200

Cys

Leu

Val

Ser

Leun

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

85

Glu

Thr

90

Asn

Ser

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Vval

Leu

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

Val

Ser
235

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Len

Trp

Val

Asp

His

220

Leu

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Len

Lys

205

Glu

Gly

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Leu

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

vVal

160

Gly

Asp

Trp

His



ES 2 664 095 T3

atgaaagectg tggtgctgge cgtggetetg gtottcctga cagggagcca ggeteggeat 60
catcatcacc atcacggegg gggaccatca gtottccotgt tocccccaaa acccaaggac 120
actotcatga tectoceggac cectgaggte acgtgoghgg tggtggacgt gagccaggaa 180
gaccccgagg tceccagtitcaa ctggtacgtg gatggegtgg aggtgcataa tgccaagaca 240
aagoegeggyg aggageagtt caacageacg taccgtgtgg tcagegtcect cacogtectg 300
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgocaagg tcotccaacaa aggeoctcoocg 360
tcectecateqg agaaaaccat cteccaaageoc aaaggtcage cccocgagagcec acaggtgtac 420
accctgeoccoce catcccagga ggagatgace aagaaccagg tcaacctgac ctgeetgghce 48Q
aaaggcttct accccagcga catcgccgtg gagtgggaga gcaatgggca gococggagaac 540
aactacaaga ccacgcctce cgtgotggac tccocgacgget cettcottect ctacagcagg 600
ctaaccgtgyg acaagageag gtggcaggag gggaatgtet tetcatgete cgtgatgeat 660
gaggcetetge acaacecacta cacacagaag agectetece tgbetetggg taaatga 717

<210> 39

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 39

86



Met

Gln

Leu

Glu

Gln

63

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 40
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala
130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg
135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

val

Val

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

87

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Ser

Gln

val

val

170

Pro

Thr

val

Leu

val

Gly

Met

Gln

Val

75

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

155

Glu

Pro

val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Leu

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Asn

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Thr

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Fhe

Pro

val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

val

160

Gly

Asp

Trp

His



10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 40

atgaaagetg
catcatcace
actctcatga
gacccogagg
aagecgeggy
caccaggact
tectecateg
accctgeeocceeo
aaaggcttct
aactacaaga
ctaacegtgy

gaggctcetge

<210> 41
<211> 238
<212> PRT

tggtgetgge
atcacggcgg
tctcococggac
tccagttcaa
aggageagtt
ggetgaacgy
agaaaaccat
catcccagga
accccagcga
ccacgccteco
acaagagcag

acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 41

ES 2 664 095 T3

cgtggetetg
gggaccatca
cectgaggte
ctggtacgtg
caacageacy
caaggagtac
ctecaaagec
ggagatgacc
catcgccegtg
cgtgctggac
gtggcaggay

cacacagaag

gtettectga
gtcttcetgt
acgtgegtgy
gatggegtgy
tacegtgtgy
aagtgcaagy
asaggtcage
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
guggaatgtet

agecetetece

88

cagggageea
tccceccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tecagegtect
tetecaacaa
ccegagagec
tcagectgaa
gcaatgggca
ccttettect
teteatgete

tgtetetggg

ggeteggeat
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
cacegtectyg
aggecteoceg
acaggtgtac
ctgcaccgtce
gccoggagaac
ctacagcagg
cgtgatgeat

taaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



Meat

Gln

Leu

Glu

Gln

65

lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Thr

Gln

Gly

Gln

Asn

<210> 42
<211>717
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

225

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

vVal

Gln

ES 2 664 095 T3

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

lys

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

230

89

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

30

Asn

Ser

Gln

val

val

170

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Gly

Met

Gln

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His

220

Leu

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

235

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Asn

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

g0

Vval

Cys

Ser

Pro

val

160

Gly

Asp

Trp

His



10

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 42

ES 2 664 095 T3

atgaaagcetg
catcatcace
actcteatga
gacccoccgagy
aagccgcggy
caccaggact
toctacateg
accctgeoce
aceggettet
aactacaaga
ctaacecgtgg

gaggctctge

tggtgctgge
atcacggegg
tcteceggac
tcecagtteoaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcccagga
accccoagcga
ccaggoctcec
acaagagcag

acaaccacta

cgtggetetg
gggaccatca
cectgaggte
ctggtacgtyg
caacagcacyg
caaggagtac
ctacaaagee
ggagatgace
categeogtyg
cgtgotggac
gtggcaggag

cacacagaag

gtcttectga
gtettectgt
acgtgegtgg
gatggegtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagqg
aaaggtcage
aagaaccagy
gagtgggaga
tocgacggcet

gggaatgtct

agcctcteee

cagggageca
tocccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tcteccaacaa
dodgagagas
tcageotgac
gecaatgggea
ccttotteot

tctcatgete

tgtctctggg

ggcteggeat
acccaaggac
gagccaggaa
tgccaagaca
caccgtcoctg
aggcctccocg
acaggtgtac
ctgcaacgte
geccggagaac
ctacagcagg
cgtgatgcat

taaatga

<210> 43

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 43

Met Lys Ala Val Val Leu
1 5

Gln Ala Arg His His His
20

Leu Phe Pro Pro Lys Pro
35

Glu Val Thr Cys Val Val
50

Ala val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser

10 15

His His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe

25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro

40 45

Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val

55

60

90

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717



Gln

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 44
<211> 717
<212> ADN

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

210

His

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 44

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Thr

Ser

Ser

215

Ser

Gly val Glu

Asn

Ser

Trp Leu

Pro
120

105

Ser

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

185

Arg Leu

200

Cys

Leu

91

Ser

Ser

Thr

80

Aszn

Ser

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Leu

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Leu

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Lys

Ser

85

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His



ES 2 664 095 T3

atgaaagctg tggtgetgge cgtggetctg gtecttectga cagggageoca ggctoggeat 60
catcatcacec atcacggegg gggaccatca gtcotteoctgt tccccccaaa acccaaggac 120
actectcatga tetcecoggac coctgaggte acgtgegtgg tggtggacgt gagcoccaggaa 180
gaccccgagy tccagttcaa ctggtacgtg gatggegtgg aggtgcataa tgccaagaca 240
aageccgeggg aggagecagtt caacagcacg taccgtgtgg tcagegtect caccgtectg 300
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgcaagg tetccaacaa aggectcoceg 360
tccteoccatcg agaaaaccat ctccaaagee aaaggbcage ccoccgagagece acaggtgtac 420
accetgoecoce catcccagga ggagatgace aagaaccagg tcagectgac ctgectggtce 480
aaaggcttet accecagega categecgtyg gagtgggaga gecaatgggea gecggagaac 540
aactacaceca ccacgectceco cgtgetggac teccgacgget cettettect ctacageagg 600
ctaaccgtgy acaagagecag gtggeaggag gggaatgtet tetecatgete egqtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacacagaag agcctctcec tgtetcectggg taaatga 717

<210>45

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 45

92



Gln

Leu

Glu

Gln

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 46
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Thr

Glu

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

135

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr
150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

ES 2 664 095 T3

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

93

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Ser

Gln

Val

val

170

Pro

Thr

val

Leu

Val

Gly

Met

Gln

Val

75

Tyr

Gly

Ile

val

Ser
155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Fhe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Leu

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Fhe

Pro

Val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

Val
160

Gly

Asn

Trp

His
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 46
atgaaagctg tggtgctgge cgtggctctg gtctteoctga cagggagcoca ggoctcoggcat 60
catcatcacc atcacggcgg gggaccatca gtcttectgt tccccccaaa acccaaggac 1290
actctcatga tctcccggac ccctgaggtc acgtgegtgg tggtggacgt gagccaggaa 180
gacceocgagg tocagttcaa ctggtacgtg gatggegtgg aggtgcataa tgecaagaca 240
aagccgeggg aggageagtt caacagecacg taccgtgtgg tcageogtect caccgtectg 300
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgcaagg tctcraacaa aggcctecceg 360
tccteoccateog agaaaaccat cteocaaagec aaaggtcage coogagagoec acaggtgtac 4290
accctgecec catcccagga ggagatgacce aagaaccagg tcagcocctgac ctgcectggte 480
aaaggcttct accccagoga catcgcogtyg gagtgggaga gcaatgggca Jgocggagaac 540
aactacaaga ccacgcctec cgtgetggac tccaacggea ceottettect ctacageagg 600
ctaaccgtgg acaagagcag gtggcaggag gggaatgtet teteatgete egtgatgceat 660
gaggctetge acaaccacta cacacagaag agectctece tgtetcetggg taaatga 717

<210> 47

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 47

94



Gln

Leu

Glu

Gln

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 48

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

1985

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Asn

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Len

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Thr

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Phe

Asp

Len

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

95

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Ser

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Gly

Met

Gln

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Leu

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Gly

15

val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Len

Ser

Phe

Pro

val

Thr

B8O

val

Cys

Ser

Pro

val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<211>717
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 48

atgaaagetg
catcateace

actctcatga

gacccogagg
aagocgcegygyg
caccaggact
tactocateg
accctgeocee
aaaggcttct
aactacaaga

ctaaccgtgg

gaggetetge

tggtgotgge
atcacggegy
tctecoeggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacygy
agaaaaccat
cateccagga
accccagcga
ccacgcctece
acaagagcaqg

acaaccacta

egtggetetg
gggaccatea
coctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctocaaageod
ggagatgacce
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcaggag

cacacagaag

gtetteoctga
gtettoctgt
acgtgegtgy
gatggegtgy
taccgtgtgy
aagtgcaagg
aaaggtcage
aagaaccagyg
gagtgggaga
tcocgacgget
gggaatgtcet

agectcetece

cagggageca
teococcaaa
tggtggacgt

aggtgcataa

tcagcgteoct
tetecaacaa
cccgagageod
tcageoctgac
gcaatgggca
ccttcaacct
tctcatgcte

tgtctetgyyg

ggcteggeat
acccaaggac
gagccaggaa
tgocaagaca
caccgtocty
aggecteceg
acaggtgtac
ctgectggte
gccggagaac
caccagcagyg
cgtgatgcat

taaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

717

<210> 49

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 49

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly
1 5 10 15

Ser

Gln Ala Arg His His His His His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe

20 25 30

Phe Thr Met Ile Ser Thr Pro

45

Leu Pro Pro Lys Pro Lys Asp Leu

35 40

Arg

Glu val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu

50 55 60

Asp Pro Glu Val

Gln Phe Asn Trp Tyr Val
65 70

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr

75 80

96



Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 50
<211>717
<212> ADN

Pro

Thr

Val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

210

His

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 50

Glu

85

Hisg

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

ES 2 664 095 T3

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Thr

200

Cys

Leu

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

97

Thr

80

Asn

Ser

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Leu

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Arg

Lys

Glu

Tyr

1490

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Leu

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Ser

a5

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His



ES 2 664 095 T3

atgaaagctg tggtgctggce cgtggoctctg gtcocttccoctga cagggagcca ggoctcggeat 60
catcatcacc atcacggcgg gggaccatca gtcttcoctgt toccoccoccaaa accocaaggac 120
actctcatga tecteceoggac ceoctgaggte acgtgegtgg tggtggacgt gagecaggaa 180
gaccccegagyg tceccagttcaa ctggtacgtg gatggegtgg aggtgcataa tgccaagaca 240
aagccogeggyg aggagceagtt caacagecacg taccegtgtgg tcagegtect caccgtectg 300
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa aggcctcocccg 360
tccteccatcg agaaaaccat ctccaaagcc aaaggtcagc cccgagagcc acaggtgtac 420
acoctgocee cateccagga ggagatgace aagaaccagqg tcagectgac ctgectggte 480
aaaggcettet accecagega catcegecgtyg gagtgggaga geaatgggea gocggagaac 540
aactacaaga ccacgectoe egtgctggac tocgacggot ccttettoet caacageace 600
ctaaccogtgg acaagagcag gtggcaggag gggaatgtcot tcoctcatgetce cgtgatgceat 660
gaggctctge acaaccacta cacacagaag agcctctcoc tgtoctcoctggg taaatga 717

<210> 51

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 51

98



Gln

Leu

Glu

Gln

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 52
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Azn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

1385

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Azn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Aszn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Agn

200

Cys

Leu

99

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Ser

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Val

Gly

Met

Gln

Val

75

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Agp

His

220

Leu

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Azn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Lys
205

Glu

Gly

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Gly

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Azn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

g0

val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 52
atgaaagctg tggtgectgge cgtggetectg gtettcctga cagggageca ggctcggeat a0
catcatcace atcacggegy gggaccatca gtotteetgt tecceccaaa acccaaggac 120
actetecatga tetdoeggae coctgaggte acgtgegtgy tagtggacgt gagecaggaa 180
gaceccgagy tocagtteaa ctggtacgtyg gatggegtygy aggtgeataa tgecaagaca 240
aagcogoggy aggagcagtt caacageacg taccgtgtgg tcagegtcct cacegtcetyg 300
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa aggectcecg 3460
tcctccatcg agaaaaccat ctocaaagoc aaaggtcage cccgagagcc acaggtgtac 420
accetgoooe catdocagyga ggagatgace aagaaccagyg tcagectgac ctgectggte 480
asaggettet aceccagega categecgty gagtgggaga geaatgggea gecggagaad 540
aactacaaga ccadgoctoe cgtgetggac tocgacgget cettettect ctacageaac 600
ctaaccgtgg acaagagcag gtggcaggag gggaatgtct tctcatgete cgtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacacagaag agecctctcce tgtctectggg taaatga 717

<210> 53

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 53

100



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Thr

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 54
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

val

Ala

130

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Vval

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

<213> Secuencia artificial

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

Leu

His

Pro

Vval

Vval

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

lys

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Fro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

101

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

val

170

Pro

Thr

Val

Leu

val

Gly

Met

His

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

val

Met

Ser
235

Fhe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His

220

Fro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Fro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Gly

val

Thr

Glu

lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Asn

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Fhe

Ero

Val

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His



ES 2 664 095 T3

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 54
atgaaagctg tggtgctgge cgtggetetg gtettectga cagggageca ggcteoggeat 60
catcatcace atcacggogyg gggacegtca gtoettoctet tocccccaaa acccaaggac 120
accctecatga tetcccggae coctgaggte acatgegtgg tggtggacgt gagocacgaa 180
gaccctgagyg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggegtgg aggtgcataa tgccaagaca 240
aagccgcggy aggagcagta caacagcacg taccgtgtgg tcagogtcct caccgtcectg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccctcoca 360
goecoceateg agaaaaccat ctocaaagee aaagggoage cocgagaace acaggtgtac 420
accctgecce catcccggga ggagatgace aagaaccagg tcaacctgac ctgecaacgte 480
accggettet atcoccagoga categecgtyg gagtgggaga goaatgggcea gocggagaac 540
aactacaaga ccacgcoctcce cgtgctggac tcoccgacgget ccttottccot ctatagcaag 600
ctoaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtcet tctecatgcete cgtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agcctcteoce tgtcccocggg taaatga 717

<210> 55

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 55
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Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 56
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Asn

Asn

Thr

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu
85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Thr

Phe

Lys
230

ES 2 664 095 T3

Ala

His

Lys

Val

53

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Fro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

103

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr
80

Asn

Fro

Gln

Val

Val

170

Fro

Thr

Val

Leu

Val

Gly

Met

His

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Fro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Fro

Leu

Fro

Ser

45

Asp

Aszn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Gly

15

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
85

Lys

Ile

Fro

Leu

Aszn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

g0

Val

Cys

Ser

Fro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 56
atgaaagety tggtgetgge cgtggetotg gtettectga cagggageca ggctoggeat 60
catcatcacc atcacggcgg gggaccgtca gtcttcctet tcccocccaaa acccaaggac 120
accctcatga tctcccggac coctgaggte acatgegtgg tggtggacgt gageccacgaa 180
gaccctgagyg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggegtgyg aggtgcataa tgccaagaca 240
aagdegeggy aggageagta caacagceacyg tacegtgtgg teagegtect cacegtectg 300
caccaggact ggctgaatgyg caaggagtad aagtgeaagyg teteocaacaa ageecteocea 360
goccedateg agaaaaceat ctodaaaged aaagggcage cocgagaace acaggtgtac 420
accctgeceoce catcocggga ggagatgace aagaaccagg tcaacctgac ctgectggtce 480
aaaggcttct atcccagega catcgccocghtg gagtgggaga gcaatgggea googgagaac 540
aactacaaga ccacgccteoc cgtgeotggac tocgacgget ccottcaacct caccagcaag 600
ctcaccgtgg acaagagcayg gtggcagcag gggaacgtct tctcatgetce cgtgatgeat 660
gaggeteotge acaaccacta cacgragaag agectcetece tgtecceggyg taaatga 717

<210> 57

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 57

104



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

63

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 58
<211>717

Lys

Ala

Phe

VvVal

50

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Ala

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

ES 2 664 095 T3

Ala

His

Lys

val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

val

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Thr

200

Cys

Leu

Ala

His

25

Thr

vVal

Vval

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

105

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Len

Val

Gly

Meat

His

val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His

220

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Gly

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

85

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 58
atgaaagctg tggtgectgge cgbtggetetg gtetteoctga cagggagceca ggctcoggeat 60Q
catcatcacc atcacggcgg gggacegtca gtecttcocctet tccccccaaa acccaaggac 120
accctcatga tctceccggac cocctgaggte acatgegtgg tggtggacgt gagceccacgaa 180
gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtyg gacggegtgg aggtgcataa tgocaagaca 240
aagcegeggg aggageagta caacageacg tacegtgtgg tecagegtoet cacegtoetg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tetcocaacaa agoectocca 360
gcccccatcg agaaaaccat ctccaaageoc aaagggcagc cccgagaace acaggtgtac 420
accctgecce catcocggga ggagatgace aagaaccagg tcaacctgac ctgectggte 48Q
aaaggcttct atcccageocga catcgecgtg gagtgggaga gcaatgggea gocggagaac 540
aactacaaga ceacgeoctec cgtgetggac teoogacgget ccttetteoct caacageace 600
ctecaccgtgy acaagageag gtggcageag gggaacgtet tetcatgete cgtgatgeat 660
gaggetotge acaaccacta cacgcagaag agectetece tgtecceggg taaatga 717

<210> 59

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 59

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val Ala Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser
1 5 10 15
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Gln

Leu

Asn

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

225

<210> 60
<211>717
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

val

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

His

Arg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Tyr

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

<223> Construccion sintética

His

Lys

Val

Tyr

Glu

Hisg

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2 664 095 T3

His

Pro

Val

val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

His

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

His

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Thr

200

Cys

Leu

His

25

Thr

Val

val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

107

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

vVal

val

170

Pro

Thr

val

Leu

Gly

Met

His

val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His

220

Pro

Pro

Ser

45

Asp

Asn

val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Ser

30

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

Thr

80

val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His



<400> 60

atgaaagctg
catcatcacc
acectcatga
gaccctgagg
aageccgeggy
caccaggact
gccocccatcyg
accctgeece
aaaggcttet
aactacaaga
cteaccgtgyg

gaggctctge

<210> 61
<211> 238
<212> PRT

tggtgctgge
atcacggcgg
tetodeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgy
agaaaaccat
catcocggga
atcccagoga
ccacgeckee
acaagageag

acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 61

ES 2 664 095 T3

cgtggetctyg
gggaccgtca
cdetaacgte
ctggtacgtyg
caacageacy
caaggagtac
ctccaaagcec
ggagatgacc
catogecgty
cgtgctggac
gtggecagdag

cacgcagaag

gtcttcctga
gtcttectet
acatgegtgyg
gacggegtgg
tacegtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tecgacgget

gggaacgtet

agcctctecec

108

cagggagcca
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tecagegteet
tctocaacaa
cccgagaace
tcaacctgac
goaatgggea
ccttettect
teteatgete

tgtccecggy

ggctcggeat
acccaaggac
gagegcacgaa
tgceaagaca
cacegtectyg
agccctcocca
acaggtgtac
ctgectggte
gocggagaac
caacageace
cgtgatgeat

taaatga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

717



Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 62

Lys

Ala

Phe

Val

50

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

Hisg

Ala

Arg

Pro

35

Asn

Asn

Arg

Val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Val

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

Val

His

Lys

Thr

Tyr

Glu

85

Hisg

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

vVal

Gln

ES 2 664 095 T3

Leu

His

Pro

Val

vVal

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

Ala

His

Lys

Val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Val Ala

His His
25

Asp Thr
40

Asp Val

Gly Val

Asn Ser

Trp Leu

105

Pro Ala
120

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

185

Thr Leu
200

Cys Ser

Leu Ser

109

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

Val

vVal

170

Pro

Thr

vVal

Leu

Val

Gly

Met

Hisg

vVal

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Gly

15

vVal

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

80

vVal

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<211>717

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 62
atgaaagetg tggtgetgge cgtggetetg gtettoetga cagggageca ggeteggeat 60
catcatcace atcacggegg gggaccgtca gtetteoctet tececccaaa acccaaggac 120
accctcatga tcteococcggac coctgaggtc aactgcaccyg tggtggacgt gagcocacgaa 180
gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggcecgtgg aggtgcataa tgccaagaca 240
aagccgeggg aggagcagta caacagcacqg taccgtgtgg tcagcegtcocct caccgtoctg 300
caccaggact ggetgaatgg caaggagtac aagtgraagg tcetcecaacaa agecctcecoca 360
gececcateg agaaaaccat ctcecaaagee aaagggeage cccgagaace acaggtgtac 420
accctgoece catcecggga ggagatgace aagaaccagg tcaacctgac ctgectggte 480
aaaggcttct atcccagega catcgocgty gagtgggaga gcaatgggca gocggagaac 540
aactacaaga ccacgcctcce cgtgctggac tccgacgget ccticttcoct caacagcacce 600
ctcacegtgg acaagagcag gtggcagecag gggaacgtet tetecatgete cgtgatgeat 660
gaggcetetge acaaccacta cacgecagaag agectcotcoee tgtececggg taaatga 717

<210> 63

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 63

110



Met

Gln

Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 64
<211>717
<212> ADN

Lys

Ala

Fhe

Val

50

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
210

His

Ala

Arg

Pro

Thr

Asn

Arg

val

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
195

Gly

Tyr

vVal

His

20

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
180

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

Val

His

Lys

Val

Tyr

Glu

g5

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

val

Gln

Leu

His

Pro

Val

Val

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

ES 2 664 095 T3

Ala

His

Lys

val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

lys

Aszp

Lys

Ser

Ser
215

Ser

Val

His

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Ile

Thr

Thr
200

Cys

Lau

Ala

His

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
185

Leu

Ser

Ser

111

Leu

10

Gly

Leu

Ser

Glu

Thr

30

Asn

Pro

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Gly

Met

His

val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

val

Met

Ser
235

Phe

Gly

Ile

Glu

&0

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His
220

Fro

Leu

Fro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
205

Glu

Gly

Thr

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Vval

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
190

Ser

Ala

Lys

Gly

Val

Thr

Glu

Thr

Ser

85

Lys

Ile

Pro

Leu

Aszsn

175

Ser

Arg

Leu

Ser

Phe

Pro

Val

Thr

g0

Val

Cys

Ser

Pro

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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<220>

<223> Construccion sintética

<400> 64
atgaaagetg tggtgetgge egtggetetg gtettectga cagggageca ggoetoggeat 60
catcatcacc atcacggcgg gggaccgtca gtettoctcet tcocccocccaaa acccaaggac 120
accctcatga tectcccggac ccctgaggtce acatgogtgg tggtggacgt gagccacgaa 180
gaccctgagy tcaagttcaa ctggtacgtg gacggegtgg aggtgecataa tgccaccaca 240
aagecgaggy aggagcagta caacagcacg taccegtgtgg tecagegtect caccgtectg 300
caccaggact ggoctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tetccaacaa agocctcocca 360
gcecoccateg agaaaaccat ctccaaagec aaagggeage cocgagaace acaggtgtac 4290
accectgeoecc catcccggga ggagatgacc aagaaccagg tcaacctgac ctgcoctggte 480
aaaggcttct atcccagcga catcgecgtg gagtgggaga gcaatgggca goccggagaac 540
aactacaaga ccacgcctce cgtgetggac tcoccgacgget ccttottcect caacagcace 600
ctcacegtgyg acaagagcag gtggcageag gggaacgtet tetcatgete cgtgatgeat 660
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agoctctece tgtecceccggg taaatga 717

<210> 65

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 65

Met Lys Ala Val Val Leu Ala Val 2la Leu Val Phe Leu Thr Gly Ser
1 5 10 15

Gln Ala Arg His His His His His His Gly Gly Gly Pro Ser Val Phe
20 25 30

112



Leu

Glu

Lys

65

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

145

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
225

<210> 66
<211>717
<212> ADN

Phe

vVal

50

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala

130

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

210

Hisg

Pro

35

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

115

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

195

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

100

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

180

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 66

Lys

vVal

Tyr

Glu

85

His

Lys

Gln

Met

Pro

165

Asn

Leu

vVal

Gln

ES 2 664 095 T3

Pro

vVal

vVal

70

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

150

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys
230

Lys

vVal

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

215

Ser

Asp Thr
40

Asp Val

Gly Val

Asn Ser

Trp Leu

105

Pro Ala
120

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

185

Thr Leu
200

Cys Ser

Leu Ser

113

Leu

Ser

Glu

Thr

90

Asn

Pro

Gln

vVal

vVal

170

Pro

Thr

vVal

Leu

Met

His

vVal

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Asn

155

Glu

Pro

vVal

Met

Ser
235

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

Val

Asp

His

220

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

130

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Pro

vVal

Thr

80

Asn

Cys

Ser

Pro

vVal

160

Gly

Asp

Trp

His
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atgaaagetg tggtgetgge cgtggetetg gtetteoctga cagggageca ggoteggeat 60
catcatcace atcacggegy gggacegtea gtetteoctet tecceecaaa acccaaggac 120
accocteatga tetoceggac cectgaggte acatgeogtgg tggtggacgt gageocacgaa 180
gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggcgtgg aggtgcataa tgcoccaagaca 240
aagccgcggg aggagcagta caacagcacg taccgtgtgg tcagcaacct caccgtoctg 300
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agocctcocca 360
gcccccatocg agaaaaccat ctccaaagoc aaagggcage cccgagaacce acaggtgtac 420
accctgeocce catcceggga ggagatgacce aagaaccagg tcaacctgac ctgeoctggte 480
aaaggcttect atcccageoga categecgtg gagtgggaga gcaatgggea gocggagaac 540
aactacaaga ccacgcctcc cgtgctggac tccgacgget ccttcettoct caacagcacce 600
ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtct tctcatgoctc cgtgatgcecat 660
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agcctctcoc tgtccccggg taaatga 717

<210> 67

<211> 463

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 67

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Ala His Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

Ser Asn Tyr Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Thr Thr Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ser Ala Ile Gly Thr Ala Gly Asp Thr Tyr Tyr Pro Gly
65 70 75 80

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Ser
85 90 95

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Gly Asp Thr Ala Val Tyr
100 105 110

114
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Tyr Cys Ala Arg Glu Lys Ser Ser Thr Ser Ala Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
130 135 140

Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
145 150 155 180

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Prc Glu Pro Val Thr Val
165 170 175

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
180 185 190

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
195 200 205

Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His
210 215 220

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr val Glu Arg Lys Cys Cys
225 230 235 240

val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val
245 250 255

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
260 265 270

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
275 280 285

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
290 295 300

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg vVal Val Ser
305 310 315 320

Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
325 330 335

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Prec Ala Prc Ile Glu Lys Thr Ile
340 345 350

Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro
355 360 365

115
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Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
370 375 380

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
385 390 395 400

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser
405 410 415

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
420 425 430

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
435 440 445

Hig Asn Hig Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 68

<211> 1404

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 68

116



atgggatgga
gtgcagetgy
tgtgcageet
ggaaaaggtc
tccgtgaagg
atgaacagcc
accteggect
aagggcccat
goccctggget
ggcgeocctga
tccctcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc

ttectatteco

tgegtggtgy

ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcageaooa
aaccaggtea
tgggagagea
gacggctcect
aacgtcttct

ctcteococtgt

<210> 69
<211> 231
<212> PRT

gctgtatcat
tggagtotgyg
ctggattcac
tggagtgggt
geccgattcac
tgagagecgg
ttgactactg
cggtcttecce
gecctggtcaa
ccageggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacaktgccc

cacocaaaace

tggacgtgag

tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gectgacetg
atgggeagec
tcttcctcta
catgctecogt

ccocgggtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 69

ES 2 664 095 T3

cctettcettg
gggaggettyg
cttcagtaac
ctecagetatt
catctccaga
ggacagggcet
gggccaggga
cctggcaccec
ggactactte
gcacacctte
cgtgecctcee
caacaccaag
accgtgccca
caaggacaca

ccacgaagac

caagacaaag
cgtcctgeac
cctoccecagec
ggtgtacacca
coetggteaaa
ggagaacaacd
tagcaagctce
gatgcatgag

atga

gtagcaacag
gtacagecetyg
tacgacatgt
ggtactgetyg
gaaaatgcca
gtgtattact
accctggtca
tecctcocecaaga
cccgaacegyg
ceggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctecatgatet

cetgaggtea

ccgcgggagy
caggactggc
cccatcgaga
ctgeccceat
ggcttetate
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

117

ctacaggcgce
gggggteccet
actgggtceg
gtgacacata
agaactcctt
gtgcaagaga
cagtctccta
gcacctctgg
tgacggtgte
tacagtecte
gcacccagac
aagttgagcc
tcctggggag
cocggaceea

agtteaactg

agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
ccecgggagga
coagegacat
cgectoecgt
agagcaggtyg

accactacac

gcactccgag
gagactctee
ccaaactaca
ctatcecagge
gtatcttcaa
gaagtctage
agcgtegacce
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgce
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca

gtacgtggac

cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaaqg
cgeegtggag
gectggactee

gcagcagygy

gcagaagagc

60

120

180

240

300

260

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1404



Met

Ala

Sar

Leu

65

Phe

Leu

Leu

Ala

Gly
145

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
225

<210>70
<211>910

Gly

His

Val

Asn

50

Leu

Ser

Gln

Thr

Pro

130

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

210

Phe

Trp

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe

115

Ser

Ala

val

Ser

Thr

195

Cys

Asn

Ser

Asp

20

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

100

Gly

Val

Sar

Gln

Val

180

Leu

Glu

Cys

Ile

Arg

Asn

Asp

Gly

Asp

Gln

Phe

Val

Trp

165

Thr

Thr

Val

Gly

ES 2 664 095 T3

Ile

Gln

Val

Trp

Ala

70

Ser

Ile

Gly

Ile

Val

150

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
230

Ile

Met

Thr

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Thr

Phe

135

Cys

Val

Gln

Ser

His

2153

Cys

Leu

Thr

Tle

40

Gln

Asn

Thr

Thr

Lys

120

Pro

Lau

Asp

Asp

Lys

200

Gln

Phe

Gln

25

Thr

Gln

Leu

Ala

Tyr

105

Leu

Ero

Leu

Asn

Ser

185

Ala

Gly

118

Leu

10

Ser

Cys

Lys

Glu

Fhe

90

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

170

Lys

Asp

Leu

Val

Pro

Gln

Pro

Thr

75

Thr

Cys

Ile

Asp

Asn

155

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ala

Ser

Ala

Gly

60

Gly

Fhe

Gln

Lys

Glu

140

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
220

Thr

Ser

Gly

45

Lys

Val

Thr

Gln

Arg

125

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

205

Pro

Ala

Leu

30

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

110

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

130

His

Val

Thr

15

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

95

Asp

val

Lys

Arg

Asn

175

Ser

Lys

Thr

Gly

val

Tle

Lys

Arg

Ser

Asn

Ala

Ser

Glu

160

Ser

Leu

Val

Lys



10

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 70

atgggatgga
atccagatga
acttgccagg
aaagcccecta
tteagtggaa
gatattgcaa
ctggaaatca
aaacatcaag
tgctgttttce
gcagaacttt
accatetgte
tgtgtgecetg
cgccctcocaa

ctacagcctce

cgectgegaa

agagtgttag

gctgtatcat
cccagtetee
cgggtcagga
aactcctgat
gtggatctgg
catattactyg
aacgtgagta
attttaaata
tgtctgtcec
gttacttaaa
ttcatettee
ctgaataact
tcgggtaact

agcagcaccc

gteacceatce

<210> 71

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 71

ES 2 664 095 T3

cctecttettg
atccteectg
cattcgcaac
ctacgatgea
gacagctttt
tcaacagtat
gaataactct
cgcttcttgg
taacatgecce
caccatectg
cgecatetga
tetateecag
cccaggagag

tgacgctgag

agggcetgag

gtagcaacag
tectgtatctg
tatttaaatt
teccaatttgg
actttcacca
gataatctca
agaggaatag
tctecttget
tgtgattatc
tttgettett
tgagcagttg
agaggecaaa
tgtcacagag

caaagcagac

ctegecegte

119

ctacaggcgc
tgggagacag
ggtatcagca
aaacaggggt
tcagecagecet
cttttggeoca
ggaagctagg
ataattatct
cgcaaacaac
tcetcaggaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca

tacgagaaac

acaaagaget

gcactccgac
agtcaccatce
gaaaccaggg
cccatcaagyg
gcagcetgaa
ggggaccaaa
aagaaactca
gggataagca
acacccaagyg
ctgtggetge
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagcac

acaaagtcta

tcaacagggyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

910



Ala

Pro

Ser

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Gln

Val

145

Ala

Ser

Gly

His

Gly

Asn
50

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Trp

Ser

Gly

35

Tyr

Val

Lys

Leu

Ala

115

Thr

Pro

Gly

Azn

Ser

Glu

20

Ser

Asp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Leu

Leu

Cys

Ser
130

Cys

Val

Leu

Met

Ala

Arg

g5

Met

Glu

Val

Ala

Leu

165

Gly

Ile

Gln

Arg

Tyr

Ile

70

Phe

Azn

Lys

Thr

Pro

150

Val

Ala

ES 2 664 095 T3

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Gly

Thr

Ser

Ser

Val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Val

Ser

40

Val

Thr

Ile

Leu

Ser

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Ala

Ser

Arg

105

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser
1385

120

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

90

Ala

Ser

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Val

Gly

Ala

Thr

Asp

75

Glu

Gly

Ala

Ser

Thr

155

Pro

Val

Ala

Gly

Ser

Thr

60

Thr

Azn

Asgp

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Ala

Thr

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe
150

Thr

15

Val

Thr

Gly

Pro

Azn

95

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Gly

Gln

Phe

Leu

Gly

80

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

160

Val

Ala
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Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
135 200 205

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
210 215 220

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
225 230 235 240

Asp Lys Thr His Thr Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
245 250 255

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

Ile Ser Arg Thr Preo Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
275 280 285

Glu Asp Pro Glu Val 1Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
290 295 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
305 310 315 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Vval
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Asn
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
385 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe Leu Asn Ser Thr Leu Thr Val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445

121
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Hig Glu Ala Leu Hig Asn Hig Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

122

450 455 460
Pro Gly Lys
465

<210>72

<211> 1404

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 72
atgggatgga gctgtatcat cctctteottg gtagcaacag ctacaggcgce gcactccgag 60
gtgcagcetgyg tggagtctgg gggaggettyg gtacagocctg gggggtcect gagactcetec 120
tgtgcagcct ctggattcac cttcagtaac tacgacatgt actgggtccg ccaaactaca 180
ggaaaaggte tggagtgggt ctcagetatt ggtactgetg gtgacacata ctatocagge 240
teocegtgaagg geegattcac catcteocaga gaaaatgoca agaacteocett gtatctteaa 300
atgaacagee tgagagecgyg ggacacgget gtgtattact gtgcaagaga gaagtcetage 360
acctcggect ttgactactg gggccaggga acccoctggtca ccegtctocte agecctocacco 420
aagggcccga gogtgtttce getggecaccyg agcagcaaaa gcaccagcegg tggcacagcea 480
gcactgggtt gtctggtgaa agattatttt ccggaaccgg ttacagttag ctggaatage 540
ggtgecctga ccageggtgt teataccettt ¢cggeagtte tgcagageag cggtoctgtat 600
agectgteta gegttgttac cgttecgage ageagectgg geacccagac ctatatttge 660
aatgtgaate ataaaccgag caataccaaa gtggataaaa aagtggagece taagagetgt 720
gacaaaactc acacaggtgg aggcgggtoe ggtggaggceg ggtcecggggg accgtcagto 780
ttcocctcettecc cccrcaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggaccce tgaggtcaca 840
tgogtggtgy tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac 200
ggcegtggagg tgeataatge caagacaaag cegogggagyg agcagtacaa cagceacgtac 960
cgtgtggtca gegtectcac cegtoctgeac caggactgge tgaatggeoaa ggagtacaag 1020
tgeaaggtet ccaacaaage ccteoccagee cecategaga aaaccatete caaagecaaa 1080
gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacce ctgcccccat cccgggagga gatgaccaag 1140
aaccaggtca acctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcocgacat cgeccgtggag 1200
tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgoctcccegt getggactceo 1260
gacggetect tettecteaa cageacccte acegtggaca agagcaggtg gcagoaggqgy 1320
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aacgtcttct catgctcegt gatgcecatga ctctgcaca accactacac gcagaagagc
g gCctccgt gatgcatgag gctcory gcagaagag

ctctccctgt ccccgggtaa atga

<210> 73
<211> 467
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 73

Met

1

Ala

Pro

Ser

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Gln

Val

145

Ala

Ser

Gly

His

Gly

Asn

50

Trp

vVal

Tyr

Cys

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Trp

Ser

Gly

35

Tyr

vVal

Lys

Leu

Ala

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Ser

Glu

20

Ser

Asp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Leu

Leu

Cys

Ser
180

Cys

vVal

Leu

Ala

Arg

85

Met

Glu

vVal

Ala

Leu

165

Gly

Ile

Gln

Arg

Tyr

Ile

70

Phe

Asn

Lys

Thr

Pro

150

vVal

Ala

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Gly

Thr

Ser

Ser

vVal

135

Ser

Lys

Leu

Leu

vVal

Ser

40

Val

Thr

Ile

Leu

Ser

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Ala

Ser

Arg

105

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser
185

123

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

90

Ala

Ser

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Val

Gly

Ala

Thr

Asp

Glu

Gly

Ala

Ser

Thr

155

Pro

vVal

Ala

Gly

Ser

Thr

60

Thr

Asn

Asp

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Tyr

Ala

Thr

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Tyr

Gly

Gly

vVal

Phe
190

Thr

15

vVal

Thr

Gly

Pro

Asn

95

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Gly

Gln

Phe

Leu

Gly

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

160

vVal

Ala

1380

1404
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Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
185 200 205

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
210 215 220

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro 1Lys Ser Cys
225 230 235 240

Asp Lys Thr His Thr Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
245 250 255

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pr¢ Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
275 280 285

Glu Asp Pre Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
250 285 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
305 310 315 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Asn
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
385 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Asn Ser Thr Leu Thr Val
420 425 430D

Agsp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Leu
435 440 445

124
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His Glu Ala Leu His Ser His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465

<210> 74

<211> 1404

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 74
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atgggatgga
gtgcagctgg
tgtgcagect
ggaaaaggtc
tcegtgaagg
atgaacagcc
accteoggect
aagggcccega
gcactgggtt
ggtgcectga
agcctgtcta
aatgtgaatc
gacaaaacte
ttectettee
tgegtggtag
ggcgtggagy
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagecee
aaccaggtca
tgggagagea
gacggctcect

aacgtcttct

ctectecctgt

<210>75
<211> 467
<212> PRT

gctgtatcat
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
gccgattcac
tgagagccgyg
ttgactactg
gogtgtttec
gtctggtgaa
ccagcoggtgt
gocgttgttac
ataaaccgag
acacaqggtgg
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgteoctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
acctgacctg
atgggcageco
tcttcoctecaa

catgctccgt

cecegggtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 75
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cetettottyg
gggaggcttg
cttcagtaac
ctcagctatt
catctccaga
ggacacggct
gggccaggga
gectggeaceyg
agattatttt
tcataccttt
cgttocgage
caataccaaa
aggegggtoe
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctoccocagec
ggtgtacace
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaccctce

gctgcatgag

atga

gtagcaacag
gtacagcctg
tacgacatgt
ggtactgctg
gaaaatgcca
gtgtattact
accctggtea
agcagcaaaa
ccggaaccgyg
ccggeagtte
agcagectgg
gtggataaaa
ggtggaggeq
ctecatgatet
cctgaggtea
ccgcggygagy
caggactggc
cccatcgaga
ctgoeccccat
ggettotate
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

126

ctacaggegce

gggggtcect

actgggtecyg

gtgacacata
agaactcctt
gtgcaagaga
cegtocteoete
gcaccagegyg
ttacagttag
tgcagagcag
gcacccagac
aagtggagcc
ggtecgggagy
ceoggacece
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
ccegggagga
ceagcegacat
agoctecegt
agagcaggty

gccactacac

gcactcecgag
gagactcteco
ccaaactaca
ctatccaggc
gtatcttcaa
gaagtctage
agcctcocace
tggcacagea
ctggaatage
cggtctgtat
ctatatttge
taagagctgt
accgtecagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgeagtgygag
goetggacteco
gcagcaggyg

gcagaagagc

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1404



Met

Ala

Pro

Ser

Glu

65

Ser

Tyr

Gln

Val

145

Ala

Ser

Val

Gly

His

Gly

Asgn
50

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Trp

Ser

Gly

35

Tyr

Vval

Lys

Leu

Ala

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

Glu

20

Ser

Agp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Cys

Val

Leu

Met

Ala

Arg

Met

Glu

Val

Ala

Leu

165

Gly

Ser
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Ile

Gln

Arg

Tyr

Ile

70

Fhe

Asn

Lys

Thr

Pro

150

Val
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Gly

Ile

Leu

Leu

Trp

55
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Thr

Ser

Ser

Val
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Ser

Lys

Leu
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Leu

Val

Ser

40
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120
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Asp

Thr

Tyr

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Ala
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Arg

105

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

127

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ser

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Val

Gly

Ala

Thr

Asp

75

Glu

Gly

Ala

Ser

Thr

155
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Val

Ser

Ala

Gly

Ser

Thr

60

Thr

Asn

Asp

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Tyr
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Thr

Asp

125

Lys
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Pro

Thr
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Phe

Lys

Tyr

Lys
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110

Tyr
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Gly

val

Phe

190

Val

Thr

15
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Thr
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Pro

Asn

95

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Gly

Gln

Phe

Gly
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Tyr
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Ser

Ala

160

Val

Ala

Val



Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
385

Trp

Val

Asp

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

230

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

1595

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
435

Ser

Asn

His

val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Fro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

val

Gly

405

AsSp

Trp
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Gly

Lys

230

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Thr

215

Val

Gly

Phe

Val

Phe

295

Bro

Thr

Val

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

200

Gln

Asp

Gly

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Fhe

Gly
440

Thr

Lys

Gly

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

128

Tyr

Lys

Ser

250

Lys

Val

Tyr

Glu

Ala

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

Ile

Val

235

Gly

Pro

Val

Val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Asn

Phe

Cys

220

Glu

Gly

Lys

Vval

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

205

Aan

Pro

Gly

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Thr

Cys
445

Val

Lys

Gly

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Asn

Ser

Ser

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

Val

Pro

415

Thr

val

His

Cys

240

Gly

Met

His

Val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Asn

Glu

400

Pro

val

Met
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His Glu Ala Leu Ala Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465
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atgggatgga gctgtatcat cctcocttcottg gtagcaacag ctacaggoge gcactccgadg 60
gtgcagetgg tggagtobtgyg gggaggoettg gtacagectg gggggtecct gagactotoe 120
tgtgeageet ctggatteace ctteagtaac tacgacatgt actgggtecg ccaaactaca 180
ggaaaaggtce tggagtgggt cteagetatt ggtactgetg gtgacacata ctatccagge 240
toccgtgaagg gcogattcac catctccaga gaaaatgeca agaactcctt gtatcttcaa 300
atgaacagce tgagagcegg ggacacggcet gtgtattact gtgcaagaga gaagtctage 380
acctcggect ttgactactg gggoccaggga accctggtca ccgtctcecctc agcctccacce 420
aagggocega gegtgtttee getggeaceg ageageaaaa geaccagegyg tggeacagea 480
geactgggtt gtotggtgaa agattatttt ceoggaacegg ttacagttag ctggaatage 540
ggtgecctga ccageggtgt teataccottt ceggeagtte tgeagageag cggtotgtat 600
agcectgteota gegttgttac cgttcoccgage agocagectgg gcacccagac ctatatttge 660
aatgtgaatc ataaaccgag caataccaaa gtggataaaa aagtggagcc taagagctgt 720
gacaaaactc acacaggtgg aggcgggtcc ggtggaggceyg ggtcceggggg accgtcagte 780
ttectetteoe coccaaaace caaggacace c¢tcatgatet cceggaccee tgaggtcaca 340
tgegtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cotgaggtea agtteaactg gtacgtggac 900
ggegtggagg tgcataatge caagacaaag cogegggagg ageagtacaa cageacgtac 960
cgtgtggtca gcgtocctcac cgtcctggcc caggactgge tgaatggcaa ggagtacaag 1020
tgcaaggtct ccaacaaage cctcccagoc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa 1080
gggcagcocce gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat coccgggagga gatgaccaag 1140
aaccaggtea acctgacetg cctggtoaaa ggettetate ccagegacat cgeoogtggag 1200
tgggagageca atgggcagec ggagaacaac tacaagacca cgecteccegt getggactcee 12560
gacggeteot teottocteaa cageacocte accegtggaca agageaggtg goagoagggg 1320
aacgtcttet catgcectcegt gatgecatgag getctggeoca accactacac gcagaagagce 1380
c¢tetecctgt ceccgggtaa atga 1404

<210>77

<211> 677

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 77
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Ala
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Ser
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Tyr

Gln

Val
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Asn

50

Trp

Val

Tyr
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Gly

130

Phe
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Trp
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35

Tyr

Val
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Arg
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Ser
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Ser
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Val

Leu

Met
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Val
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Leu
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Ile
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Arg

Tyr

Ile

70

Phe

Asn

Lys

Thr

Pro

150

Val

Ala

Gly

ES 2 664 095 T3

Ile
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Leu

Trp
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Leu

Leu
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40
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Ile

Leu

Ser

120
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Tyr
200

Phe

Glu

Cys

Arg

Ala
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Arg

105

Thr

Ser

Lys

Tyr
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185

Ser
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Leu
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Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ser

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu
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Ala

Thr

Asp

75

Glu

Gly

Ala

Ser

Thr

155
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Val

Ser
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Gly

Ser

Thr

60

Thr

Asn

Asp

Phe

Thr

140

Ser

Glu
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Ser

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Tyr
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Thr

Asp
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Lys

Gly
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Thr
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Fhe
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110

Tyr
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Gly
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Fhe
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Thr

15
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Thr
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Pro

Asn

95
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Trp

Pro
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175

Pro
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Fhe

Leu
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80
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Tyr
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160
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Pro

Lys

225
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Gly

Ile

Glu

His

305

Lys
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Tyr

Leu

385

Trp
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Asp

His

Ser

210

Pro

Lys

Pro
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Asp

230

Asn
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Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
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Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Ser

Asn

His

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg
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Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

Val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

val

Gly

405

Asp

Trp

His
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Gly

Lys

230

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

lys
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Gln

Gly

Gln

Asn

Thr

215

Val

Gly

Phe

Val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Gln

Asp

Gly

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Thr

Lys

Gly

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

132

Tyr

Lys

Ser

250

Lys

val

Tvyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

Gln

Ile

Val

235

Gly

Pro

Val

vVal

Gln
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Gln
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Pro

Thr

Ser

385

Tyr

Asn

Phe

Lys

Cys

220

Glu

Gly

Lys

Val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

Gly

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Tle

Thr

Thr

Cys

445

Leu

Val

Lys

Gly

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Asn

Ser

Ser

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

Val

Pro

415

Thr

val

Leu

His

Cys

240

Gly

Met

His

Val

Tyr

320

Gly

Ile

val

Asn

Glu

400

Pro

val

Met

Ser



Pro

465

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

545

Pro

Gln

val

Val

Pro

625

Thr

Val

Leu
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<211> 2037
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450

Gly

Met

His

Val

Tyr

530

Gly

Ile

val

Asn

Glu

610

Pro

val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

515

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

595

Trp

val

Asp

His

Pro
675

Pro

Ser

Asp

500

Asn

val

Glu

Lys

Thr

580

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

660

Gly

Ser

Arg

485

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

565

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

645

Ala

Lys
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Val

470

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

550

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

630

Arg

Leu

455

Phe

Pro

val

Thr

val

535

Cys

Ser

Pro

val

Gly

615

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

Lys

520

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

600

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

val

Phe

505

Pro

Thr

val

Ala

Arg

585

Gly

Pro

Ser

Gln

His
665

133

Pro

Thr

490

Asn

Arg

val

Ser

Lys

570

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

6350

Tyr

Pro

475

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

555

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

635

Asn

Thr

460

Lys

val

Tyr

Glu

His

540

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

620

Leu

val

Gln

Pro

val

val

Gln

525

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

605

Tyr

Asn

Phe

Lys

Lys

val

Asp

510

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

590

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
670

Asp

Asp

495

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

575

Asn

Ile

Thr

Thr

Cys

635

Leu

Thr

480

val

val

Ser

Leu

Ala

560

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

640

Ser

Ser
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 78

134



atgggatgga
gtgcagctgg
tgtgcagcct
ggaaaaggtce
tecgtgaagg
atgaacagec
accteggeoct

aagggcoccga

gcactgggtt
ggtgcectga
agectgteta
aatgtgaate
gacaaaactoe
ttoctettec
tgogtggtygy
ggcgtggagy
cgtgtggtca
tgcaaggtet
gggcageoae
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctect
aacgtettet
ctocteoctgt
accctcatga
gaccctgagy
aagecgoeggy
caccaggact

goceogeateg

gotgtateat
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
gocgatteac
tgagagecgy
ttgactactg
gogtgtttco
gtctggtgaa
ccageggtgt
gegttgttac
ataaaccgag
acacaggtgg
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatge
gogtocteac
ccaacaaagc
gagaaccaca
acctgacctg
atgggcagcc
tcttectcaa
catgetoogt
ccoegggtgy
teteceggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg

agaaaaccat

ES 2 664 095 T3

cotottottg
gggaggettyg
cttcagtaac
ctcagctatt
catctecaga
ggacacggct
gggccaggga
gctggcaccy
agattatttt
tcataccttt
cgttecgage
caataccaaa
aggegggtee
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaayg
cgtectgeac
cotoccagee
ggtgtacace
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaccctc
gatgcatgag
gggaccgtca
cectgaggte
ctggtacgty
caacagcacy
caaggagtac

ctocaaagee

gtagcaacag
gtacagcctg
tacgacatgt
ggtactgotg
gaaaatgeca
gtgtattact
acoctggtea
agcagcaaaa
ccggaaccgg
ccggecagtte
ageagactgy
gtggataaaa
ggtggaggeyg
ctcatgatct
cctgaggtca
coegegggagyg
caggactgge
cccatcgaga
ctgoccocat
ggcttctatce
tacaagacca
accgtggaca
getotgeaca
gtcttectet
acatgogtgg
gacggogtyg
taccgtgtgg

aagtgcaagqg

aaagggeage

135

c¢tacaggege
gggggtoect

actgggtccg

gtgacacata
agaactcett
gtgcaagaga
cogtoetocte
gcaccagcgg
ttacagttag
tgcagagcag
gocacccagac
aagtggagec
gateegggag
ccocggacccc
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcte
ceccgggagga
ccagcgacat
cgcctcocegt
agagcaggty
accactacac
tccoccccaaa
taggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tctccaacaa

cocgagaace

geactcogag
gagactctecc
ccaaactaca
ctatccagge
gtatcttcaa
gaagtctage
agectcocace
tggcacagca
ctggaatagc
cggtctgtat
ctatatttge
taagagetgt
acegtoagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgcegtggag
gctggactcc
gcagecagggg
gceagaagage
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca

acaggtgtac

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



acectgeced
aaaggcttet
aactacaaga
ctcacecgtgg

gaggctctge

<210> 79
<211> 682
<212> PRT

catcceggga
atceccagega
cracgoetee
acaagagcag

acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 79

ES 2 664 095 T3

ggagatgace
categecgtyg
cgtgetggac
gtggcagcag

cacgcagaag

aagaaceagyg
gagtgggaga
tecegacgget

gggaacgtcet

agcctctcee

136

tecaacctgac
gcaatgggea
cottettogt

tctcatgete

tgtceccoggy

ctgectggte
gcocggagaac
caacageace
cgtgatgeat

taaatga

1800
1860
1920
1980

2037



Ala

Pro

Ser

Glu

65

Ser

Tyr

Gln

Val

145

Ala

Gly

His

Gly

Asn
50

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Ser

Gly

Tyr

Val

Lys

Ala

115

Thr

Pro

Gly

Ser

Glu

20

Ser

Asp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Leu

Cys

Cys

Val

Met

Ala

Arg

85

Met

Glu

Val

Ala

Leu
165

ES 2 664 095 T3

Ile

Gln

Arg

Tyr

Ile

70

Phe

Asn

Lys

Thr

Pro

150

Val

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Gly

Thr

Ser

Ser

Val

135

Ser

Lys

Leu

Val

Ser

Val

Thr

Ile

Leu

Ser

120

Ser

Ser

Asp

137

Phe

Glu

25

Cys

Ala

Ser

Arg

105

Thr

Ser

Lys

Tyr

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

20

Ala

Ser

Ala

Ser

Phe
170

Val

Gly

Ala

Thr

Asgp

15

Glu

Gly

Ala

Ser

Thr

155

Pro

Ala

Gly

Ser

Thr

60

Thr

Azn

Asp

Phe

Thr

140

Ser

Glu

Thr

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ala

Thr

Asgp

125

Lys

Gly

Pro

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Tyr

Gly

Gly

Val

Thr

15

Val

Thr

Gly

Pro

Azn

95

Val

Trp

Pro

Thr

Thr
175

Gly

Gln

Phe

Leu

Gly

80

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

160

Val



Ser

Val

Pro

Lys

225

Bsp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
385

Trp

val

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Asn

Gln

133

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

ASpP

Ser

180

Ser

Ser

Asn

His

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

val

Gly

405

Asp

ES 2 664 095 T3

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

380

Gln

Gly

Leu

Leu

Thr

215

val

Gly

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

val

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Thr

Tyzr

200

Gln

Asp

Gly

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Gly

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Fhe

138

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

val

Ser

Ile

val

235

Gly

Pro

val

Vval

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Asn

His

Ser

Cys

220

Glu

Gly

Lys

val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Thr

Val

205

Agn

Pro

Gly

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Thr

Phe

190

Val

Val

Lys

Gly

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

Val

val

Pro

415

Thr

Ala

Val

Hig

Cys

249

Gly

Met

His

val

Tyr

320

Gly

Ile

val

Asn

Glu

400

Pro

val
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420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
465 470 475 430

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met I[le Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
485 490 495

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
500 505 510

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
515 520 525

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr vVal Leu
530 535 540

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
545 550 555 560

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
565 570 575

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
580 585 590

Met Thr Lys Asn Gln Val Asn Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
585 600 605

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
610 615 620

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
625 630 635 640

Leu Asn Ser Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
645 €50 655

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
660 665 670

139



ES 2 664 095 T3

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

675

<210> 80

<211> 2049

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 80

atgggatgga
gtgcagcetgyg
tgtgcagect
ggaaaaggtc
tccgtgaagg
atgaacagcc
acctcggect
aagggcccoga
gcactgggtt
ggtgccctga
agcctgtcta
aatgtgaatc
gacaaaacte
ttectettee
tgegtggtay
ggcgtggagy
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcageece
aacrcaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttct
ctctecctgt

aaacccaadgg

gctgtatecat
tggagtctgg
ctggatteac
tggagtgggt
gccgattcac
tgagagoccgg
ttgactactg
gegtgttteco
gtetggtgaa
ccageggtgt
gegttgttac
ataaaccgag
acacaggtgg
coccaaaace
tggacgtgag
tgcataatge
gcgtcctcac
ccaacaaagec
gagaaccaca
acctgaccetg
atgggcageoco
tettcctcaa
catgctcegt

ccecccgggtygyg

acacccteat

cctettektg
gggaggcttyg
cttcagtaac
ctcagcectatt
catctccaga
ggacacggct
gggccaggga
goetggoaceyg
agattatttt
tcataccttt
cgtteccgage
caataccaaa
aggaogggtce
caaggacacce
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcetgecac
cctcecagec
ggtgtacace
cotggtcaaa
ggagaacaac
cagcacccte
gatgcatgag
tggcggectce

gatctecegg

gtagraacag
gtacagcetyg
tacgacatgt
ggtactgectg
gaaaatgcca
gtgtattact
accctggtca
agcagcaaaa
coggaaceqgy
ceggcagttce
agcagcchtgg
gtggataaaa
ggtggaggeg
ctecatgateot
cctgaggtea
ccgcgggaygy
caggactggc
cccatcgaga
ctgecceocat
ggettetate
tacaagacca
accgtggaca
gctctgeaca

gggggacegt

acccotgagg

140

680

ctacaggcgce
gggggtcect
actgggtccg
gtgacacata
agaactcctt
gtgcaagaga
cogtcotecte
gcaccagegyg
ttacagttag
tgcagagcag
gcaceccagac
aagtggagec
ggtceggggy
cocggacoeo
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
ccegggagga
ccagoegacat
cgectoccgt
agagcaggtg
accactacac
cagtcttect

tcacatgegt

gcactccgag
gagactctce
ccaaactaca
ctatccaggc
gtatcttcaa
gaagtctage
agcctecace
tggcacagea
ctggaatage
cggtectgtat
ctatatttgc
taagagctgt
acegtcagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgeegqtggag
getggactee
gcagcagoyyg
gcagaagagc
cttcecececa

ggtggtggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8440

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtce
aaagecectee
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctcaacagca
tcegtgatge

ggtaaatga

<210> 81
<211> 687
<212> PRT

aagaccctga
caaagccgcoyg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgee
tecaaaggett
acaactacaa
ccctcaccegt

atgaggctct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 81

Met

1

Ala

Pro

Ser

Gly

His

Gly

Asn

Trp Ser

Glu
20

Ser

Gly Ser

35

Tyr Asp

50

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Trp

val

Tyr

Cys

Val Ser

Lys

Gly

Gln
100

Leu

Ala
115

aArg

ES 2 664 095 T3

ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaace
cccatecegy
ctatcccage
gaccacgcct
ggacaagagc

Jgcacaaccac

Cys Ile Ile

Val Gln Leu

Leu Arg Leu

Met Tyr Trp

Ala Ile

70

Gly

Arg Phe Thr

85

Met Asn Ser

Glu Lys Ser

aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacategeoeg
ccegtgetgg
aggtggcagc

tacacgcaga

Leu Phe

10

val Glu

25

Ser
40

Cys

Val Arg

Thr Ala

Ile Ser

90

Leu Arg

105

Ser Thr

120

141

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ser

tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacea
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagcctcte

Val aAla

Gly

Gly

Ala Ser

Thr

Gly

Gly

ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gococgagaa
ggtecaacctg
gagcaatggy
ctccttette
cttctcatge

cctgteceeg

Thr
15

Ala

Leu Val

30

Phe Thr

45

Thr Thr

60

Asp Thr

75

Glu Asn

Gly

Asp

Ala Phe

Gly

Tyr

Ala

Thr

Asp

Lys Gly

Pro

Tyr

Asn
95

Lys

Ala
110

Val

Tyr Trp

125

Gly

Gln

Phe

Leu

Gly

80

Ser

Tyr

Gly

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2049



Gln

val

145

Ala

Ser

val

Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Lys

Glu

Tyr

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

2930

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
370

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Fro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Leu

Lau

Cys

Ser

180

Ser

Ser

Asn

His

val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

ES 2 664 095 T3

Thr

Pro

150

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

215

Val

Gly

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
375

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200

Gln

Asp

Gly

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Gly

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

142

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Ser

Thr

155

Pro

val

Ser

Ile

Val

235

Gly

Pro

Val

Val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Gly

Lys

val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
380

Lys

Gly

Pro

Thr

val

205

Asn

Pro

Gly

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

130

val

val

Lys

Gly

Thr

270

val

val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Pro

Thr

Thr

175

Pre

Thr

Asn

Ser

Ser

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

Ser

Ala

160

Val

Ala

val

His

Cys

240

Gly

Met

His

val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Asn



Leu

385

Trp

val

Asp

Hig

Pro

465

Fhe

Pro

vVal

Thr

val

545

Cys

Ser

Pro

val

Gly
€25

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

450

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

530

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

610

Gln

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Gly

Phe

val

Phe

515

Pro

Thr

val

Ala

Arg

595

Gly

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Gly

Pro

Thr

500

Asn

Aryg

val

Ser

Lys

580

Glu

Phe

Glu

val

Gly

405

Asp

Trp

Hisg

Gly

Pro

485

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

565

Gly

Glu

Tyr

Asn

ES 2 664 095 T3

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

470

Lys

Val

Tyr

Glu

His

550

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
630

Gly

Fro

Ser

Gln

His

455

Gly

Pro

val

val

Gln

535

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

615

Tyr

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Gly

Lys

Val

Asp

520

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

600

Asp

Lys

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Gly

Asp

Asp

505

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

585

Asn

Ile

Thr

143

Pro

Asn

410

Leu

Vval

Gln

Gly

Thr

430

val

Val

Ser

Leu

Ala

570

Pro

Gln

Ala

Thr

Ser

395

Tyr

Asn

Phe

Lys

Ser

475

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

555

Pro

Gln

Val

vVal

Pro
635

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

460

Gly

Mat

Hig

Val

Tyr

540

Gly

Ile

val

Asn

Glu

620

Pro

Ile

Thr

Thr

Cys

445

Leu

Gly

Ile

Glu

His

525

Arg

Lys

Glu

Tyr

Len

605

Trp

val

ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Pro

Ser

Asp

510

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

590

Thr

Glu

Leu

val

Pro

415

Thr

val

Leu

Ser

Arg

485

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

575

Leu

Cys

Ser

Asp

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser

Val

480

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

580

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
640



ES 2 664 095 T3

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Asn Ser Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
645

650

655

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
685

<210> 82

<211> 2064
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 82

atgggatgga
gtgcagetygg
tgtgeageet
ggaaaaggte
tcecgtgaagg
atgaacagcc
acctcggect
aagggocedga
goactgggtt
gugtgedotga
agcctgtcta
aatgtgaatc
gacaaaactec
ttectettee
tgegtggtgy
ggcgtggagy
cgtgtggtca
tgcaaggtct

gggcagcecce

aaccaggtea

660

675

gctgtatcat
tggagtetgg
ctggatteac
tggagtgggt
gcegattcac
tgagagccgg
ttgactactg
gegtgtttec
gtetggtgaa
ccageggtgt
gegttgttac
ataaaccgag
acacaggtgg
cocccaaaacco
tggacgtgag
tgeataatge
gcgtectcac
ccaacaaagc
gagaaccaca

acctgaccety

cctettettg
gggaggettg
ctteagtaac
cteagetatt
catcteccaga
ggacacggct
gggccaggga
gctggcaceg
agattatttt
teatacettt
cgttcegage
caataccaaa
aggogggtcee
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgeac
cctoccocageco
ggtgtacacec

cetggteasa

665

680

gtagcaacag
gtacagectyg
tacgacatgt
ggtactgetyg
gaaaatgcca
gtgtattact
acectggtca
agcagceaaaa
coggaacegy
ceggeagtte
agcagcctgg
gtggataaaa
ggtggaggcy
cteatgatet
cectgaggtea
cecgegggagy
caggactggc
cccatcgaga
ctgcececat

ggcettetate

144

ctacaggcgce
gggggtccet
actgggtecg
gtgacacata
agaactcctt
gtgcaagaga
ccgtctecte
goaccagegy
ttacagttag
tgecagageag
gcacccagac
aagtggagce
ggtccggggy
cooggaccad
agttcaactyg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc

ccocgggagga

ccagegacat

670

gcactccocgag
gagactctee
ceaaactaca
ctatecagge
gtatcttcaa
gaagtctagc
agectccacc
tggcacagea
ctggaatage
cggtetgtat
ctatatttge
taagagctgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag

cgeegtggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200



ES 2 664 095 T3

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcecccocgt gotggactce 1260
gacggctcot tctteoctcaa cagcacccte accgtggaca agagcaggtg gocagcagggg 1320
aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag goctctgcaca accactacac gcagaagagc 1380
ctetecocetgt cccegggtgg tggeggetec ggoggtggag ggtotggggg acogtceagte 1440
ttcoctecttee ceccaaaace caaggacacce ctcatgatet ecceggaccec tgaggtcaca 1500
tgegtggtgg tggacgtgag ccacgaagac ccetgaggtca agttcaactg gtacgtggac 1560
ggcgtggagg tgcataatge caagacaaag cogcocgggagg agcagtacaa cagcacgtac 1620
cgtgtggtca gcgtcctcac cgtecctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag 1680
tgcaaggtct ccaacaaagc cctecccagece cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa 1740
gggcageced gagaaccaca ggtgtacace ctgececeat ccoegggagga gatgaccaag 1800
aaccaggtca acctgacctg cctggtcaaa ggettctate ccagegacat cgecegtggag 1860
tgggagagea atgggeagee ggagaacaac tacaagacca cgectocogt getggactoe 1920
gacggctoct tcottectcaa cagecacccte accgtggaca agagcaggtg gocagcagggy 1980
aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gotctgcaca accactacac gcagaagagce 2040
ctctccctgt ccccgggtaa atga 2064
<210> 83
<211> 692
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 83
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Ala His Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30
Prc Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45
Ser Asn Tyr Asp Met Tyr Trp Val Arg Gln Thr Thr Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Glu Trp Val Ser Ala TIle Gly Thr Ala Gly Asp Thr Tyr Tyr Pro Gly
£5 70 75 80
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Ser
85 50 85

145



ES 2 664 095 T3

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Gly Asp Thr Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Ala Arg Glu Lys Ser Ser Thr Ser Ala Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
130 135 140

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
145 150 155 160

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
165 170 175

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
180 185 150

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
195 200 205

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
210 215 220

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
225 230 235 240

Asp Lys Thr His Thr Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
245 250 255

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
275 280 285

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Vval
230 295 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
305 310 315 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

146



Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

His

Pro

465

Gly

Met

His

Val

Tyr

545

Gly

Tle

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

450

Gly

Gly

Ile

Glu

His

530

Arg

Lys

Glu

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Sar

435

Ala

Gly

Pro

Ser

Asp

515

Asn

val

Glu

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Gly

Ser

Arg

500

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
580

Ser

Pro

val

Gly

405

Asp

Trp

His

Gly

val

485

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

565

Ile

ES 2 664 095 T3

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

470

Phe

Pro

Val

Thr

val

550

Cys

Ser

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His

455

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys

535

Leu

Lys

Lys

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Gly

Phe

vVal

Fhe

520

Pro

Thr

val

Ala

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

Gly

Pro

Thr

505

Asn

Arg

val

Ser

Lys
585

147

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

Gln

Gly

Pro

430

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

570

Gly

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Asnh

Phe

Lys

Ser

475

Lys

Val

Tyr

Glu

His

555

Lys

Gln

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

460

Gly

Pro

val

val

Gln

540

Gln

Ala

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Thr

Cys

445

Len

Gly

Lys

Val

Asp

525

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Sar

Ser

Gly

Asp

Asp

510

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
590

Gln

val

val

Pro

415

Thr

val

Leu

Gly

Thr

495

Val

val

Ser

Leu

Ala

375

Pro

val

Asn

Glu

400

Pro

val

Met

Ser

Ser

480

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

560

Pro

Gln



vVal

Asn

Glu
625

Pro

Val

Ser

<210> 84
<211> 2079
<212> ADN

Tyr

Leu
610

Trp

vVal

Asp

Hisg

Pro
690

Thr

595

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

675

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

660

Ala

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 84

Pro

Leu

Asn

Ser

645

Arg

Leu

ES 2 664 095 T3

Pro

vVal

Gly

630

Asp

Trp

Hisg

Ser

Lys

615

Gln

Gly

Gln

Asn

Arg

600

Gly

Pro

Ser

Gln

Hisg
680

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

665

Tyr

148

Glu

Tyr

Asn

Phe

650

Asn

Thr

Met

Pro

Asn

635

Leu

Val

Gln

Thr

Ser

620

Tyr

Asn

Phe

Lys

Lys

605

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
685

Asn

Ile

Thr

Thr

Cys

670

Leu

Gln

Ala

Thr

Leu

655

Ser

Ser

vVal

vVal

Pro

640

Thr

Val

Leu



atgggatgga
gtgcagetgy
tgtgeagect
ggaaaaggtc
tccgtgaagg
atgaacagcc
accteggect
aagggcoodga
goactgggtt
ggtgccectga
agcctgtcta
aatgtgaatc

gacaaaacte

getgtateat
tggagtetgy
ctggatteac
tggagtgggt
gecgattcac
tgagagccgyg
ttgactactg
gegtgtttoc
gtetggtgaa
ccagcggtgt
gcgttgttac
ataaaccgag

acacaggtgyg

ES 2 664 095 T3

cetettettg
gggaggcttyg
cttecagtaac
ctcagotatt
catctccaga
ggacacggct
gggccaggga
getggoaceg
agattatttt
tcataccttt
cgttcogage
caataccaaa

aggcgggtece

gtagcaacag
gtacagceetg
tacgacatgt
ggtactgetyg
gaaaatgcca
gtgtattact
accctggtca
agcagcaaaa
ceggaacegyg
ccggcagtte
agcagcctgy
gtggataaaa

ggtggaggeg

149

ctacaggege
gggggtecct
actgggtecg
gtgacacata
agaactcecctt
gtgcaagaga
cegtotecte
goaceagegy
ttacagttag
tgcagagcag
gcacccagac
aagtggagcc

ggtceggggy

geacteoagag
gagactetee
ccaaactaca
ctatccaggce
gtatcttcaa
gaagtctagc
agectcocace
tggoacagea
ctggaatage
cggtctgtat
ctatatttge
taagagctgt

accgtcagte

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720

780



ttceotcoktee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtet
gggcageceg
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtattet
ctotecectgt
gggggaccegt
accectgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atcteocaaag
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcage

tacacgeaga

<210> 85

<211> 697
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 85

ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gegtecteac
coaacaaage
gagaaccaca
acctgacctyg
atgggcagec
tcttoctcaa
catgetecgt
ceeegggtygyg
cagtetteoct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
dcaaagggca
coaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagectcete

ES 2 664 095 T3

caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgeac
a¢toecaged
ggtgtacace
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcacccte
gatgeatgag
tggeggetee
cttoocedeoa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgte
ggtotecaac
goccegagaa
gatcaacctyg
gagcaatggg
ctcecttette
cttctcatge

cctgtoceeg

ctcatgatct
cctgaggtca
ccgegggagy
caggactgge
¢edategaga
¢tgecececat
ggcttctatce
tacaagacca
acegtggaca
getotgeaca
ggaggtggcy
aaaccgaagy
gtgagccacyg
aatgccaaga
cteaccgtac
aaagocctec
ccacaggtgt
acctgectgyg
cagccggaga
ctcaacagca
tcegtgatge

ggtaaatga

cccggaccce
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatete
ccegggagga
ccagcgacat
cgcctocegt
agagcaggtyg
accactacac
gaageggogg
acacecteat
aagaccctga
caaagccgeg
tgcaccagga
cagoccecat
acaccctgee
teaaaggett
acaactacaa
ccctcacegt

atgaggctct

tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
cajagecaas
gatgaccaag
cgcegtggag
gctggactcc
gcagcagggyg
gcagaagage
tggagggtet
gatetecegy
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaace
cccateeegy
c¢tatcecage
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

840

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2079

Met Gly Trp Ser Cys Ile Tle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

10

15

Ala Hig Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20

25

150

30



Pro

Ser

Glu

65

Ser

Leu

Tyr

Gln

val

145

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Gly

Asn

50

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly

130

Fhe

Leu

Trp

Lau

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Gly

35

Tyr

vVal

Lys

Leu

Ala

115

Thr

Pro

Gly

Asgn

Gln

185

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg
275

Ser

Asp

Ser

Gly

Gln

100

Arg

Leu

Leu

Cys

Ser

180

Sar

Ser

Asn

His

Val

260

Thr

Leu

Met

Ala

Arg

Met

Glu

Val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Len

Thr

Thr

245

Phe

Pro

ES 2 664 095 T3

Arg

Tyr

Ile

70

Phe

Asgn

Lys

Thr

Pro

150

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Gly

Leu

Glu

Leu

Trp

Gly

Thr

Ser

Ser

Val

135

Ser

Lys

Lau

Len

Thr

215

val

Gly

Phe

Vval

Ser

41

val

Thr

Ile

Leu

Ser

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200

Gln

Asp

Gly

Pro

Thr
280

Cys

Arg

Ala

Ser

Arg

105

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Gly

Pro

265

Cys

151

Ala

Gln

Gly

Arg

aAla

Ser

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

250

Lys

Val

Ala

Thr

Asp

75

Glu

Gly

Ala

Ser

Thr

155

Pro

val

Ser

Ile

val

235

Gly

Pro

val

Ser

Thr

60

Thr

Asn

Asp

FPhe

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Gly

Lys

Val

Gly

45

Gly

Tyr

Ala

Thr

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

205

Asn

Pro

Gly

Asp

Asp
285

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

190

Val

val

Lys

Gly

Thr

270

Val

Thr

Gly

Pro

Asn

95

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Ser

Sar

255

Leu

Ser

Phe

Leu

Gly

80

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

160

val

Ala

val

His

Cys

240

Gly

Met

His



Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

His

Pro

465

Gly

Pro

Val

Val

Asp

290

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

450

Gly

Gly

Lys

vVal

Asp
530

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Gly

Gly

Asp

Asp

515

Gly

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

FPro

Leu

Asn

Ser

420

Argy

Leu

Gly

Gly

Thr

500

val

val

Val

Thr

vVal

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

AsSp

Trp

Hie

Gly

Ser

485

Leu

Ser

Glu

Lys

ys

310

Leu

1ys

Lys

Ser

Lys

3%0

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

470

Gly

Met

His

val

ES 2 664 095 T3

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His

455

Gly

Gly

Ile

Glu

Hisg
535

Asn

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Gly

Pro

Ser

Asp

520

Asn

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

FPhe

425

Asn

Thr

Gly

Ser

Arg

505

Pro

Ala

152

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

Gln

Gly

Val

430

Thr

Glu

Lys

val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Asn

Phe

Lys

Ser

475

FPhe

Pro

vVal

Thr

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

460

Gly

Leu

Glu

Lys

Lys
540

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Aszsn

Ile

Thr

Thr

Cys

445

Leu

Gly

Fhe

Val

Phe

525

Pro

val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

510

Asn

Arg

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

val

Pro

415

Thr

val

Leu

Gly

Pro

4395

Cys

Trp

Glu

val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Asn

Glu

400

Pro

val

Met

Ser

Ser

480

Lys

Val

Tyr

Glu



ES 2 664 095 T3

Gln
545

Thr Val val Val Thr Val

555

Tyr Asn Ser Tyr Ser Leu Leu

550

Arg

Gln Glu Val Asn

575

Asn Ser

565

Asp Trp Leu Gly Lys Tyr Lys

570

Cys Lys

Ala Ala Ala

580

Ile Glu Thr

585

Leu Pro Pro Lys Ile Ser Lys Lys Gly

590

Thr
600

Glu Glu Glu

595

Pro Arg Pro Gln Val Tyr Leu Pr¢ Pro Ser Arg

605

Thr Gln Val Leu Thr Leu Val Phe

615

Lys Asn Asn Gly

610

Cys Lys

620

Tyr

Ile Ala Val Glu Glu

630

Ser Glu Ser Asn Gln Pro Asn

625

Asp Trp Gly

635

Thr Thr Phe Phe

655

Val Ser Ser

650

Pro Pro Leu

645

Tyr Lys Asp Asp Gly

Thr Thr Val Ser Gln Gln Asn

665

Leu
660

Asn Ser Gly

670

Asp Lys Arg Trp

His Thr

685

Phe vVal Glu

680

Ser Cys Ser Met His Ala Leu His Asn

675

Tyr

Pro
695

Ser Leu Ser Leu Ser

690

Lys Gly Lys

<210> 86

<211> 2094

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 86

atgggatgga
gtgcagectgg
tgtgeageet
ggaaaaggte
tecgtgaagy

atgaacagcc

gctgtatcat
tggagtctgy
ctggatteag
tggagtgggt
gocgattead

tgagagcegyg

cctcttektg
gggaggcttyg
c¢tteagtaac
cteagetatt
catetecaga

ggacacgget

gtagcaacag
gtacagcctyg
tacgacatgt
ggtactgetyg
gaaaatgcca

gtgtattact
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ctacaggcgc
gggggtecct
actgggtecyg
gtgacacata

agaactectt

gtgcaagaga

gcactccgag
gagactctce
ccaaactaca
ctatecagge
gtatetteaa

gaagtctage

Hisg

560
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Gln

Met

Pro
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640
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Gln

60

120

180

240

300

360
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accteggect ttgactactg gggeoccaggga accctggtca ccgtctecte agectecace 420
aagggcccga gegtgtttce gotggcaccg agcagcaaaa geaccagogg tggcacagea 480
gecactgggtt gtctggtgaa agattatitt coggaacecgg ttacagttag ctggaatage 5490
ggtgeccectga ccageggtgt tcataccttt ccggcagttc tgoagagcag cggtcectgtat 600
agectgtceta gegttgttac cgttccgage agecagecctgg gcacccagac ctatatttge 660
aatgtgaatc ataaaccgag caataccaaa gtggataaaa aagtggagec taagagetgt 720
gacaaaactc acacaggtgg aggcgggtce ggtggaggeg ggtecggggg accgtcagtce 780
tteoctettce ceoccamaace caaggacace ctcatgatcet coccggaccec tgagghceaca 840
tgegtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac 900
ggegtggagg tgecataatge caagacaaag cegoegggagg ageagtacaa cagcacgtac 960
cgtgtggteca gegteoctecac cgtectgeac caggactgge tgaatggeaa ggagtacaag 1020
tgcaaggtcet ccaacaaage ccteccagec cocatcgaga aaaccatcte caaagecaaa 1080
gggcagcccce gagaaccaca ggbtgtacace ctgceccecat ccecgggagga gatgaccaag 1140
aaccaggtca acctgacctyg cctggtcaaa ggettctate ccagogacat cgocgtggag 1200
tgggagagca atgggcagec ggagaacaac tacaagacca cgecectecegt getggactcee 1260
gacggcetect tettectcaa cagecaccete acegtggaca agagecaggtg geageagggyg 1320
aacgtettet catgetecgt gatgeatgag getcetgeaca accactacac geagaagage 1380
ctetecetgt ceceggatgg tggeggetee ggagotggeq gaagoggcegg tggagggtet 1440
ggtggaggag ggtcaggggg accgtcagte ttcctcttec ccccaaaacc caaggacacce 1500
ctcatgatct cccggaccee tgaggtcaca tgeghggtgg tggacgtgag ccacgaagac 156Q
cctgaggtca agttcaacty gtacgtggac ggeghtggagg tgcataatge caagacaaaqg 1620
cogogggagyg agcagtacaa cagcacgtac cgtgtggtcea gegtceetcac egtectgeac 1680
caggactgge tgaatggraa ggagtacaag tgcaaggtet ccaacaaage ccotceccageco 1740
ccecategaga aaaccatete casagecaaa gggeagecece gagaaccaca ggtgtacace 1300
ctgccococeat coccgggagga gatgaccaag aaccaggtca acctgaccetg cctggtcaaa 1860
ggcttectate ccagocgacat cgeocgtggag tgggagagca atgggecagoc ggagaacaac 1920
tacaagacca cgccteoccgt gectggactece gacggcoctect tetteoctcaa cagcacecte 1948Q
acegtggaca agageaggtyg geageagggg aacgtettet catgetcegt gatgeatgag 2040
getetgeaca accactacac geagaagage ctetccetgt cecegggtaa atga 2094
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<213> Secuencia artificial

<220>
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Ser

Leu
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Phe
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Pro
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Lys
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Ala
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Thr
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Ser

Ser
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Ser
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Arg
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Leun
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Val

Met
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ES 2 664 095 T3

Ile
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Ile
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Lys
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Gly
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Tyr
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Thr

Asn
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Fro
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Lys

Pro
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Lys

Thr
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Glu
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Gly
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355
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Ser
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Lys
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340
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Trp
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Cys
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350
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430
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Leu
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Pro
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Val
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val
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atgggatgga gctgtatcat cecteottettg gtagecaacag ctacaggoge geactcecogag 60
gtgcagetgyg tggagtetgg gggaggettyg gtacagectg gggggtcocct gagactetcee 120
tgtgcagect ctggattcac cttcagtaac tacgacatgt actgggtccg craaactaca 180
ggaaaaggtc tggagtgggt ctcagctatt ggtactgetg gtgacacata ctatccagge 240
tccgtgaagg gocgattcac catctccaga gaaaatgoeca agaactectt gtatcttcaa 300
atgaacagec tgagageoogg ggacacgget gtgtattact ghgcaagaga gaagtcetage 360
accteggect ttgactactg gggeccaggga accctggtea ceogtctocte agectecace 420
aagggecoccga gogtgtttcoe getggecacceg agcagcaaaa gcaccagegg tggcacagcea 480
gcactgggtt gtctggtgaa agattatttt ccggaaccgg ttacagttag ctggaatage 540
ggtgeeetga ccageggtgt tcatacettt cecggeagtte tgeagageag cggtetgtat 600
agectgteta gegttgttac cgttccgage agcagectgg geacccagac ctatatttge 660
aatgtgaatc atasaccgag caataccaaz gtggatazaa aagtggagec taagagetgt 720
gacaaaactc acacaggtgg aggcgggtcc ggtggaggeg ggtccggggg accgtcagte 780
ttoctettee cceoraaaace caaggacace cteatgatot coeggacece tgaggtcaca B40
tgegtggtgyg tggacgtgag ccacgaagac ccotgaggtea agttcaactg gtacgtggac 900
ggcgtggagg tgcataatge caagacaaag cocgogggagyg agcecagtacaa cageacgtac 960
cgtgtggtea gogteoctecac cgteoctgeoac caggactgge tgaatggeaa ggagtacaag 1020
tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagecaaa 1080
gggcagceccce gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccogggagga gatgaccaag 1140
aaccaggtca acctgacctg cectggtcaaa ggettcetate ccagegacat cgeegtggag 1200
tgggagageca atgggcaged ggagaacaac tacaagaceca cgectecegt getggacteco 1260
gacggcectect teottecetcaa cagcacecte accgtggaca agagcaggtg gocagcocagggg 1320
aacgtcttet catgetecegt gatgecatgag getetgeaca accactacac gragaagage 1380
ctcteocetgt cocoggutgg tggcggctoc ggaggcggag getccggagy tggeggaage 1440
ggceggtggag ggtetggtgg aggagggtca gggggacegt cagtettect ctteeccccea 1500
aaacccaagyg acaccctcat gatctcocgyg accceotgagg tcacatgogt ggtggtggac 1560
gtgagccacqg aagaccctga ggtcaagttc aactggtacg tggacggcecgt ggaggtgcat 1620
aatgccaaga caaagccgcqg ggaggagcag tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagegte 1680
ctcaccgtecc tgcaccagga ctggctgaat ggcaaggaght acaagtgecaa ggtetccaac 1740
aaagcccteoe cagcocccccat cgagaaaacc atctccaaag ccaaagggca gocccgagaa 1800
ccacaggtgt acacecctgee cecatcceogg gaggagatga ccaagaacca ggtcaaccetg 1860



10

15

20

25

30

ES 2 664 095 T3

acctgecctgg tcaaaggett ctatcccage gacatcgecg tggagtggga gagcaatggg
cagccggaga acaactacaa gaccacgcect cccogbtgetgg actcocgacgg ctocttette
ctcaacagca ccctcaccgt ggacaagagce aggtggcagc aggggaacgt cttctcatge

tecgtgatge atgaggetet geacaaccac tacacgeaga agagectete cotgtecceg
ggtaaatga
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido monomeérico que contiene Fc que comprende un dominio CH2 de IgG y un dominio CH3 de IgG, en
el que el dominio CH3 comprende sitios de glicosilacion en la interfase de dimerizacion CH3-CH3, en el que los
sitios de glicosilacion unido a N disefiados mediante ingenieria genética se selecciona entre el grupo que consiste en
a) S364N e Y407N-X-K409T; b) S364N-X-T366S e Y407N-X-K409T; c) S364N e Y407N-X-K409S; y d) S364N-X-
T366S e Y407N-X-K409S, en el que X es cualquier aminoacido excepto Pro, y en el que la numeracioén de los restos
se basa en el esquema de numeracion de EU de Kabat.

2. Un polipéptido que comprende al menos dos polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera
recombinante de la reivinicacion 1, en el que cada polipéptido que contiene Fc tiene el mismo, o diferentes sitios de
gicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética, en la interfase de dimerizacion CH3-CH3.

3. El polipéptido que se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas uno
0 mas sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética en la interfase CH2-CH2.

4. El polipéptido que se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la modificacion del
aminoacido en el dominio CH2 se selecciona entre el grupo que consiste en S239N-X-F241S, S239N-X-F241T,
F241N-X-243T, F241N-X-243S, E258N, E258N-X-T260S, T260N-X-V262T, T260N-X-V262S, V262N-X-V2648S,
V262N-X-V264T, K288T, K288S, K288N-K290T, K288N-K290S, V305N y V305-X-T307S, en el que la numeracion
de los restos se basa en el esquema de numeracion de EU de Kabat.

5. El polipéptido que se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
Fab.

6. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que cada polipéptido que contiene Fc esta unido
de forma recombinante mediante una unién en el extremo C-N o mediante un enlazador.

7. El polipéptido de la reivindicacién 6, en el que el enlazador comprende la secuencia de aminoacidos (GGGGS)n,
en la que n=1-10.

8. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polipéptido comprende dos
polipéptidos monoméricos que contienen Fc unidos de manera recombinante, en el que cada polipéptido que
contiene Fc tiene los mismos sitios de glicosilacion unidos a N en cada interfase de dimerizacién CH3-CH3, y en el
que ademas, los sitios de glicosilacion unidos a N disefiados mediante ingenieria genética son S364N-X-T366 y
Y407N-X-K409T, en el que la numeracioén de los restos se basa en el esquema de numeraciéon de EU de Kabat.

9. El polipéptido que se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polipéptido se
estabiliza mediante la glicosilacion unida a N.

10. Una proteina de fusion-Fc que comprende el polipéptido que se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

11. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

12. Un vector que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 11.

13. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido de la reivindicaciéon 11 o el vector de la reivindicacion
12, o que expresa el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

14. Un procedimiento de produccion del polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 que comprende la
etapa de cultivar la célula hospedadora de la reivindicacion 13 y, opcionalmente, recuperar el polipéptido.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o
una proteina de fusién Fc segun la reivindicacion 10, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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