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DESCRIPCION
Inmunoglobulina citotoxica
La invencion se refiere a una inmunoglobulina citotoxica.

Los anticuerpos monoclonales se han usado ampliamente como agentes de unién terapéuticos. La estructura basica
de los anticuerpos se explicara en el presente documento usando como ejemplo una inmunoglobulina IgG 1 intacta.

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

Los puentes disulfuro en la region bisagra conectan las dos cadenas pesadas. Las cadenas ligeras se acoplan a las
cadenas pesadas mediante puentes disulfuro adicionales. Los restos de hidratos de carbono unidos por Asn estan
unidos en diferentes posiciones en los dominios constantes en funcidn de la clase de inmunoglobulina. Parala IgG 1,
dos puentes disulfuro en la region bisagra, entre los pares Cys235 y Cys238, unen las dos cadenas pesadas. Las
cadenas ligeras se acoplan a las cadenas pesadas mediante dos puentes disulfuro adicionales, entre las Cys229 en
los dominios CH1 y las Cys214 en los dominios CL. Los restos de hidratos de carbono estan unidos a la Asn306 de
cada CH2, de modo que se genera un saliente pronunciado en el tallo de la Y.

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

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

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

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

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

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

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

El documento W006/072620A1 describe un procedimiento de modificacion por ingenieria de una inmunoglobulina
que comprende una modificacion en una regidn bucle estructural para obtener nuevos sitios de unién a antigeno.
Este procedimiento es ampliamente aplicable a las inmunoglobulinas y se puede usar para producir una bibliotecas
de inmunoglobulinas dirigidas a diversos antigenos. Se ha demostrado que una biblioteca de CH3 es util para
seleccionar ligantes especificos de un antigeno.

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

En la técnica se han propuesto varias bibliotecas de inmunoglobulina para obtener ligantes especificos de
inmunoglobulinas. La técnica anterior hace referencia a la expresién monovalente monomérica de dominios de
union, por lo general, el documento W09209690A2 describe particulas de fagemido que muestran una Unica copia
de una proteina de fusion sobre la superficie de la particula. De este modo, se describi6 la obtencion de ligantes de
alta afinidad a partir de una biblioteca de particulas de fagemido, también denominados bacteri6fagos. Se
proporcionan vectores de expresion replicable que comprenden genes que codifican un polipéptido de unién y una
proteina de la cubierta del fago, para formar una fusidon génica que codifica una proteina de fusién, que es una
proteina quimérica de una particula de fagemido, la proteina de la cubierta del fago y el polipéptido de unién.

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

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

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

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

Las inmunoglobulinas basadas en IgG 1 de longitud completa se han usado ampliamente para tratar a los pacientes
que sufren tumores solidos, en particular aquellos que sobreexpresan un receptor de la clase erbB. Entre estos
receptores estan e EGFR (Her1), Her2, Her2neu, Her3 y Her4.
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Herceptin (trastuzumab, humAb4DS5) es un producto basado en un anticuerpos monoclonal para usar en la terapia
del cancer de mama. El anticuerpo Herceptin es especifico del epitopo 4D5 del dominio extracelular HER2 de
her2neu (también denominado c- erbB-2 o MAC117).

El "dominio extracelular HER2" O "DEC HER2" se refiere a un dominio de HER2 que esta fuera de una célula.
anclado a una membrana celular, o en circulacién. incluyendo fragmentos de los mismos, EI dominio extracelular de
HER2 puede comprender cuatro dominios: "Dominio |" (residuos de aminoacidos de aproximadamente 1-195
"Dominio II" (residuos de aminoacidos de aproximadamente 196-319), "Dominio IlI" (residuos de aminoacidos de
aproximadamente 320-488), y "Dominio IV" (residuos de aminoacidos de aproximadamente 489-630) (numeracion
de residuos sin péptido sefial),

El epitopo 4D5 es la region en el dominio extracelular de HER2 al que se une el anticuerpo 4D5 (ATCC CRL 10463)
y el trastuzumab. Este epitopo esta cerca del dominio transmembrana de HER2 y dentro del dominio IV de HER2. El
epitopo 4D5 de HER2 abarca uno cualquiera o mas residuos en la region de aproximadamente el residuo 529 a
aproximadamente el residuo 625, incluido el DEC de HERZ2., incluyendo la numeracion de residuos el péptido sefial.

El EGFR es una glicoproteina monomérica grande (1.186 residuos) con una Unica regién transmembrana y un
dominio tirosina quinasa citoplasmatico flanqueados por regiones reguladoras no cataliticas. Los andlisis de
secuencia han mostrado que el ectodominio (residuos 1-621) contiene cuatro subdominios denominados en el
presente documento L1, CR1, L2 y CR2, en los que L y CR son acrénimos de grande (/arge) y rico en cisteina (CR),
respectivamente. Los dominios L1 y L2 también se han denominado dominios | y lll, respectivamente. Los dominios
CR también se han denominado anteriormente dominios Il y IV, o S1.1-S1.3 yS2.1-S2.3, en los que S es la
abreviatura de pequefio (small).

Se han desarrollado AcMo frente al dominio externo del EGFR que rompen la unién al receptor y la posterior
transduccion de sefial. Los anticuerpos de bloqueo especificos de EGFR se han caracterizado con mayor detalle in
vifro y en la actualidad se usan en estudios clinicos; estos son mAbC225 (ERBITUX/cetuximab), mAb425
(EMD72000) y el AcMo humano ABX-EGF. C225 (Cetuximab/Erbitux) estd aprobado por la FDA para el cancer
colorrectal metastasico y mAb425 (EMD59000), cuya version humanizada (EMD72000) estd actualmente en
ensayos clinicos de fase Il para varios tipos de tumores sdélidos que expresan EGFr. C225 se une a distintos
epitopos sobre el dominio extracelular de EGFr. Se ha demostrado la unién independiente de ambos anticuerpos al
receptor silvestre y al receptor mutante (EGFrVIIl), que principalmente se expresa en células tumorales. Cetuximab
interacciona exclusivamente con el dominio Il de la regién extracelular de EGFR (sEGFR), de modo que obstruye
particularmente la region de union al ligando sobre este dominio e impide estéricamente la dimerizacion del receptor.

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

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

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

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

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

El documento WOO03/075840A2 divulga anticuerpos que se unen a KDR con una afinidad comparable o superior a la
que muestran por el VEGF humano y que neutralizan la activacion de KDR, entre ellos los Fab monovalentes que
neutralizan la activacion de KDR, de modo que inhiben la angiogénesis y el crecimiento tumoral.

Se han propuesto otros fragmentos de Inmunoglobulina para terapia humana.

La solicitud de patente WO06036834A2 describe un péptido biolégicamente activo incorporado como secuencia
interna en la region bucle de un dominio Fc; la memoria se refiere a una molécula de la cual la secuencia peptidica
interna se puede anadir mediante insercién o sustitucién de aminoacidos en el dominio Fc existente previamente, Un
péptido de ejemplo esta dirigido a p185HER2/neu.
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Los péptidos dirigidos a Her2/neu los han descrito Park et al Nat. Biotechnol. (2000) 18(2):194-8. Aunque las
afinidades de union al péptido normalmente estan en el limite inferior con una kD superior a 106 M, el mimético
peptidico exociclico anti- HER2/neu ejercié una afinidad anormalmente alta (KD=300 nM).

El documento WO01/01748A2 describe compuestos peptidicos que se unen al producto génico erbB2 con afinidades
de unién bajas. Una proteina de fusién péptido de ejemplo-Fc dirigida a erbB2 se analiz6 en ensayos de union
competitiva, en los que se usan como competidores una cantidad baja del mismo tipo de péptidos, lo que tiene como
resultado un valor de CI50 bajo que, sin embargo, no seria indicativo de un valor de Kd o de CE50, como se
determina en un ensayo de saturacion.

Es objetivo de la presente invencion proporcionar mejores productos de inmunoglobulinas que se unen a superficies
celulares.

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

De acuerdo con la invencion, se proporciona un anticuerpo modular citotéxico con un peso molecular de hasta 60
kDa, que se une especificamente a una superficie celular diana con una afinidad de union de Kd<10% M,
preferentemente en el intervalo nanomolar o inferior. La elevada afinidad del anticuerpo modular de acuerdo con la
invencion, es, por tanto, de pequefio tamafio con la ventaja de una facil penetracion a través de una capa de células
o tumor, para efectuar la lisis celular o la muerte celular en el sitio en el que se sobreexpresa la diana. El anticuerpo
modular de acuerdo con la invencién puede tener una CI50<10® M, como se determina en un ensayo de unién de
saturacion.

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencion ejerce al menos uno de ADCC, ADCP, CDC o actividad
apoptatica.

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

Un anticuerpo modular preferente de acuerdo con la invencion es un oligémero de dominios del anticuerpo modular,
en particular un oligbmero de dominios de inmunoglobulina, o un fragmento de una inmunoglobulina de longitud
completa. El anticuerpo modular citotéxico de acuerdo con la invencién comprende un dominio CH2 y un dominio
CH3 de una cadena pesada de IgG1.

Un anticuerpo modular de acuerdo con la invenciéb contiene un sitio de unién que tiene una secuencia de anticuerpo
aleatorizada y/o al menos un sitio de unién dentro de una region bucle estructural, que siempre se entiende que
incluye potencialmente una secuencia de dominio terminal que podria estar contribuyendo a la unién al antigeno. El
sitio de la secuencia de anticuerpos aleatorizada puede estar dentro de la regién CDR o de la region de bucle
estructural. Por tanto, la unién a una diana o a un ligando funcional, tal como una molécula efectora, que, en casos
preferentes es también un ligando estructural, es posible incluso a través de una inmunoglobulina sin region CDR, o
un sitio ademas de una region CDR.

En los anticuerpos desvelados en el presente documento, el sitio de unidn diana en la superficie celular se localiza
en la region CDR, y el sitio de union con especificidad por un ligando funcional o un ligando estructural esta dentro
de la regién bucle estructural.

De acuerdo con una realizacion preferente alternativa, el sitio de union con especificidad por un ligando funcional o
un ligando estructural estd dentro de la region bucle CDR vy el sitio de unién de la diana en la superficie celular
localizado en una region bucle estructural.

El anticuerpo modular preferente de acuerdo con la invencioén tiene propiedades de unidn especificas para unirse a
una diana. que es un receptor de la clase erbB, tal como el seleccionado del grupo que consiste en EGFR, Her2,
Her2neu, HER3 y HERA4. Los anticuerpos modulares preferidos de acuerdo con la invencién se proporcionan para
usar en el tratamiento de pacientes que sufren un tumor sdlido, en los que el tumor expresa un receptor de la clase
erbB, como se expone en las reivindicaciones.

Son particularmente preferidos los anticuerpos modulares anti-Her2 que contienen una secuencia de aminoacidos
dentro de EF, el bucle de una region bucle estructural, en los que la secuencia se selecciona del grupo que consiste
en la SEC ID N° como se indican en las tablas 4 y 5, que estan opcionalmente contenidas en un bucle EF y/o AB y/o
CD.

Aunque habia una prolongada necesidad de anticuerpos altamente eficaces pero de de pequefio tamafio, por
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primera vez fue posible obtener dicho anticuerpo modular de acuerdo con la invencion, usando una biblioteca de
dominios de anticuerpo modular, en particular una biblioteca de un oligdmero de dominios de anticuerpo modular
que se unen a un ligando efector. Determinados miembros de dicha biblioteca tienen ambas propiedades, la unién a
la diana y la union al ligando efector, como requisito previo para citotoxicidad biolégica o citolisis. También se
prefiere que el formato de un armazoén de anticuerpo modular no se modifique produciendo variantes y bibliotecas de
dicho armazén, por tanto, los miembros de la biblioteca seguirian manteniendo el formato funcional como determina
la unién a un ligando estructural.

Desvelado en el presente documento, se proporciona adicionalmente un método de producir un anticuerpo modular
de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende las etapas de:

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

(i) afinidad por la union a la diana de Kd<10® M o CI50<10® M, y
(il) actividad citotoxica. y

d. fabricar una preparacion del anticuerpo modular, como se expone en las reivindicaciones.

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

Preferentemente, los miembros de la biblioteca contienen una secuencia de anticuerpo aleatorizada, en los que el
sitio de mutagénesis esta, opcionalmente, dentro de la region CDR o al lado de la region CDR, preferentemente
dentro de la regioén bucle estructural, que potencialmente incluye una secuencia terminal.

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

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

También se proporciona en el presente documento un método de preparacién de un anticuerpo modular de acuerdo
con la invencién para tratar a un paciente que sufra un tumor sélido, en el que el tumor expresa un receptor de la
clase erbB,

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencion se usa, preferentemente, en el tratamiento de un paciente que
sufre un tumor sélido, en el que el tumor expresa un receptor de la clase erbB,

Figuras:

Figura 1:

Presentacion esquematica de las PCR usadas para la produccion de los fragmentos usados para montar la
biblioteca Fcab01. Los cebadores de la PCR estan indicados por flechas con su respectiva orientacion 5'-3', y las
lineas verticales indican las posiciones aproximadas para los sitios de restriccion introducidos que se usaron para
el ensamblaje del gen mutado. Los sitios de restriccion estan contenidos en los cebadores para las uniones de
los fragmentos de la PCR.

Figura 2:

Secuencia de aminoacidos y estructura secundaria de un dominio CH3 (IMGT, numeracion). El esquema de
aleatorizacién se proporciona para las bibliotecas Fcab01 a Fcab06.

Las posiciones aleatorizadas en el bucle AB y EF estdn marcadas con un circulo. X representa los 20
aminoacidos, z es solo Ala Asp, Ser, Tyr.

Figura 3:

estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1 (secuencia de aminoacidos)

Figura 4:
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IgG humana que incluye modificaciones de aminoacidos aleatorizadas (secuencia de aminoacidos)
Figura 5:

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

vector pHENFcabRGD4 (secuencia de nucledtidos)
Figura 7:

vector pHENFcabRGDA4L (secuencia de nuclettidos)
Figura 8 (SEC ID N° 15):

vector pHENFcabRGDA4L (secuencia de nuclettidos)
Figura 9 (SEC ID N° 16):

vector pYD1dXFc (secuencia de nucledétidos)

Figura 10 (SEC ID N° 17):

pYD1CH12 (secuencia de nucleétidos)

Figura 11 (SEC ID N° 18):

Fcab01 (secuencia de nuclettidos)

Figura 12 (SEC ID N° 19):

Fcab02 (secuencia de nuclettidos)

Figura 13 (SEC ID N° 20):

Fcab03 (secuencia de nuclettidos)

Figura 14 (SEC ID N° 21):

Fcab04 (secuencia de nucleotidos)

Figura 15 (SEC ID N° 22):

Fcab05 (secuencia de nuclettidos)

Figura 16 (SEC ID N° 23):

Fcab06 (secuencia de nucleotidos)

Figura 17 (SEC ID N° 72):

vector pYD1 (secuencia de nucleétidos)

Figura 18 (SEC ID N° 73):

vector pYD1Nhe modificado (secuencia de nucleétidos)
Figura 19 (SEC ID N° 74):

vector pYD1Ink (secuencia de nucleotidos)

Figura 20 (SEC ID N° 75):

vector pYD1mata (secuencia de nucleétidos)

Figura 21 (SEC ID N° 76):

vector pYD1gal (secuencia de nuclettidos)

Figura 22 (SEC ID N° 77):

4D5H (secuencia de nucleottidos)

Figura 23 (SEC ID N° 78):

4D5L (secuencia de nucleétidos)

Figura 24 (SEC ID N° 79):

vector pYD4D5hc (secuencia de nucleétidos)

Figura 25 (SEC ID N° 80):

4D5hp (secuencia de aminodcidos)

Figura 26 (SEC ID N° 81):

vector pYD4D5hl (secuencia de nucledétidos)

Figura 27 (SEC ID N° 82):

4D5Ip (secuencia de aminoacidos)

Figura 28 (SEC ID N° 427):

plasmido pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt (secuencia de nuclettidos)

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones
Los términos especificos como se usan a lo largo de la memoria tienen los significados siguientes.

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

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

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

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

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

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

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

Los fildbmeros son péptidos derivados de fragmentos proteicos naturales biodiversos.

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

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

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

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

La expresion "antigenos de la superficie celular" incluira todos los antigenos capaces de ser reconocidos por una
estructura de anticuerpo sobre la superficie de una célula, y fragmentos de dichas moléculas. Los antigenos de la
superficie celular son los antigenos que ya se ha demostrado que son o pueden ser inmunoldgica o
terapéuticamente relevantes, especialmente aquellos para los que se ha probado una eficacia clinica o preclinica.
Dichas moléculas de la superficie celular son especificamente relevantes para el fin de la presente invencion, que
participan en la actividad de la muerte celular. Tras la unién de la inmunoglobulina de acuerdo con la invencion a,
preferentemente, al menos dos de las moléculas de la superficie celular, el sistema inmunoldgico proporciona
citolisis o muerte celular, por tanto, se puede proporcionar un medio potente para atacar a las células humanas.

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

Como se usa de acuerdo con la presente invencion, la expresion "se une especificamente" o "union especifica” se
refiere a una reaccion de unién que determina el ligando afin de interés en una poblacion heterogénea de moléculas.
Por tanto, en las condiciones indicadas (p. €j., condiciones de inmunoensayo), el anticuerpo modular se une a su
diana concreta y no se une en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en una muestra. La union
especifica significa que la union es selectiva en términos de identidad de la diana, afinidad de unién o avidez alta,
media o baja, segun se seleccione. La unién selectiva normalmente se consigue si la uniéon constante o la dinamica
de union es, al menos, 10 veces diferente, preferentemente, la diferencia es de al menos 100 veces. y, mas
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preferentemente, al menos 1.000 veces.

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

Toda la numeracién de las secuencia de aminoacidos de las inmunoglobulinas es conforme al esquema de
numeracién de IMGT (IMGT, the international ImMunoGeneTics, Lefranc et al.,, 1999, Nucleic Acids Res. 27: 209-
212).

Para los fines de la presente invencién, la expresion "agente de unién" o "ligando" se refiere a un miembro de un par
de union, en particular polipéptidos de unién que tienen el potencial de servir como dominio de unién para una pareja
de unién. Ejemplos de parejas de union incluyen parejas de agentes de union con interacciones funcionales, tales
como receptores que se unen a ligandos, anticuerpos que se unen a antigenos o receptores, un farmaco que se une
a una diana, u y enzimas que se unen a un sustrato.

La expresiéon "proteinas de fusién" o "proteinas de fusion quimérica”, como se usa para el fin de la presente
invencion, debera significar la molécula compuesta por un paquete genético, al menos parte de una estructura de
superficie externa, tal como una proteina de la cubierta, opcionalmente una secuencia ligadora, y un agente de
union. La proteina de fusién esta codificada por un vector con el gen del agente de unién e informacion para
expresar una copia del agente de union en la superficie del paquete genético.

El término "citotdxico" o "actividad citotdxica", como se usa para el fin de la presente invencion, se refiere a cualquier
molécula especifica dirigida contra antigenos naturales que, cuando se unen al antigeno, que activa la via del
complemento o activa a las células asesinas, lo que tiene como resultado lisis celular o desencadena apoptosis. En
particular, se refiere a la actividad sobre las células efectoras que tienen como resultado la activacién de los
linfocitos T citotoxicos o células que median en la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC), la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o la fagocitosis celular (ADCP). También se refiere a un efecto
apoptético, de modo que se desencadena la muerte celular programada (PCD). Por tanto, los anticuerpos modulares
de acuerdo con la invencion matan las células diana recubiertas con anticuerpo, opcionalmente mediante la union a
los receptores Fc de las células efectoras o mediante la induccién de la muerte celular programada.

"Armazoén" significara un marco temporal, natural o artificial, usado para soportar la estructura molecular de un
polipéptido en la construccién de variantes o un repertorio del polipéptido. Normalmente, es un sistema modular de
dominios polipeptidicos que mantiene la estructura terciaria o la funcion de la molécula parental. Ejemplos de
armazones son anticuerpos modulares, que pueden mutageneizarse para producir variantes dentro de dicho
armazén, para obtener una biblioteca.

La expresion "ligando estructural”, como se usa para el fin de la presente invencion, significa un ligando que se une
a un armazon o a la estructura de anticuerpos modulares, de modo que se determina la estructura molecular o la
funcién primaria y la especificidad de dicho anticuerpo modular. En casos preferidos, el ligando estructural es un
ligando funcional, que media en una funcion biolégica tras la unién, como un ligando efector. En una realizaciéon
alternativa, el ligando estructural es un ligando funcional, que es una diana especifica unida por la region CDR o
region bucle estructural. EI mismo ligando estructural se puede unir a muchas variantes de un anticuerpo modular
con independencia de sus especificidades por la diana. Por lo general, la presencia de un sitio de unién al ligando
estructural indica que la variante se expresa y se pliega de forma correcta. Por tanto, la unién del ligando estructural
a su sitio de unién proporciona un método para preseleccionar, coseleccionar, caracterizar y detectar de forma
selectiva polipéptidos funcionales de un repertorio de polipéptidos. El disefio de variantes de anticuerpos modulares
que conservan la propiedad de unién a un ligando estructural evita la preparacién de variantes que son no
funcionales, por ejemplo, como resultado de la introducciéon de mutaciones, mutantes de plegamiento o mutantes de
expresion que serian 0 son incapaces de unirse a sustancialmente cualquier diana o ligando efector. Dichos
mutantes no funcionales en ocasiones se generan mediante la aleatorizacion normal y procedimientos de variacion
usados en la construccidon de repertorios de polipéptidos. Proporcionar mutantes funcionales que se unen a un
ligando estructural permite al experto en la técnica preparar una biblioteca de anticuerpos modulares que esta
enriquecida en miembros de la biblioteca funcionales, bien plegados y altamente expresados. Por ejemplo, el
armazon puede ser un Fab parental y al menos un 20 %, preferentemente al menos un 30 %, mas preferentemente
al menos un 40 % de las variantes del Fab parental se unen a la CDR-diana de dicho Fab parental.

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

Todos los FcyR pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y son los receptores Fc mas importantes para
inducir la fagocitosis de los microbios opsonizados (recubiertos). Esta familia incluye varios miembros; por ejemplo
FcyRI (CD64), FcyRIIA (CD32a), FcyRIIB (CD32b), FcyRIIIA (CD16a), FcyRIIIB (CD16b); que difieren en sus
afinidades de los anticuerpos debido a su estructura molecular diferente. Por ejemplo, FcyRI se une a IgG con mas
fuerza que FcyRIl y FcyRI11, y tiene una porcion extracelular compuesta por tres dominios de tipo inmunoglobulina
(Ig), un dominio mas que FcyRIl y FcyRIIl. Estas propiedades permiten la activacion de FcyRI por una uUnica
molécula de IgG (o monémero), mientras que los ultimos dos receptores Fcy deben unirse a multiples moléculas de
IgG dentro de un complejo inmunitario a activar.

Otro FcR se expresa en varios tipos celulares y tiene una estructura similar al MHC de clase |. Este receptor también
se une a IgG y esta implicado en la conservacion de este anticuerpo. Sin embargo, dado que este receptor Fc
también esta implicado en la transferencia de la IgG de una madre a través de la placenta a su feto o en la leche al
lactante, se denomina receptor Fc neonato (FcRn). Recientemente, este receptor se ha implicado en la participacion
en la homeostasis de los niveles séricos de IgG.

La citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) es un mecanismo de inmunidad celular en el que una
célula efectora del sistema inmunoldgico lisa de forma activa una célula diana que a la que se han unido anticuerpos
especificos. Es uno de los mecanismos a través de los cuales los anticuerpos, como parte de la respuesta
inmunoldgica humoral, puede actuar para limitar y contener la infeccion. La ADCC clasica estd mediada por las
células asesinas naturales (NK); los monocitos y eosindfilos también pueden participar en la ADCC. Por ejemplo, los
eosindfilos pueden matar determinados gusanos parasitarios conocidos como helmintos a través de la ADCC. La
ADCC es parte de la respuesta inmunoldgica adaptativa debido a su dependencia de una respuesta de anticuerpos
anterior.

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

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

Los agentes de unién modificados con diferentes modificaciones en sitios especificos se denominan "variantes". Las
variantes de un armazén se agrupan, preferentemente, para formar bibliotecas de agentes de unién, que se pueden
usar para seleccionar miembros de la biblioteca con funciones prefeterminadas. De acuerdo con ello, una secuencia
de anticuerpos esta, preferentemente, aleatorizada, por ejemplo métodos de mutagénesis. De acuerdo con una
realizacion preferida, una regiéon bucle de un agente de unién, tal como la secuencia de anticuerpo parental que
comprende las posiciones dentro de uno o mas bucles o en un sitio terminal, que contribuye potencialmente a un
sitio de union, preferentemente se muta o modifica para producir bibliotecas, preferentemente mediante métodos de
mutagénesis aleatoria, semialeatoria o0, en particular, aleatoria dirigida a sitio, en particular para eliminar,
intercambiar o introducir insertos generados aleatoriamente en bucles o una regién bucle, preferentemente en la
region bucle CDR o en la region bucle estructural, que pueden incluir secuencias terminales, que se localizan en uno
de los extremos de un dominio de anticuerpo o subestructura.

Como alternativa, se prefiere el uso de abordajes combinatorios. Se puede usar cualquiera de los métodos de

mutagénesis conocidos, entre ellos la mutagénesis por casete. Estos métodos se pueden usar para realizar
modificaciones de aminoacidos en las posiciones deseadas de la inmunoglobulina de la presente invencién. En
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algunos casos, las posiciones se eligen de forma aleatoria, por ejemplo, con cualquiera de los posibles aminoacidos
0 una seleccion de aminoacidos preferidos para aleatorizar las secuencias bucle, o se realizan cambios de
aminoacidos usando normas simples. Por ejemplo, todos los residuos se pueden mutar, preferentemente, en
aminoacidos especificos, tales como alanina, denominado escaneo de aminoacidos o de alanina. Dichos métodos se
pueden acoplar a abordajes de ingenieria mas sofisticados que usan métodos de seleccion para detectar niveles
mayores de diversidad de secuencia.

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

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

El anticuerpo modular citotoxico de acuerdo con la invencion comprende un dominio CH2 y un dominio CH3 de una
cadena pesada de IgG1 humana.

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

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

De acuerdo con una realizacion especifica de la presente divulgacion, el anticuerpo modular citotéxico es un agente
de union, que es una inmunoglobulina de origen humano o murino, o se puede usar para varios fines, en particular
en composiciones farmacéuticas. Por supuesto, la inmunoglobulina modificada también puede ser una
inmunoglobulina humanizada o quimérica.

El agente de unién, que es una inmunoglobulina humana, se selecciona, o deriva, preferentemente, del grupo que
consiste en IgA1, IgA2, IgD, IgE, 1gG 1, 1I9G2, 1gG3, IgG4 e IgM. El agente de unidn murino se selecciona, o deriva,
preferentemente, del grupo que consiste en, IgA IgD, IgE, IgG 1, IgG2A, IgG2B, 1gG2C, IgG3 e IgM.

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

Un dominio constante es una unidad de pliegue de inmunoglobulina de la parte constante de una molécula de
inmunoglobulina, también se denomina dominio de la region constante (p. gj., CH1, CH2, CH3, CH4, Ck, Cl).

Un dominio variable es una unidad de pliegue de inmunoglobulina de la parte variable de una inmunoglobulina,
también se denomina dominio de la region variable (p. €j., Vh, Vk, VI, Vd)

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

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

La divulgacion de refiere, preferentemente, a partes de anticuerpos, tales como partes de I1gG, IgA, IgM, IgD, IgE y
similares. Los anticuerpos modulares divulgados en el presente documento también puede ser un fragmento de
anticuerpo funcional , tal como Fab, Faby, scFv, Fv, Fc, Fcab™, un Fc de unién a antigeno, o partes de los mismos,
u otros derivados o combinaciones de las inmunoglobulinas, tales como minicuerpos, dominios de cadenas pesadas
y ligeras de la region variable (tales como dAb, Fd, VL, incluyendo Vlambda y Vkappa, VH, VHH) asi como
minidominios que consisten en dos hebras beta de un dominio de inmunoglobulina conectados por al menos dos
bucles estructurales, como dominios aislados o en el contexto de moléculas asociadas de forma natural. Una
realizacion concreta de la presente invencion se refiere al fragmento Fc de una molécula de anticuerpo, bien como
fragmento Fc de union a antigeno (Fcab™) mediante modificaciones de la secuencia de aminoacidos o como
conjugados o fusiones a receptores, péptidos u otros modulos de unién a antigeno, tales como scFv.

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

El anticuerpo modular de acuerdo con la invencién se combina, posiblemente, con uno o mas anticuerpos modulares
modificados o con anticuerpos modulares sin modificar, o partes de los mismos, para obtener un anticuerpo modular
de combinacién. Preferentemente, las combinaciones obtenidas mediante técnicas de recombinacién, pero también
mediante unién a través de adsorcion, interacciones electrostaticas o similares. o incluso a través de la conjugacion
0 unién quimica con o sin un ligador. La secuencia ligadora preferida es una secuencia ligadora natural o una
secuencia artificial funcionalmente adecuada.

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

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

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

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

Es particularmente preferente que el anticuerpo modular divulgado en el presente documento se una a dicha diana
de la superficie celular mediante al menos parte de un bucle estructural y/o CDR.

En una realizacion alternativa, es preferente que el anticuerpo modular divulgado en el presente documento se una a
dicho ligando efector, o un ligando sustituto para dicho ligando efector, como la proteina A. a través de al menos
parte de un bucle estructural y/o bucle CDR, de modo que media en la funcion efectora.

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

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

Sin embargo, el nimero maximo de aminoacidos insertados en una regiéon bucle de un agente de union puede,
preferentemente, no superar el nimero 30, preferentemente 25, mas preferentemente 20 aminoacidos como
maximo. La sustitucion y la insercion de los aminoacidos se produce, preferentemente, de forma aleatoria o
semialeatoria usando todos los posibles aminoacidos o una seleccion de aminoacidos preferidos para fines de
aleatorizacion, mediante métodos conocidos en la técnica y como se divulgan en la presente solicitud de patente.

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

Modificaciones preferidas divulgadas en el presente documento se someten a ingenieria en las regiones bucle de
CH1, CH2, CH3 y CH4, en particular en el intervalo de los aminoacidos 7 a 21, los aminoacidos 25 a 39, los
aminoacidos 41 a 81, los aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 89 a 103 y los aminoacidos 106 a 117, o dentro de
las secuencia terminales, preferentemente dentro de 6 aminoacidos de los extremos C o N del dominios de
anticuerpo modular.

En ofra realizacion preferida, una modificacién en la region bucle estructural que comprende los aminoacidos 92 a 98
se combina con una modificacién en la regidn bucle estructural que comprende los aminoacidos 8 a 20.

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

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

Lo mas preferentemente, cada uno de los bucle que comprende los aminoacidos 92 a 98, los aminoacidos 41 a 45,2
y los aminoacidos 8 a 20 contienen al menos una modificacion de aminoacido.

En otra realizacion preferida, cada uno de los bucles estructurales que comprende los aminoacidos 92 a 98, los
aminoacidos 41 a 45,2, y los aminoacidos 8 a 20 contienen al menos una modificacién de aminoacido.
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De acuerdo con otra realizacion preferida, los residuos de aminoacidos en el area de las posiciones 15a 17, 29 a 34,
41 a 45,2, 84 a 85, 92 a 100, y/o de 108 a 115 de CH3 estan modificados.

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

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

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

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

En una realizacion especifica, la inmunoglobulina usada preferentemente de acuerdo con la divulgacion se
caracteriza por que las regiones bucle de VH o Vkappa o Vlambda de origen humano comprenden al menos una
modificacion dentro de los aminoacidos 7 a 22, los aminoacidos 43 a 51, los aminoacidos 67 a 77, los aminoacidos
77 a 88, y los aminoacidos 89 a 104, lo mas preferentemente las posiciones de aminoacidos 12 a 17, las posiciones
de aminoacidos 45 a 50, las posiciones de aminoacidos 68 a 77, los aminoacidos 79 a 88, y las posiciones de
aminoacidos 92 a 99, en los que la numeracion de la posicion de los aminoacidos de los dominios es la del IMGT.

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

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

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

De acuerdo con otra realizacién preferida de la presente divulgacion, las regiones bucles estructurales. de un
anticuerpo modular o una inmunoglobulina de origen camélido se modifican, por ejemplo en una VHH en la regién de
los aminoacidos 7 a 19, los aminoacidos 43 a 55, los aminoacidos 68 a 76, los aminoacidos 80 a 87 y los
aminoacidos 91 a 101, o dentro de las secuencia terminales, preferentemente dentro de 6 aminoacidos de los
extremos C o N del dominios de anticuerpo modular.

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

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

La ADCC, citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo, es la muerte de las células diana recubiertas por
anticuerpos por las células con receptores Fc que reconocen la regién constante del anticuerpo unido. La mayoria de
la ADCC esta mediada por las células NK que tienen el receptor Fc FcgammaRIll o CD16 sobre su superficie. Los
ensayos tipicos usan células diana como células de Ramo, se incuban con anticuerpos diluidos en serie antes de la
adicion de células efectoras recién aisladas. El ensayo ADCC se incuba después durante varias horas y se detecta
el % de citotoxicidad. Normalmente, la diana: proporcion de efectoras es de aproximadamente 1:!6 pero puede ser
de 1:1a 1:50

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

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

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

En un ensayo tipico, los PBMC o monocitos o macréfagos derivados de monocitos se suspenden en medio RF2
(RPMI 1640 suplementado con 2 % de FCS) en placas de 96 pocillos a una concentracion de 1 x 10° células viables
en 100 ml/pocillo. Las células diana adecuadas, que expresan el antigeno diana, por ejemplo antigeno Her2/neu y
células SKBR3, se tifien con colorante fluorescente verde PKH2. Después, 1 x 10* células diana marcadas con
PKH2 y un anticuerpo (IgG1) especifico de Her2 (o anticuerpo modular) o isotipo de IgG1 de ratén como control (o
anticuerpo modular control) se afiaden al pocillo de los PBMC a concentraciones diferentes (p. €j.,1-100 mg/ml) y se
incuban en un volumen final de 200 ml a 37 °C durante 24 horas. Tras la incubacio,. los PBMC o monocitos o
macréfagos derivados de monocitos y las células diana se recogen con EDTA-PBS y se transfieren a placas de 96
pocillos de fondo en V. Las placas se centrifugan y se aspira el sobrenadante. Las células se somenten a
contratinciéon con una mezcla de 100 ml de anti-CD11b, anti-CD14, e IgG humana conjugados con RPE, se mezclan
y se incuban durante 60 minutos en hielo. Las células se lavan y se fijan con 2 % de formaldehido-PBS. Se realiza
un analisis citométrico de flujo con dos colores con, por ejemplo, con FACS Calibur en acotamiento 6ptimo. Las
células diana marcadas con PKH2 (verde) se detectan en el canal FL-1 (longitud de onda de emision, 530 nm) y
PBMC o monocitos marcados con RPE o macréfagos derivados de monocitos (rojo) se detectan en el canal FL-2
(longitud de onda de emision, 575 nm). Las células diana residuales se definen como células que son células
marcadas con PKH2+/RPE- Dual (PKH2+/RPE") que se considera que representan la fagocitosis de las dianas por
las PBMC o los monocitos o macréfagos derivados de monocitos. La fagocitosis de las células diana se calcula con
la ecuacion siguiente; porcentaje de fagocitosis = 100x [(porcentaje de dobles positivas)/(porcentaje de dobles
positivas + porcentaje de dianas residuales)]. Todas las pruebas normalmente se realizan por duplicado o por
triplicado y los resultados se expresan como la media 6 SD.

La actividad apoptética se mide, preferentemente, usando métodos estandar de determinacion de las células

moribundas o muertas. Con el fin de medir la necrosis y la apoptosis, se pueden usar ensayos de citotoxidad. Estos
ensayos pueden ser ensayos radioactivos y no radioactivos que miden incrementos en la permeabilidad de la
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membrana plasmatica, ya que las células moribundas presentan fugas o los ensayos colorimétricos que miden la
reduccion de la actividad metabdlica de las mitocondrias; las mitocondrias en las células muertas no pueden
metabolizar los colorantes, mientras que las mitocondrias de las células vivas si pueden.

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

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

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

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

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

El anticuerpo modular divulgado en el presente documento puede unirse especificamente a cualquier tipo de
moléculas o estructuras de union. en particular a antigenos, moléculas proteinaceas, proteinas, péptidos,
polipéptidos, acidos nucleicos, glicanos, hidratos de carbono, lipidos, moléculas organicas, en particular moléculas
organicas pequefias, moléculas anorganicas, o combinaciones o fusiones de los mismos, incluyendo PEG,
profarmacos o farmacos. El anticuerpo modular preferido de acuerdo con la divulgacion puede comprender al menos
dos bucles o regiones bucle en las que cada uno de los bucles o regiones bucle pueden unirse especificamente a
diferentes moléculas o epitopos.

Preferentemente, el antigeno diana de un anticuerpo divulgado en el presente documento se selecciona de
antigenos de superficie celular, incluyendo receptores, en particular del grupo que consiste en las tirosinas quinasas
receptoras de erbB (tales como EGFR, HER2, HER3 y HER4, en particular los epitopos de los dominios
extracelulares de dichos receptores, p. €j.., el epitopo 4D5), moléculas de la superfamilia del receptor del TNF, tal
como el receptor de Apo-1, TNFR1, TNFR2, el receptor del factor de crecimiento neural NGFR, CD40, moléculas de
la superficie de los linfocitos T, receptores de linfocitos T, antigeno OX40 de los linfocitos T, receptor TACI, BCMA,
Apo-3, DR4, DR5, DR6, receptores sefiuelo, tales como DcR1, DcR2, CAR1, HVEM, GITR, ZTNFR-5, NTR-1,
TNFL1, pero no se limitan a estas moléculas, antigenos de la superficie de los linfocitos B, tales como CD10, CD19,
CD20, CD21, CD22, antigenos o marcadores de tumores solidos o células cancerosas hematoldgicas, células de
linfoma o leucemia, otras células sanguineas, incluyendo plaquetas, pero no se limitan a estas moléculas.

También divulgado en el presente documento, el antigeno diana se puede seleccionar de los antigenos presentados
por las células, como células epiteliales, células de tumores sdlidos, células infectadas células sanguineas, células
presentadoras de antigeno y células mononucleares. Dichos antigenos diana expresados y sobrexpresados por las
células estan, preferentemente, dirigidos, que se seleccionan del grupo que consiste en antigenos asociados a
tumores, en particular EpCAM, glicoproteina 72 asociada a tumores (TAG-72), antigeno asociados a tumores CA
125, antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA), antigeno asociado con el melanoma de peso
molecular alto (HMW-MAA), antigeno asociado a tumores que expresa hidratos de carbono relacionados con
cuerpos de Lewy, antigeno carcinoembrionario (CEA), CEACAM5, HMFG PEM, MUC1 de mucina, MUC18 vy
antigeno asociado con tumores de citoqueratina, antigenos bacterianos, antigenos viricos, alérgenos, moléculas de
IgE relacionadas con la alergia. cKIT y receptor de Fc-epsilon, IRp60, receptor de IL-5, CCR3, receptor de glébulos
rojos (CR1), seroalbumina humana, seroalbimina se ratén, seroalbimina se rata, receptores Fc., receptor FcRn-Fc
gamma nenonatal, receptores Fc-gamma-- Fc-gamma RI, Fc-gamma-RIl, Fc-gamma RIll, receptores Fc-alga,
receptores Fc-epsilon, fluoresceina, lisozima, receptor 9 de tipo toll, eritropoyetina, CD2, CD3, CD3, CD4, CD11,
CD11a, CD14, CD16, CD18, CD19, CD20, CD22, CD23, CD25, CD28, CD29, CD30, CD32, CD33 (proteina p67),
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CD38, CD40, CD40L, CD52, CD54, CD56, CD64, CD80, CD147, GD3, IL-1, IL-1R, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, IL-6R,
IL-8, IL-12, IL- 15, IL-17, IL-18, IL-23, LIF, OSM, interferén alfa, interferén beta, interferén gamma, TNF alfa,
TNFbeta2, TNF alfa, TNF alfa beta, TNF-R1, TNF-RIIl, FasL, CD27L, CD30L, 4-1 BBL, TRAIL, RANKL, TWEAK,
APRIL, BAFF, LIGHT, VEG1, OX40L, receptor 1 de TRAIL, receptor A1 de adenosina, receptor beta de linfotoxinas,
TACI, BAFF-R, EPO; LFA-3, ICAM-1, ICAM-3, integrina beta1, integrina beta1, integrina alfa-4/beta 7, integrina alfa
2, integrina alfa 3, integrina alfa 4, integrina alfa 5, integrina alfa 6, integrina alfa v, integrina alfa V beta 3, FGFR-3,
Factor de crecimiento de queratinocitos, GM-CSF, M-CSF, RANKL, VLA-1, VLA-4, L-selectina, anti-Id, E-selectina,
HLA, HLA-DR, CTLA-4, receptor de linfocitos T B7-1, B7-2, integrina VNR, TGF beta 1, TGF beta 2, eotaxina 1,
BLyS (estimulador de los linfocitos B), complemento C5. IgE, IgA, IgD, IgM, IgG, factor VII, CBL, NCA 90, EGFR
(ErbB-1), Her2/neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3), Her4 (ErbB4), factor tisular, VEGF, VEGFR, receptor de la endotelina,
VLA-4, hidratos de carbono. tales como los antigenos del grupo sanguineo e hidratos de carbono. relacionados.
Galili- Glicosilacién, Gastrina, receptores de la gastrina, hidratos de carbono asociados con tumores, proteccion NP o
proteccion NIP de hapteno, receptor alfa/beta de linfocitos T, E-selectina, P-glicoproteina, MRP3, MRP5, glutation-S-
transferasa o (proteinas de resistencia a mdultiples farmacos), proteina de la membrana de granulos alfa (GMP), 140
digoxina, fosfatasa alcalina de la placenta (PLAP) y fosfatasa alcalina de tipo PLAP testicular, receptor de la
transferrina, Heparanasa |, miosina cardiaca humana, glicoproteina 11 b/111 a (GPIIb/llla), glicoproteina de la
cubierta de gH del citomegalovirus humano (HCMV), gp120 del VIH, HCMV, virus sincitial respiratorio, RSVF, Fgp
del RSVF, integrina VNR, gp120 de Hep B, CMV, gpllibllla, bucle V3 de gp120 de HIV IlIB, Fgp del virus sincitial
respiratorio (RSV), glicoproteina gD del virus del herpes simple (VHS) glicoproteina gB del VHS, glicoproteina de la
cubierta gB del[HCMV, toxina de Clostridium perfringens y fragmentos de la misma.

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

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

La variante de afinidad madurada preferida de un anticuerpo modular de acuerdo con la invencién exhibe al menos
un incremento por 10 en la afinidad de la unién, preferentemente un incremento de al menos 100 veces. La
maduracién de la afinidad se puede usar en el curso de las campafias de seleccion que usan las respectivas
bibliotecas de moléculas parentales, bien con anticuerpos modulares con una afinidad de unién media para obtener
el anticuerpo modular de la invencion que tiene la propiedad de unién a la diana especifica de una afinidad de union
Kd<10® M y, opcionalmente, una potencia de CI50<10® M. Como alternativa, la potencia de union o afinidad se
puede aumentar todavia mas mediante la maduracion de la afinidad del anticuerpo modular de acuerdo con la
invencion para obtener los elevados valores correspondientes a una Kd o CIC50 inferior a 10-° M, preferentemente
inferior a 107" M o incluso inferior a 10" M, lo mas preferido, en el intervalo picomolar.

La CI50, también denominada CE50 o concentracion de saturacion al 50 %, es una medida de la potencia de union
de un anticuerpo modular. Es la concentracion molar de un ligante, que produce el 50 % de la unién maxima posible
en el equilibrio en en saturacidon. La potencia de un ligante suele estar definida por su CI50 (en el presente
documento se entiende como un valor de CE50). Esto se puede calcular para un ligante dado determinando la
concentracion de ligante necesaria para provocar la mitad de la saturacién de la union méaxima. Determinar un valor
de CI50 o CES50 es util para comparar la potencia de los anticuerpos o variantes de anticuerpos con eficacias
similares,, en particular, cuando se determina en ensayos de unién de saturaciéon, no en ensayos competitivos. En
este caso, se considera como la concentracién que determina la concentracion en plasma para obtener un efecto
semimaximo (50 %) in vivo. Cuando menor es la CI50 o la CE50 mayor es la potencia del anticuerpo modular, y
cuando menor es la concentracién del anticuerpo necesaria para inhibir la respuesta bioldgica maxima igual es la
funcién efectora o la actividad citotoxica, Las concentraciones mas bajas de anticuerpos también se pueden asociad
con menores efectos secundarios.

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

Normalmente, la afinidad de una anticuerpo se correlaciona bien con la CI50, cuando se determina en un ensayo de

union de saturacion. La afinidad de un antagonista por su sitio de unién (Ki) se entiende como su capacidad para
unirse a un receptor, que determina la duraciéon de la unién y la respectiva actividad agonista. Las medidas para
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aumentar la afinidad mediante maduracion de la afinidad normalmente también aumenta la potencia de la unién, lo
que tiene como resultado la correspondiente reduccion de los valores de CI50 en el mismo intervalo de los valores
de Kd.

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

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

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

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

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

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

En una realizacion preferida, la inmunogeneicidad de los anticuerpos modulares se puede determinar
experimentalmente usando uno o mas ensayos basados en células. En una realizacion preferida, se usan ensayos
de activacion ex vivo de linfocitos T para cuantificar experimentalmente la inmunogeneicidad. En este método, las
células presentadoras de antigeno vy los linfocitos T nativos de donantes equivalentes se exponen a un péptido o a
un anticuerpo entero de interés una o mas veces. Después, la activacion de los linfocitos T se puede detectar
usando una serie de métodos, por ejemplo mediante monitorizacién de la produccion de citocinas o midiendo la
captacion de timidina tritiada. En la realizacion mas preferida, la produccion de interferon gamma se monitoriza
usando ensayos ELISPOT.
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Las propiedades bioldgicas del anticuerpo modular de acuerdo con la invencion se pueden caracterizar in vivo en
experimentos con tejido celular y organismos enteros. Como se conoce en la técnica, los farmacos a menudo se
analizan in vivo en animales, incluyendo, entre otros, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos, y monos, con el
fin de medir la eficacia de un farmaco para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de enfermedad, o para
medir la farmacocinética de un farmaco, la farmacodinamia, la toxicidad, y otras propiedades. Se puede hacer
referencia a los animales como modelos de enfermedad. A menudo, los agentes terapéuticos se prueban en ratones,
incluyendo, entre oftros, ratones atimicos, ratones SCID, ratones con xenoinjertos, y ratones transgénicos
(incluyendo activados e inactiivados). Dicha experimentacion puede proporcionar datos significativos para la
determinacion del potencial del anticuerpo a usar como agente terapéutico con la semivida adecuada, funcion
efectora, actividad apoptética, actividad citotéxica o citolitica adecuadas. Cualquier organismo, preferentemente
mamiferos, se puede usar para las pruebas. Por ejemplo, debido a su similitud genética con los seres humanos, los
primates, monos, pueden ser modelos terapéuticos adecuados y por tanto, se pueden usar para probar la eficacia, la
toxicidad, la farmacocinética, la farmacodinamia, la semivida, u otra propiedad del anticuerpo modular de acuerdo
con la invencién. Las pruebas de las sustancias en seres humanos son necesarias, en Ultima instancia, para la
aprobacion de los farmacos vy, por tanto, por supuesto, se contemplan estos experimentos. Por consiguiente, los
anticuerpos modulares de la presente invencién se pueden analizar en seres humanos para determinar su eficacia
terapéutica, toxicidad, Inmunogenicidad, farmacocinética, y/u otras propiedades clinicas. Especialmente, los
anticuerpos modulares de acuerdo con la invencion que se unen a células unicas o a un complejo celular a través de
al menos dos motivos de unién, preferentemente la unién de al menos tres estructuras con reticulacion con las
células diana, s se considerarian eficaces en la actividad efectora o la actividad preapoptética o apoptdtica tras la
reticulacién y direccion celular. La unién multivalente proporciona una asociacién relativamente grande de las
parejas de union, también denominado reticulacién, que es un requisito previo para la apoptosis y la muerte celular.

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

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

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

En una realizacion preferida, un anticuerpo modular se administra a un paciente para tratar un trastorno especifico.
Un "paciente",para los fines de la presente invencién, incluye seres humanos y otros animales, preferentemente
mamiferos y, lo mas preferentemente, seres humanos. Por "trastorno especifico” se quiere decir, en el presente
documento, un trastorno que se puede mejorar mediante la administracion de una composicion farmacéutica que
comprende una inmunoglobulina modificada de la presente invencién.

En una realizacién, un anticuerpo modular de acuerdo con la presente invencién es el unico agente
terapéuticamente activo administrado a un paciente. Como alternativa, el anticuerpo modular de acuerdo con la
presente invencién se administra en combinaciéon con uno o mas agentes terapéuticos, incluyendo, entre otros,
agentes citotdxicos,, agentes quimioterapéuticos, citocinas, agentes inhibidores del crecimiento, agentes
antihormonales, inhibidores de la quinasa, agentes antiangiogénicos, cardioprotectores, u otros agentes
terapéuticos. El anticuerpo modular se puede administrar de forma concomitante con uno o mas de otros regimenes
terapéuticos. Por ejemplo, un anticuerpo modular de la presente invencién se puede administrar al paciente junto
con quimioterapia, terapia de radiacion, o ambos, quimioterapia o terapia de radiacién. En una realizacién, el
anticuerpo modular de acuerdo con la presente invencion se puede administrar en combinacién con uno o mas
anticuerpos, que pueden o no comprender un anticuerpo modular de la presente invencién. De acuerdo con otra
forma de realizacion de la invencion, el anticuerpo modular de la presente invencién y una o mas terapias
anticancerosas se usan para tratar las células cancerosas ex vivo. Se contempla que dicho tratamiento ex vivo
puede ser util en el transplante de médula ésea y, en particular, transplante autélogo de médula 6sea. Por supuesto,
se contempla que los anticuerpos de la invencion se puedan usar en combinacién con otras técnicas terapéuticas
mas, tales como cirugia.

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

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

La administracion de la composicién farmacéutica que comprenden un anticuerpo modular de la presente invencion.
preferentemente en forma de una solucidn acuosa estéril, puede realizarse de varios modos, incluyendo, entre otras,
las vias oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica, transdérmica, mucosa, topica (p. €j., geles, salvas,
lociones, cremas, etc.), Intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar (p. €j., tecnologia de inhalacion AERx™
disponible en el mercado en Aradigm, o sistema de liberacion pulmonar Inhance™ disponible en el mercado en
Inhale Therapeutics), vaginal, parenteral, rectal, o intraocular.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Como alternativa, se pueden usar otros métodos para la mutagénesis dirigida a sitio para la generacion del inserto
de la biblioteca, tal como el método de Kunkel (Kunkel TA. Rapid and efficient site-specific mutagenesis without
phenotypic selection. Proc Natl Acad Sci U S A. 1985 Jan;82(2):488-92) o el método de Dpnl (Weiner MP, Costa GL,
Schoettlin W, Cline J, Mathur E, Bauer JC. Site-directed mutagenesis of double-stranded DNA by the polymerase
chain reaction. Gen. 1994 Dec 30;151(1-2):119-23.).

Con varios fines, puede ser ventajoso introducir mutaciones silentes en la secuencia que codifica el inserto de la
biblioteca. Por ejemplo, se pueden introducir sitios de restriccion que facilitan la clonacion o el intercambio modular
de partes de la secuencia. Otro ejemplo para la introduccion de mutaciones silentes es la capacidad para "marcar”
bibliotecas. que significa darles un codén especifico en una posicion seleccionada, lo que les permite (o a los clones
seleccionados derivados de los mismos), por ejemplo, ser reconocidos durante las siguientes etapas, en las que, por
ejemplo, diferentes bibliotecas con diferentes caracteristicas se pueden mezclar y usar como mezcla en el
procedimiento de adsorcion.

La divulgacion también proporciona un método para producir un oligdbmero de dominios de anticuerpo modular que
se unen a una diana, que comprende las etapas de:

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

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

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

- fabricar una preparacion del oligémero funcional.
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El ligando estructural se puede seleccionar del grupo que consiste en una molécula efectora, FcRn, Proteina A,
Proteina G, Proteina L y diana en CDR. Como ejemplo, la molécula efectora se puede seleccionar del grupo que
consiste en CCD64, CD32, CD16, receptores Fc.

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

El método puede proporcionar una biblioteca que contiene al menos 10?2 clones independientes que expresan
oligébmeros funcionales de dominios de anticuerpo modular o variantes de los mismos. De acuerdo con la divulgacion
también se proporciona un conjunto de clones independientes preseleccionados, que, por ejemplo, tiene afinidad
madurada, en el que el conjunto comprende, preferentemente, al menos 10, mas preferentemente al menos 100,
mas preferentemente al menos 1000, mas preferentemente al menos 10000, incluso mas preferentemente mas de
100.000 clones independientes. Dichas bibliotecas, que contienen los conjuntos preseleccionados son fuentes
preferidas para seleccionar los anticuerpos modulares de alta afinidad de acuerdo con la invencion.

Las bibliotecas como se usan de acuerdo con la divulgacion comprenden, preferentemente, al menos 102 miembros
de la biblioteca, mas preferentemente al menos 103, mas preferentemente al menos 104, mas preferentemente al
menos 10°, mas preferentemente al menos 10® miembros de la biblioteca, mas preferentemente al menos 107, mas
preferentemente al menos 108, mas preferentemente al menos 10° mas preferentemente al menos 10, mas
preferentemente al menos 10'!, hasta 10'?> miembros de una biblioteca, derivados preferentemente de una molécula
parental, que es un anticuerpo modular funcional como un armazén que contiene al menos una funcién especifica o
resto de union. y derivados de los mismos para modificar un nuevo sitio de unién aparte del original, la regiéon de
union funcional de dicho resto parental.

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

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

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

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

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

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

Como se conoce en la técnica, existen varias tecnologias de expresion y seleccion que se pueden usar para la

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

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

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

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

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

La estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1, publicada en la base de datos de Brookhaven como la entrada
10QO0.pdb, se uso6 para ayudar en el disefio de la biblioteca de Fcab.

La secuencia que se us6 como base para la construccion de la biblioteca de Fcab se proporciona en la SEC ID N° 1
(Figura 3). En esta secuencia, el primer aminoacido corresponde a Glu 216 de IgG1 humana (numeracion de la UE:
de acuerdo con la base de daros de la IMGT
(http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire/Proteins/protein/human/IGH/IGHC/Hu_IGHC allgenes.html; lookup 2007 06
25), Es el primer residuo de la region bisagra de la IgG1 humana, que se proporciona como:
(E)PKSCDKTHTCPPCP) de la region bisagra de la regién constante de la cadena pesada de la IgG1) El segundo-
ultimo residuo de la SEC ID N° 1 (Figura 3) corresponde a Gly 446 de la IgG1 humana (numeracion de la UE: IMGT:
ndmero de residuo 129 del dominii CH3 de la IgG1 humana).

Después del detallado analisis de la estructura de 10qo.pdb y mediante inspeccioén visual de los residuos que forman
los bucles que conectan las hebras beta, se decidié aleatorizar los residuos 144 145 y 146, que forman parte del
bucle que conecta la hebra beta A-B. asi como 198, 199, 200, 203 y 204, que forman parte del bucle que conecta la
hebra beta E-F de la SEC ID N° 1 (FIGURA 3). Ademas de los residuos mutados, se insertaron 5 residuos en el
numero de residuo 198 de la SEC ID N° 1 (Figura 3). En la SEC ID N° (Figura 4), se proporciona la secuencia del
inserto de la biblioteca de la biblioteca Fcab01 en la que todas las posiciones de los residuos aleatorizados asi como
los 5 residuos insertados se designnan con la letra X.

El gen modificado por ingenieria se produjo mediante una serie de reacciones de PCR usando cebadores
degenerados seguido de ligacion de los productos de la PCR resultantes. Para facilitar la unién, algunos de los
codones de la secuencia de nucleétidos que codifica la SEC ID N° 1 (Figura 3) se modificaron para producir sitios de
restriccion sin cambiar las secuencias de aminoacidos (mutaciones silentes). Para la insercién en el vector de
clonacion pHEN1 (Nucleic Acids Res. 1991 Aug 11; 19(15):4133-7. Multi-subunit proteins on the surface of
filamentous phage: methodologies for displaying antibody (Fab) heavy and light chains. Hoogenboom HR, Griffiths
AD, Johnson KS, Chiswell DJ, Hudson P, Winter G.) en marco con la sefial de secrecion pelB, se uso el sitio de
restriccion Ncol cerca del extremo 3' de la sefial de secreciéon pelB. Para los residuos aleatorizados, se eligio el
coddn NNS (cadigo IUPAC, en el que S significa los nucledtidos C y G) que codifica los 20 aminoacidos de origen
natural, pero evita 2 de 3 codones de terminacién. Otros codones tales como, por ejemplo, el NNB (en el que B
significa los nucledtidos T, C y G) también se pueden usar. La secuencia modificada se proporciona como una
secuencia de nucleédtidos en la SEC ID N° 3 (Figura 5). Esta secuencia también incluye los sitios de restriccion
usados para clonar en el vector de expresion en fagemido pHEN1, es decir, un sitio Ncol en el extremo 5' y un sitio
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Notl en el extremo 3'.

Las secuencias de los cebadores para PCR usados para ensamblar el dominio CH3 mutado se proporcionan en la
SECIDN°4 a SEC ID N° 9.

SEC ID N°.4 (cebador para PCR EPKSNCO)
ccatggccgagcccaaatcttgtgacaaaactc

SEC ID N°.5 (cebador para PCR CH3LSAC)
agtcgagetcgtcacgggatgggggcaggg

SEC ID N° 6 (cebador para PCR CH3CSAC)
gtacgagctcnnsnnsnnscaagtcagcctgacctgcctgg

SEC ID N° 7 (cebador para PCR CH3CHIN)
tgccaagcttgctgtagaggaagaaggagcecg

SEC ID N° 8 (cebador para PCR CH3RHIN)
tgccaagcttaccgtgnnsnnsnnsaggtggnnsnnsgggaacgtcttctcatgctccg
SEC ID N° 9 (cebador para PCR CH3RNOT) agttgcggccgctttacccggagacagggagag

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

Se usé ADNc de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 3D6 (Felgenhauer M, Kohl J, Ruker F.
Nucleotide sequences of the cDNAs encoding the V-regions of Hand L-chains of a human mono-clonal antibody
specific to HIV-1- gp41. Nucleic Acids Res. 1990 Aug 25;18(16):4927.) como molde para las reacciones de la PCR.
Los 3 productos de la PCR se digirieron con Sacl y/oHindlll respectivamente y se unieron- El producto de la unién se
digirié adicionalmente con Ncol y Notl y se ligd en el vector fagemido de expresién en superficie pHEN1, que se
habian digerido previamente con Ncol y Notl, El producto de la unién se transformé después en E. coli mediante
electroporacion. Una serie de clones seleccionados se controld6 mediante analisis de restriccion y mediante
secuenciaciéon de ADN y se halld6 que contenian el inserto segun lo planeado, incluyendo las secuencias
aleatorizadas correctamente insertadas. Para las etapas siguientes de la preparacion de fagos se siguieron
protocolos estandar. En resumen, la mezcla de la unién se transformé después en células TG1 de E. coli mediante
electroporacion. Posteriormente, las particulas de fago se rescataron de las células TG1 de E. coli con el fago
colaborador M13-KO7. Después, las particulas de fago se precipitaron del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl
en dos etapas, se disolvieron en agua y se usaron para la seleccién mediante adsorcion o, como alternativa, se
almacenaron a -80 °C

Ejemplo 2: Construccion de la biblioteca de Fcab centrada (Fcab02) y expresién en superficie de fagos

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

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

Tabla 1. Cédigo de ambigliedad de nucleétidos de la IUPAC
Simbolo Significado Acido nucleico
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T Timina
U Uracilo
AoC
AoG
AoT
CoG
CoT
GoT
AoCoG
AoCoT
AoGoT
CoGoT
GoAoToC
GoAoToC

ZXWOI<KA<NSTZICHOO>

Fuente: Nomenclature for incompletely specified bases in nucleic acid sequences: recommendations 1984. A
Cornish-Bowden, Nucleic Acids Res. 1985 May 10; 13(9): 3021-3030.
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Estos codones indicados anteriormente estan disefiados de un modo tal que los 20 aminoacidos estan codificados
por ellos. Puede ser preferible elegir subconjuntos de los posibles aminoacidos. Se pueden encontrar ejemplos en la
bibliografia (Fellouse FA, Li B, Compaan DM, Peden AA, Hymowitz SG, Sidhu SS. Molecular recognition by a binary
code. J Mol Biol. 2005 May 20;348(5):1153-62. Epub 2005 Apr 1.; Fellouse FA, Wiesmann C, Sidhu SS. Synthetic
antibodies from a four-amino-acid code: a dominant role for tyrosine in antigen recognition. Proc Natl Acad Sci U S A.
2004 Aug 24; 101 (34):12467-72. Epub 2004 Aug 11.). Las bibliotecas centradas que, por ejemplo, permiten que solo
se puedan construir 4 tipos de aminoacidos diferentes, por ejemplo usando el codon KMT, que codifica los
aminoacidos Ser, Tyr, Ala'y Asp.

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

Por tanto, la letra "X" en la SEC ID N° 2 (Figura 4) ahora significa "S, Y, Ay D" (Ser, Tyr, Ala y Asp) con el fin de
describir la biblioteca Fcab02 centrada

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

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

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

Optimizacion del ligador:

El ligador entre la proteina que se va a expresar y la proteina ancla del paquete genético (en el caso del fago
filamentoso, por ejemplo, p3), p8, pX, pIX, pVll) es especialmente importante si el potencial sitio de unién de la
molécula expresada esta en las proximidades espaciales de la particula de fago. En las bibliotecas de anticuerpos
que usan dominios vriables y los sitios de unién a antigeno formados por los bucles CDR y expresan los miembros
de la biblioteca como fusion en el amino-terminal con p3, el potencial sitio de unién a antigeno es alejado de la
particula de fago, Por tanto, la estructura del ligador entre miembros de la biblioteca y la proteina de la cubierta del
fago no es importante. La modificacion por ingenieria de los bucles de la arte inferior de los dominios de
inmunoglobulina y la realizacién de expresion en fagos puede, no obstante, ser un proceso ineficiente y disminuye
los rendimientos de los clones de unién a antigeno o, incluso, impedirlo. La variacién del ligador entre una proteina
miembros de la biblioteca y su pareja de fusidon sobre la superficie puede resolver o puede al menos reducir este
problema.

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

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

Los métodos de seleccion de la biblioteca de ligadores para los ligadores 6ptimos dependen de la aplicacion, pero
basicamente debe ser para seleccionar todas las propiedades que se desea tener en determinada metodologia. El
enriquecimiento contra un antigeno dificil de seleccionar puede producir secuencias ligadoras que permiten a los
miembros de la biblioteca de un buen acceso a los antigenos. La incubacién en las soluciones de proteasas o en
otras condiciones adversas o pases frecuentes a través de células huésped en condiciones proteoliticas (por
ejemplo, antiguos cultivos microbianos) puede ser una seleccidon adecuada de los ligadores de expresion estables

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

Optimizacion del ligador Fcab01:
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Como ejemplo, se puede usar la biblioteca Fcab01 (como se describe en el ejemplo 1) . Originalmente, esta
biblioteca se clona en el vector pHEN1 de expresion en fagemidos usando los sitios de restriccion Ncol y Notl.
Cuando se clonan de esta manera, 18 residuos de aminoacidos estan en entre el residuo de aminoacido en C-
terminal del inserto de la biblioteca Fcab01 y el residuo de aminoacido N-terminal del fago M13 p3. La secuencia de
esta region de union se proporciona en la SEC ID N ° 10 SPGKAAAEQKLISEEDLNGAATVES - como se explica del
siguiente modo: los primeros 4 residuos, SPGK, son los 4 residuos en C-terminal del inserto de la biblioteca Fcab01,
seguido de la secuencia de aminoacidos AAA, que son los residuos de aminoacidos codificados por el sitio de
restriccion Notl , seguido por la secuencia EQKLISEEDL que es el epitopo myc, seguido de NGAA, tras lo cual existe
un codén de terminacion ambar, que se traduce en glutamina (Q) en las cepas supresores ambar de E. coli, tal como
TG1. Los 4 residuos en C-terminal de la SEC ID N° 10, TVES, son los 4 residuos en N-terminal del fago M13 p3
como estan presentes en el vector pHEN1.

Con el fin de construir un fago que expresa un inserto de Fcab con un aumento de la distancia entre el Fcab (la
pareja de union) y el cuerpo del fago (el paquete genético), se insertaron 5 residuos adicionales se insertan en el
extremo C-terminal del inserto de Fcab rFcabRGD4, directamente cadena arriba del sitio de clonacion Notl, lo que
resulta en el clon FcabRGDA4L. FcabRGD4 es un Fcab que tiene un motivo de unién a integrina RGD insertado en el
bucle EF del dominio CH3 y que se une a avR33-integrina en el ELISA. Como una secuencia ligadora de mayor
longitud, se usé la secuencia de aminoacidos EGGGS, que aparece 8 veces en la secuencia del fago M13 p3. La
secuencia de aminoacidos resultante de FcabRGDA4L tal como se expresa después de la clonacion en pHEN1 se da
enla SEQ ID N ° 11 (Figura 5). En la SEC ID N° 11 (Figura 5), los residuos de aminoacidos 198-204 representan el
motivo RGD, el residuo de aminoacido 237 es el residuo en C-terminal de la pieza de insercién Fcab, los residuos
238-242 representan la secuencia ligadora insertada (que es la diferencia con el pHEN1 no modificado), seguido del
marcador myc, el codon de terminacion ambar y la secuencia p3.

Para la clonacion de la construccion la secuencia de FcabRGD4 se amplificd a partir de pHENFcabRGD4 (SEC ID N
© 12) usando los <cebadores de PCR EPKSNCO (SEC ID N ° 4) 'y CHS3rlink
actagcggccgcagagccaccaccctccttacccggagacagggagag (SEC ID N ° 13) y se clon6 a través de los sitios de
restriccion Ncol y Notl en el vector pHEN1. El vector resultante, pHENFcabRGDA4L (SEC ID N ° 14 / Figura 7), tiene
la secuencia ligadora adicional en las posiciones de nucleotidos 3.057 a 3.071.

Los dos vectores fagemidos, pHENFcabRGD4 y pHENFcabRGD4L se transformaron en TG1 de E. coli.
Posteriormente, las particulas de fago se rescataron de las células TG1 de E. coli con el fago colaborador M13-KO7.
Después, las particulas de fago se precipitaron del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en dos etapas, se
disolvieron en agua y se usaron para el ELISA.

El ELISA del fago se realizé del siguiente modo:

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

Se pueden realizar selecciones de fagos en las que las particulas de fago con wtFcab se mezclan con pequefias
cantidades de particulas de fago que llevan FcabRGD4 o FcabRGDA4L. Después de varias (normalmente 3-5) rondas
de adsorcion se seleccionan, preferentemente, los fagos que expresan FcabRGDA4L.

Ejemplo 4: Disefio de la biblioteca Fcab™

El disefio de Bibliotecas Fcab (ilustrado en la Figura 2): posiciones de aminoacidos en no los bucles no CR de los
dominios constantes CH3 de los anticuerpos se consideran para la aleatorizacion. Especialmente los bucles AB, CD
y EF se considera como que estan en un lado del dominio. Algunos de los criterios de disefio para la aleatorizacion
en una posicién determinada se describen en el presente documento.

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

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

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

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

n° de posiciones Diversidad tedrica a nivel de Numero de clones bacterianos
aleatorizadas aminoacidps independientes
Fcab01 13 8,2x10"® 0,6x10°
Fcab02 13, centrada 6,7x107 0,6x10°
Fcab03 13 8,2x10"® 1,0x10°
Fcab04 13, centrada 6,7x107 0,8x10°
Fcab05 15 1,3x1018 0,8x10°
Fcab06 |15, centrada 1,3x10° 1,0x10°

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

Diseno de aleatorizacion de bucle en levaduras

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

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

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

N%?:)?i:;g:ala tamano teérico Bucle AB Bucle CD Bucle EF indeg:a%r:ﬁ:ntes
Fcab05 2,0x10%2 ZXXXZ NGQPE (XXXXX)XXXRWXX 2,2x104
Fcab05sABCD 7.5x1031 XXXXX XXXXX (XXXXX)XXXRWXX 1,1x108
Fcab05sCD 6,8x10%° ZXXXZ XXXXX (XXXXX)XXXRWXX 8,6x108
Fcab05sAB 1,3x10% XXXXX NGQPE (XXXXX)XXXRWXX 53x107
Fcab07 3,4x10"0 LTKNQ NGQPE XXXXXXX 5,3x107
Fcab07AB 1,2x10'8 XXXXX NGQPE XXXXXXX 4,8x10°
Fcab07ABb 1,2x10'8 XXXXX NGQPE XXXXXXX 1,3x107
Fcab07b 3,4x10"0 LTKNQ NGQPE XXXXXXX 37x107
Fcab07CD 1,2x10'8 LTKNQ XXXPE XXXXXXX 1,9x107
Fcab07CDAB 3,9x10%5 XXXXX XXXPE XXXXXXX 1,7x107
Fcab08 3,4x107 XXXXX NGQPE DKSRWQQ 8,5x108
FcabO8EF 1,2x10'8 XXXXX NGQPE XXXXXXX 22x107

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

El pYD1 (Invitrogen) se utiliza como el vector basico. El vector se modifica de la siguiente manera, con el fin de
eliminar un sitio Xhol: pYD1 se escinde con Xhol, s se trata con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa y se
vuelve a ligar. La secuencia resultante se da en pYD1dX (SEC ID N ° 15/ Figura 8). pYD1dX contiene un sitio de
restriccion BamHI unico en la posicion 921/925 y un sitio de restriccion Notl Unico en la posicion 963/967. Se abre
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con estas dos enzimas de restriccion. Un inserto que codifica CH1-bisagra-CH2-CH3 de la IgG1 humana se prepara
mediante PCR a partir de ADNc que codifica la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal IgG1 humana. En este
inserto se introduce una mutacion puntual usando procedimientos estandar para mutar el residuo de cisteina en C-
terminal del dominio CH1 a una serina. El inserto se amplifica usando cebadores de PCR que se unen a un sitio de
restriccion BamHI y Not en ambos extremos respectivamente. Estos sitios de restriccién se utilizan después para
clonar el inserto en pYD1dX para producir el vector de expresion pYD1dXFc (SEC ID N ° 16 / Figura 9).

El codén mutado en el extremo C-terminal del dominio CH1 (Cys a Ser) esta en las posiciones 1233 a 1235 en la
secuencia de pYD1 DxFc. El codén de terminacion del inserto esta en la posicién 1917/1919.

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

Clonacion de las bibliotecas

La clonacion de las bibliotecas en las que las mutaciones se introducen en los bucles estructurales de los dominios
CH3 se realiza en la levadura mediante recombinacién homdloga (reparacion de huecos). Con este fin, se prepara
un vector recepto que carece del dominio CH3: se escinde el pYD1dXFc con Xhol (posicion 1603/1607) y Notl
(posicion 1921/1925), el fragmento grande se prepara mediante electroforesis en gel preparativa, se trata con el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa y se vuelve a ligar. Este procedimiento reconstituye un sitio Xhol tnico
(posicion 1603/1607) y el vector dado pYD1 CH12 (SEC ID N ° 17 / Figura 10). Posteriormente, pYD1CH12 se
escinde con Xhol y se utiliza como vector receptor para la reparacién de huecos en la levadura.

Como alternativa, para las bibliotecas indicadas en la Tabla 3 se construyé un vector receptor diferente, que
comprendia solo la regién bisagra, los dominios CH1 y CH2,, pero sin el dominio CH1. En este vector, el dominio
CH1 se eliminé cortando con BamH1 (posicién: 921/926) y Xho1 (posicion: 1603/1608). En su lugar, los autores
introdujeron un fragmento producido mediante PCR que comprende la region bisagra, el dominio CH2 y los
correspondientes sitios de enzimas de restriccion. El plasmido resultante es pYD1_dX_dCH1_Fcab_wt (SEC ID N °
428 / Figura 29). En una etapa adicional, los autores eliminaron el dominio CH3 del dltimo plasmido digiriendo con
Xho1 (1309/1314) y Not1 (1626/1633) y se sustituyd por dos marcadores secuenciales: el marcador V5 seguida del
marcador His6 Se obtuvo esta secuencia mediante amplificacion por PCR a partir del vector pYD1 y se cloné
utilizando los sitios de enzimas de restriccion Xho1 y Not1. El plasmido final, pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt (SEC ID
N° 427 / Figura 28), se utiliz6 como el vector receptor biblioteca. EIl pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt codifica para un
fragmento de la IgG1 humana a partir de la region bisagra y terminando en el comienzo de dominio CH3. Contiene
un Unico sitio de restriccion BamHI (921/926), Xho1 (1309/1314) y Notl (1422/1429). Estos 2 Ultimos se usan para la
introduccion de las bibliotecas CH3 mediante recombinacion de homdloga. El vector pYD1_dX_dCH1_Fcab_wt se
utiliza como un control positivo para la expresién de bisagra-CH2-CH3 humano sobre la superficie de la levadura y
pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt como punto de partida para la construccion de las bibliotecas enumeradas en la
Tabla 3.

Como fuente del inserto para pYD1dXFc, se usan las bibliotecas de Fcab Fcab01 (SEC ID N°18), Fcab02 (SEC ID
N°19), Fcab03 (SEC ID N° 20), Fcab04 (SEC ID N° 21), Fcab05 (SEC ID N°.22) y Fcab06 (SEC ID N°.23) . Estas
bibliotecas se preparan mediante sintesis de ADN estandar y contienen restos aleatorizados, asi como residuos
insertados en el bucle AB (entre los residuos 359 y 361 (numeracion de la UE)), asi como en el bucle EF (entre los
residuos 413 y 419 (numeracién EU) ) del dominio CH3 de la IgG1 humana. A partir de este ADN sintético, el inserto
ara la reparacion de huecos en la levadura se amplifica mediante PCR usando el par de cebadores para PCR

gapch35
caacaaggccctgccigcccccatcgagaagaccatctccaaggecaagggccagectcgagaaccacaggtgtac
accotgece  (SEC ID N° 24) y

gapfcs3
gagaccgaggagagggttagggataggcttaccttcgaagggccctctagactcgatcgageggecgctcatttacce
ggagacagggagagctc ttc (SEC ID N° 25)
100 pg del vector pYD1CH12 escindido con Xhol y 100 pg del inserto se mezclan y se transforman en la cepa
EBY100 de Saccharomyces (Invitrogen) utilizando el procedimiento de acetato de litio de acuerdo con el siguiente

protocolo, que se mejora con un factor de 100 para transformar la cantidad requerida de células y de ADN. En
resumen, para una unica transformacion de 1 ug de ADN del vector y 1ug de ADN del inserto se inoculan 10 ml de
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YPD (2 %de peptona, 2 % de dextrosa (D-glucosa)) con una colonia de levaduras y se agita durante la noche a 30
°C. La DO600 del cultivo durante la noche se determina y el cultivo se diluye hasta una DO600 de 0,4 en 50 ml de
YPD vy se cultivan durante 2--4 horas adicionales. Las células se sedimentan a 2.500 rpm y se resuspenden en 40 ml
de 1X TE (Tris 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM). Las células se sedimentan de nuevo a 2.500 rpm y se resuspenden en
2 ml de LiAc/0,5X TE 1M seguido de incubacidon a temperatura ambiente durante 10 minutos. 1 ug de ADN del
vector, 1 ug del inserto y ug de ADN de esperma de salmén cortado desnaturalizado (2 mg/ml) se mezclan con ul de
la suspensién de levadura. Se afiaden 700 ul de LiAc 1M/40 % PEG- 3350/1X TE y se mezclan con la suspension de
levadura/ADN, seguido de incubacion a 30 °C durante 30 minutos. Se afiaden 88 ul de DMSO, se mezclan y la
mezcla se incuba a 42 °C durante 7 minutos, seguido de centrifugacién en una microcentrifufa durante 10 segundos.
Después se retira el sobrenadante, el sedimento celular se resuspende en 1 ml de 2X TE y se vuelve a sedimentar.
El sedimento se resuspende después en 500-100 ul de TE y se siembra en placas con dextrosa minima que
contiene leucina (10 g/l de base de nitrégeno para levadura, 20 g/l de dextrosa, 0.1 g/l de leucina, 15 g/l de agar).
Tras la incubacion de las placas a 30 °C durante de 2 a 4 dias, aparecieron colonias Unicas que se recolectaron
después.

Como fuente del inserto para el vector pYD1dX_dCH1dCHS3, se usaron las bibliotecas Fcab enumeradas en la Tabla
3. Estas bibliotecas se preparan mediante sintesis de ADN estandar y contienen residuos aleatorizados asi como
residuos insertados en el bucle AB, y el bucle CD, asi como en el bucle EF del dominio CH3 de la IgG1 humana
(véase la Tabla 3). A partir de este ADN sintético, el inserto para la reparacion de huecos en la levadura se amplifica
mediante PCR utilizando los oligos YCH3.25rec.back y YCH3.25rec.opt.for (los cebadores utilizados se enumeran a
continuacion). La mezcla de transformacién basica comprende 2 ug de pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt escindido con
Xhol y 1 ug del ADN del inserto, que se mezclan y transforman en la cepa de Saccharomyces EBY100 (Invitrogen)
usando el procedimiento con acetato de litio, que se mejora con un factor de 100 para obtener la cantidad requerida
de transformantes. En resumen, para una Unica transformacion de 1 ug de ADN del vector y 1ug de ADN del inserto
se inoculan 10 ml de YPD (2 %de peptona, 2 % de dextrosa (D-glucosa)) con una colonia de levaduras y se agita
durante la noche a 30 °C. La DO600 del cultivo durante la noche se determina y el cultivo se diluye hasta una DO600
de 0,3 en 50 ml de YPD y se cultivan durante 6 horas adicionales o DO600 de 2,5. Las células se sedimentan a 2500
rom, se lavan dos veces: primero con 25 ml de agua destilada y después con LiAc 100 mM; vy, por ultimo, se
resuspenden en 500 ul de LiAc 100 mM. 2 ug de ADN del vector, 1 ug del inserto y 100 ug de ADN de esperma de
salmoén cortado desnaturalizado (2 mg/ml) se mezclan con 50 ul de la levadura en una solucién que contiene
PEG3500 (33 %p/v) y LIAc100mM en un volumen final de 360 ul. Después de una buena homogeneizacion, las
levaduras se mantienen a 30 °C durante 30 minutos y, después, a 42 °C durante 45 minutos. Después, se retira el
sobrenadante y el sedimento celular se resuspende en YPD vy se deja que las células se recuperen durante otros 60-
90 minutos a 30 °C. Después, el sedimento se incuba en medio selectivo (placas y/o liquido, véase mas adelante) a
30 °C durante 2 dias. La diversidad de la biblioteca se determina mediante el nimero de células individuales
cultivadas hasta colonias en placas que se han preparado e inoculado inmediatamente después del periodo de
recuperacion.

Lista de cebadores

a) CH3seqs/2 (SEC ID N° 429): 5'-AAGGAGTACAAGTGCAAGG-3'
b) cebadores inversos:

CDmut_back (SEC ID N° 430): 5-GCT CTC CCA CTC CAC G-3'
CDmut_back (SEC ID N° 430): 5'-CAC GGT GAG CTT GCT GTA GAG-3'
ABMUT5/2_back (SEC ID N° 432): 5-CTCATCCCGGGATGGG-3'

c) cebadores directos (X= trinucleétido, sintesis de aminoacidos aleatorizados) CDmut5cod_for (SEC ID N°
433):

5-GTG GAG TGG GAG AGC X X X X X AAC AAC TAC AAG ACC ACG-3' EFMUT7cod_for (SEC ID N°
434):

5'- AGC AAG CTC ACC GTG X X X X X X X GGG AAC GTC TTC TCA TGC-3' EFMUT3+2_for (SEC ID
N° 435):

5'- AGC AAG CTC ACC GTG X X X AGG TGG X X GGG AAC GTC TTC TCA TGC-3' ABMUT5 (wt)_for
(SEC ID N° 436):

5'-CCA TCC CGG GAT GAG X X X X X GTC AGC CTG ACC TGC CTG G-3'

d) CH3seqgAS (SEC ID N° 437): 5-TAGAATCGAGACCGAGG-3'
e)YCH3.25rec.opt.for (SEC ID N° 438): 5'-A CCA TCT CCA AGG CCA AGG-3'
f)Ych3.25rec.back (SEC ID N° 439): 5'-AAG GGC CCT CTA GAC TCG-3'
Cultivo-Induccién
Las bibliotecas de levaduras recolectadas (bibliotecas y Fcab ) se inoculan en 10 ml de medio SD-CAA (10 g/l de

base de nitrégeno para levaduras, 10 g/l de aminoacidos, y 20 g/l de dextrosa. 0,1 g/l de leucina, 9,67 g/l de
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NaH2PO42H20 y 10,19 g/l deNa2HPO47H20) y se cultivan en un agitador a 250 rpm a 28 °C durante 6.8 horas. La
DO600 del cultivo se determina y el cultivo de diluye hasta una DO600 de 0,2 y se cultiva en las mismas condiciones
hasta alcanzar una do600 DE 1-2. Las células se recolectan mediante centrifugacion (3.000 rpm /5 min/ 4° C) y se
resuspenden en medio de induccién SG/R-CAA (10 g/l de base de nitrobgeno de levadura. 10 g/l de casa
aminoacidos, y 20 g/l de galactosa, 10 g/l de rafinosa, 0,1 g/l de leucina, 9,67 g/l de NaH2PO42H20 y 10,19 g/l de
Na2HPO47H20). Los cultivos se inducen mediante incubaciéon durante 2 dias en un agitador a 250 rpom a 20 °C y
después se analizan y clasifican. Como alternativa, los cultivos se inducen mediante incubacién durante 1 dia en un
agitador a 250 rpm a 37 °C y después se analizan y clasifican.

Control de calidad de las bibliotecas yFcab

Las bibliotecas yFcab se analizan para determinar su nivel de expresion y la calidad de los Fcab expresados dos
dias después de la induccidon con medio SD-CAA. El nivel de expresién se analiza usando antisuero anti-IlgG-Fc
humano policlonal (Sigma). Con este fin, 0.5x10e6 células de la biblioteca se diluyen en 1 ml de tampon de tincion
(SB), que comprende OBS con 2 % de BSA. Las células se sedimentan y se tifien con 100 ul de SB que contiene
antisuero anti- IgG-Fc-PE humano diluido a 1/2000 (Sigma) durante 30 minutos en hielo, se lavan dos veces con SB
y después se analizan en el FACS. En general, 70-80 % de todas las células en cada biblioteca expresan Fcab
sobre su superficie celular. Para analizar el plegamiento correcto de Fcab, se realiza tincion con proteina A. De
nuevo, 0,5x10e6 células de la biblioteca se diluyen en 1 ml de tampdn de tincion SB, las células se sedimentan y
tifien con 100 ul de SB que contiene 1 ug/ml de Prot- A-FITC (Fluka) durante 30 minutos con hielo, se lavan dos
veces con SB y después se analizan en el FACS. Por lo general, las bibliotecas yFcab como se ha descrito
anteriormente muestran 40 % de células positivas a la proteina A.

Con el fin de analizar si los Fcab se expresan como dimeros sobre la superficie de las células se realiza una tincion
con CD64 humano. 5x10e5 células se sedimentan y se tifien 30 minutos eh huelo con 50 ul de SB que contiene 1
ug/ml de cd64 (R&D Systemns). Después de una etapa de lavado, las células se resuspenden en 50 ul de SB que
contiene 1 ug/ml de Penta His Alexa Fluor 488 (QlAgen) y se incuban otros 30 minutos en hielo. Las células se lavan
y se resuspenden en 200 ul de SB helado para analisis con FACS Como control, las células se incuban con
equivalente de Penta His Alexa Fluor 488, sin preincubacion con CD64. Tras la incubacion, las células se lavan una
vez con SB helado y se analizan en el FACS, Por lo general, > 50 % de todas las células en cada biblioteca
expresan Fcab diméricos sobre su superficie celular.

Biotinilacién del antigeno (Her2)

El antigeno recombinante, por ejemplo Her2 (Bendermedsystems) se realizé con el sistema EZ de Pierce de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. En pocas palabras, el antigeno se dializa contra PBS, se diluye a 1 mg/ml en
PBS y se mezcla con sulfo-LC-LC-biotina 10mM (EZ link, Pierce). que se disolvid previamente en agua. La
proporcion final entre antigeno y biotina es 1:3 y la mezcla se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después, la mezcla se "dializa" contra PBS usando columnas Vivaspin MWCO3000 (Sartorius) (5x8', 4.000 rpm).
Por dltimo, la concentracion del antigeno biotinilado (Her2) se analiza mediante HPLC y los alicuotas se almacenan
a-20 °C.

La calidad del antigeno bictinilado se analiza mediante LISA. En primer lugar, las placas se revisten con un
anticuerpo anti-HEer2 (p. €j., Herceptin) a 10 ug/ml en PSB, 100 ul/pocillo durante la noche a 4 °C. después, la placa
se lava 3 veces con tampodn de lavado (WB)(PBS + 0,05 % de Tween20) y se bloquea mediante tampdn de bloqueo
( BB) (PBS + 2 % BSA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar 3 veces con WB, se afiaden
diferentes concentraciones de Her2-biotina en 100 ul/pocillo de BB durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido
de lavado 3 veces con WB. Por ultimo, la placa se incuba con 1-25.000 de estreptavidina-HRP (GE healthcare) en
BB durante 1 hora a temperatura ambiente y se lava 3 veces con WB. El color se desarrolla afiadiendo 100 ul/pocillo
del sustrato TMB (Sigma) tras aproximadamente 10 minutos, la reaccion se detiene afiadiendo 100 ul/pocillo de 30
% de H2SO4. Los resultados se analizan con un lector de ELISA a 450-630 nm.

Ejemplo 6: Produccion de Fcab especificos de antigeno (Her2)
Seleccion de Fcab especificas de antigeno (Her2) usando FACS
Primera ronda de seleccion

Dos dias antes de la clasificaciéon con FACS, una biblioteca de levaduras que contiene 2,5 x10e 8 clones de Fcab se
induce con medio SG/R- CAA para expresar los Fcab sobre la superficie celular como se ha descrito anteriormente.
Tras dos dias, la cantidad de células que cubren, por ejemplo, 19 veces la biblioteca (= 2,5 x10e9), se incuba
durante 30 minutos en hielo con antigeno biotinilado 500 nM (Her2) en 2 ml de SB Después, las células se lavan una
vez con SB frio y después se incuban durante 30 minutos en hielo con estreptavidina-PE (de R&D systems) diluido a
1: 100 en SB. Las células se lavan dos veces con SB frio helado hasta una concentracién final de 1x10e9 células /
ml. Las tinciones control con 5x10e6 células / ml en 100 ul se realizan solo estreptavidina-PE, en ausencia de
antigeno. Tanto la biblioteca completa como las tinciones control se analizan por ejemplo, un FACS ARIA de BD.
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Para configurar las puertas para la clasificacion se utilizan las células control. Primero. se establece una puerta SSC
FSC (G1) para identificar células de levadura sanas del grafico del area de FSC frente a la anchira de FSC de G1y
solo se seleccionan las células que no se agregan en una nueva puerta (G2). Las células en G2 se analizan después
para determinar la reactividad con estreptavidina--PE usando FSC frente a FL-2 (canal de PE). G3 se establece para
inducir un 01, % de células positivas (falsas). Posteriormente, al menos 5x10e8 células tefiidas (dos veces el tamarfio
de la biblioteca, idealmente mas) se analizan con los parametros como se ha indicado anteriormente y las células en
G3 se clasifican en un tubo que contiene 2-3 ml de medio SD-CAA. Aproximadamente 5x10e5 células (Conjunto 1)
se recogen en la primera ronda de seleccién y se propagan durante de 1 a 2 dias, tras lo cual, las células se pueden
almacenar a .80 °C y los alicuotas se pueden inducir para expresar los Fcab como se ha descrito anteriormente.
Tras dos dias mas puede tener lugar la siguiente ronda de seleccion.

Segunda ronda de seleccion:

El conjunto 1 seleccionado en la ronda 1 se induce para expresar el Fcab sobre su superficie como se ha descrito
anteriormente. Al menos 5x10e6 células (que comprenden mudltiples copias del conjunto 1) se incuban durante 30
minutos en hielo con antigeno biotinilado 500 nM (Her2) en 1 ml de SB, Después, las células se lavan una vez con
SB frio y después se incuban durante 30 minutos en hielo con estreptavidina-PE (de R&D systems) diluido a 1:100
en SB junto con 2 ug/ml de proteina A-FITC (Fluka). A continuacién, las células se lavan dos veces con SB frio
helado hasta una concentracién final de 2x10e9 células / ml. Ademas, se realizan tinciones control en las que
5x10e6 células/ml del Conjunto 1 en 100 ul se incuban con una mezcla de proteina A y estreptavidina-PE como se
ha indicado anteriormente, pero sin la incubacién con el antigeno (Her2). Ademas, 5x10e5 células en 100 ul de un
clon de levadura que expresa el fragmento Fc no aleatorizado de Fcab wt) se tifien con Prot A - FITC como se ha
descrito en lo que antecede en ausencia de estreptavidina-PE. Las células que expresan Fcab-wt se analizan en, por
ejemplo, FACS ARIA de BD para configurar las puertas para la clasificacion. Primero. se establece una puerta SSC
FSC (G1) para identificar células de levadura sanas, del grafico del area de FSC frente a la anchura de FSC de G1y
solo se seleccionan las células que no se agregan en una nueva puerta (G2). Las células en G2 se analizan después
para determinar la expresion de la proteina A usando FSC frente a FL-1 (FITC). G3 se configura para cubrir las
células positivas a la proteina A (50-60 % de la puerta parental) y G4 se configura para cubrir las células débilmente
positivas a prot A (20-30 % de células parentales). G3+G4 incluiran aproximadamente el 70-80 % de todas las
células en G2. Ahora, el conjunto de células tefiidas para estreptavidina-PE en presencia de Prot A-FITC se usan
para establecer el resto de las puertas de clasificacion. Primero se comprueban G1 y G2 con el conjunto de células
y, si es necesario, se ajustan. El conjunto de células tendra menos episodios en G3 y, quiza también en G4, lo que
indica que no todas las células del conjunto 1 expresan Fcab que se pliega como Fcab-wt. Usando el conjunto de
células tefiidas control, se prepara una nueva puerta para G3 y para G4. Las nuevas puertas se configuran en el
grafico de FSC y FL-2 (PE). Se prepara una puerta (G5) que incluye 0,1 % de células positivas a estreptavidina
(falsas) en G3 y lo mismo se realiza para las células en G4, que da lugar a G6 En la siguiente etapa, al menos
5x10e6 células tefiidas para HER2-biotina + estreptavidina-PE y Prot A-FITC se clasifican mediante FACS-ARIA.
Las células se recogen de G5 (conjunto 2,1 y G6 (conjunto 2.2) en tubos separados que contienen 2-3 ml de medio
de cultivo para levaduras. Cabe esperar entre 10 y 1000 clones de ambas puertas. Ambos conjuntos nuevos se
propagan durante 1 o 2 dias y se almacenan a -80 °C. Las células de 2,1 y 2.2 se pueden usar para dirigir
clasificacion adicional en una tercera ronda o se pueden someter (preferentemente después de mezclar los dos
clones de nuevo) a una ronda de aleatorizacion adicional del bucle AB (maduracion de la afinidad) antes de clasificar
adicionalmente en el FACS.

Maduracion de la afinidad para clones/conjuntos determinados

Para la maduracién de la afinidad. se introduce diversidad en determinados clones o en conjuntos de clones
seleccionados, preferentemente solo en un bucle, aqui, el bucle AB. Con este fin, se efectué una PCR con un
cebador que contenia codones degenerados en las posiciones 359, 360 y 361 (numeracion de la UE (cebador
Abmut, gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagetgnnbnnbn- nbcaggtcagectgacctgee tggtcaaag, SEC ID N° 26),
0, como alternativa, se efectué una PCR con un cebador que contenia codones degenerados en las posiciones 358,
359, 360.361 y 362 (numeracién de la UE (cebador Abmut2LR,
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagnnbnnbnnbnnbnnbgtcagcectgacctgectggtca aag, SEC ID N° 27).

El segundo cebador usado en estas PCR es gapfcs3 en ambos casos. Con el fin de crear secuencias flanqueantes
para una reparacion de huecos eficiente en levaduras, los productos de la PCR resultantes se amplificaron
adicionalmente con el par de cebadores gapch35 y gapfsc3 y después se transformaron en la cepa EBY100 de
Saccharomyces cerevisiae mediante transformacién con acetato de litio junto con pYD1CH12 digerido con Chol
como se ha descrito en lo que antecede. Como cebadores alternativos, para la aleatorizaciéon de los residuos
descritos en el bucle AB, los cebadores tales como Abmut1L
(gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagnnbnnbnnbnnbecaggt- cagcctgacctgectggtca aag, SEC ID N° 28) o
Abmut1R (gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagetgnnbnnbnnbn- nbgtcagectgacctgectggtca aag, SEC ID N°
29) también se usaron. De forma analoga, los residuos en el bucle EF se aleatorizaron mediante aleatorizacion total.

Como alternativa, la aleatorizacion se realizé6 usando oligonucleétidos enriquecidos como cebadores sobre el clon
individual y- Her.C2.P4.2-9. En este caso, los oligos se disefiaron de un modo similar a lo mencionado anteriormente
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para la aleatorizacion completa de los respectivos bucles. no obstante, la parte aleatorizada contenia 70 % de la
base original en la primera y segunda posicién del codén y 10 % de cada uno de los otros 3 nucledtidos. La tercera
posicion contenia un 70 % de la base original y 30 % de la base de acuerdo con el codon NNK 'y NNS.

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

Tercera ronda de seleccion

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

Analisis de los clones:

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

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

Los clones seleccionados como se ha descrito en lo que antecede con caracteristicas como se ha descrito en lo que
antecede se produjeron como moléculas solubles. Esto se realizd principalmente mediante transfeccion transitoria,
pero también mediante transfeccion estable del ADN de Fcab en las nuevas células huésped. Con este fin, el ADN
de clones de levaduras individuales se aislé usando procedimientos estandar. El ADN de codificacion relevante para
el dominio CH3 completo O solo la parte del dominio CH3 que se asigné al azar en la biblioteca se amplifico
mediante PCR y se transfiri6 a un vector de expresién nuevo que contiene la parte que falta de la Fcab y un
promotor adecuado y uno de mas marcadores de seleccion, tales como G418, lo que permite la seleccion de células
transfectadas de un conjunto de células no transfectadas. El nuevo vector se transfecté después transitoriamente en
una nueva célula huésped, tales como células HEK293 o CHO. Se dejé que las células huésped se recuperaran y se
cultivaron posteriormente durante un maximo de 10 dias. El sobrenadante de los cultivos que contiene el Fcab
soluble se utilizé para su analisis adicional después de la purificacion sobre Prot A. Las lineas celulares estables
también se pueden realizar por procedimientos estandar.

Tabla 4: Secuencias de clones de levaduras de union a Her2 seleccionados de bibliotecas iniciales, tras la expansion
del conjunto y tras la maduracion de la afinidad: con referencia a la numeracion de la SEC ID N° 1 (Figura ) (bucle
CD); AA169ff NGQPE)

Nombre del clon Bucle AB AA143ff Bucle EF AA198ff
Fcab wt LTKNQ DKSRWQQ
y-Her.C2-P3.1-1 LDNSQ (SEC ID N° 30) IRSSVGSRRWWS (SEC ID N° 51)
y-Her.C2-P3.1-3 YEGSS (SEC ID N° 31) IRSSVGSRRWWS (SEC ID N° 51)
y-Her.C2-P3.1-5 YMSAD (SEC ID N° 32) SRRDSSLLRWAH (SEC ID N° 53)
y-Her.C2-P3.1-6 YRRGD (SEC ID N° 33) APGSKGYRRWAL (SEC ID N° 54)
)

y-Her.C2-P3.1-8 LMSRQ (SEC ID N° 34 DKPFWGTSRWSR (SEC ID N° 55)

y-Her.C2-P3.1-16 LHLAQ (SEC ID N° 35) SINDLINHRWPY (SEC ID N° 56)
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y-Her.C2-P3.1-18

YLSKD (SEC ID N° 36)

MWGSRDYWRWSH (SEC ID N° 57)

y-Her.C2-P3.2-3

YRSGS (SEC ID N° 37)

NSGSAMMVRWAH (SEC ID N° 58)

y-Her.C2-P3.2-9

LRDGQ (SEC ID N° 38)

QRSRLSRQRWWR (SEC ID N° 59)

y-Her.C2.P4.2-1

YSANT (SEC ID N° 39)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60)

y-Her.C2.P4.2-3

YASNT (SEC ID N° 40)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-4

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-5

YSDGD (SEC ID N° 41)
YSGGS (SEC ID N° 42)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-6

YGRDS (SEC ID N° 43)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-8

YAGGT (SEC ID N° 44

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-10

y-Her.C2.P4.2-12

)
YSSDS (SEC ID N° 45)
YHSGS (SEC ID N° 46)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-15

YLTNS (SEC ID N° 47)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-18

YGSEE (SEC ID N° 48

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-19

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-20

)
YRSGE (SEC ID N° 49)
YGTDD (SEC ID N° 50)

)
)
)
)
)
ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60)
)
)
)
)
)

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60

y-Her.C2.P4.2-9

YLHGD (SEC ID N° 161

ARYSPRMLRWAH (SEC ID N° 60)

)
HAF1311A1 YLHGD (SEC ID N° 161) VSRYSMTMWRWAH (SEC ID N° 61)
HAF1311A10 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRYSRSMMRWAH (SEC ID N° 62)
HAF1311A11 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRYSQMMWRWAH (SEC ID N° 63)
HAF1311A12 YLHGD (SEC ID N° 161) ITRYSRQMLRWAH (SEC ID N° 64)
HAF1311A2 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRYSALMWRWAH (SEC ID N° 65)
HAF1311A3 YLHGD (SEC ID N° 161) VARHSEAMWKWGH (SEC ID N° 66)
HAF1311A4 YLHGD (SEC ID N° 161) VGRYSQRMWRWAH (SEC ID N° 67)
HAF1311A5 YLHGD (SEC ID N° 161) IRSSVGSRRWWS (SEC ID N° 51)
HAF1311A6 YLHGD (SEC ID N° 161) VGRHSPTMWKWAH (SEC ID N° 69)
HAF1311A7 YLHGD (SEC ID N° 161) LGRWSPKMWRWAH (SEC ID N° 70)
HAF1311A8 YLHGD (SEC ID N° 161) VARWSPSMMRWAH (SEC ID N° 71)
HAF1311A9 YLHGD (SEC ID N° 161) VARNSPSMWRWAH (SEC ID N° 83)
HAF1311B1 YLHGD (SEC ID N° 161) VARWSPSMVRWAH (SEC ID N° 84)
HAF1311B10 YLHGD (SEC ID N° 161) VARKNHRKWRRTH (SEC ID N° 85)
HAF1311B11 YLHGD (SEC ID N° 161) VSRYSPTMWQWAH (SEC ID N° 86)
HAF1311B12 YLHGD (SEC ID N° 161) VARHSLSMWRWAH (SEC ID N° 87)
HAF1311 B2 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSQTMWRWAH (SEC ID N° 88)
HAF1311 B3 YLHGD (SEC ID N° 161) MPRFSPSMWRWAH (SEC ID N° 89)
HAF1311B4 YLHGD (SEC ID N° 161) VTRYSQSMWRWAH (SEC ID N° 90)
HAF1311B5 YLHGD (SEC ID N° 161) IERYSTRMWSWAH (SEC ID N° 91)
HAF1311B6 YLHGD (SEC ID N° 161) VARHSPEMWHWAH (SEC ID N° 92)
HAF1311B7 YLHGD (SEC ID N° 161) VARGSPSMWSWGH (SEC ID N° 93)
HAF1311B8 YLHGD (SEC ID N° 161) VARHSQTMWHWAH (SEC ID N° 94)
HAF1311B9 YLHGD (SEC ID N° 161) LARYSPGMWRWAH (SEC ID N° 95)
HAF1311C1 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRFSPTMWKWAH (SEC ID N° 96)
HAF1311C10 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRWSRTMLRWAH (SEC ID N° 97)
HAF1311C11 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRYSPRMWRWAH (SEC ID N° 98)
HAF1311C2 YLHGD (SEC ID N° 161) IARHSKSMWSWAH (SEC ID N° 99)
HAF13112C3 YLHGD (SEC ID N° 161) MPRWSKSLSGWAH (SEC ID N° 100)
HAF1311C5 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYTPSMWRWAH (SEC ID N° 101)
HAF1311C7 YLHGD (SEC ID N° 161) VARNSLTMWRWAH (SEC ID N° 102)
HAF1311C8 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSPSMWKWAH (SEC ID N° 103)
HAF1311C9 YLHGD (SEC ID N° 161) VARFSPSMWRWAH (SEC ID N° 104)
HAF1311D2 YLHGD (SEC ID N° 161) LARWSPSLSRWAH (SEC ID N° 105)
HAF1311D3 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 106)
HAF1311D4 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRSSLTMWKWAH (SEC ID N° 107)
HAF1311D5 YLHGD (SEC ID N° 161) VPRHSTRMWKWAH (SEC ID N° 108)
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HAF1311D6

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRHSRRMWRWAH (SEC ID N° 109)

HAF1311D7

YLHGD (SEC ID N° 161

VTRYSPSMWRWAH (SEC ID N° 110)

HAF1311E10

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRHSRRMWRWAH (SEC ID N° 109)

HAF1311 E2

YLHGD (SEC ID N° 161

MPRWSKSLSGWAH (SEC ID N° 100)

HAF1311 E3

YLHGD (SEC ID N° 161

VTRHSSSMWRWAH (SEC ID N° 111)

HAF1311 E4

YLHGD (SEC ID N° 161

VARYSRSMKKWAH (SEC ID N° 112)

HAF1311 ES

YLHGD (SEC ID N° 161

VARGSTTMWRWGH (SEC ID N° 113

HAF1311E6

YLHGD (SEC ID N° 161

HAF1311E7

YLHGD (SEC ID N° 161

)
VARSSPEMWRWAH (SEC ID N° 114)
VARYSTGMWNWAH (SEC ID N° 115)

HAF1311 E8

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRYSQRMWRWAH (SEC ID N° 116

HAF1311 E9

YLHGD (SEC ID N° 161

)
VPRNSPRMWRWAH (SEC ID N° 117)

HAF1312F1

YLHGD (SEC ID N° 161

LARWSPSMSRWAH (SEC ID N° 118)

HAF1312G12

YLHGD (SEC ID N° 161

LARWSPSMKSWAH (SEC ID N° 119)

HAF1312F11

YLHGD (SEC ID N° 161

LPRYSTKMKRWAH (SEC ID N° 120)

HAF1312F7

YLHGD (SEC ID N° 161

IRSSVGSRRWWS (SEC ID N° 51)

HAF1312F3

YLHGD (SEC ID N° 161

IPRWSQQMSRWAH (SEC ID N° 122)

HAF1312F5

YLHGD (SEC ID N° 161

VGRWTPSMWRWAH (SEC ID N° 123)

HAF1312G10

YLHGD (SEC ID N° 161

VKRSSPSMWRWAH (SEC ID N° 124)

HAF1312G2

YLHGD (SEC ID N° 161

VARFSPSMWRWAH (SEC ID N° 104)

HAF1312G1

YLHGD (SEC ID N° 161

LARYSPGMWNWAH (SEC ID N° 125)

HAF1312G9

YLHGD (SEC ID N° 161

IARYSPNMWNWAH (SEC ID N° 126)

HAF1312G8

YLHGD (SEC ID N° 161

IARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 127)

HAF1312F12

YLHGD (SEC ID N° 161

VARFSPSMLKWAH (SEC ID N° 128)

HAF1312F2

YLHGD (SEC ID N° 161

VARYSKSMLKWAH (SEC ID N° 129)

HAF1312F10

YLHGD (SEC ID N° 161

VARHSRTMWRWGH (SEC ID N° 130)

HAF1312G7

YLHGD (SEC ID N° 161

IARHSREMLRWAH (SEC ID N° 131)

HAF1312F8

VARYSSTMSRWAH (SEC ID N° 132)

HAF1321A1

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRYSQRMWRWAH (SEC ID N° 116)

HAF1321B11

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRYSQMMWRWAH (SEC ID N° 63)

HAF1321A2

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRYSPRMWRWAH (SEC ID N° 98)

HAF1321A10

YLHGD (SEC ID N° 161

IPRWSQQMSRWAH (SEC ID N° 122)

HAF1321A4

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRHSLKKLQRKH (SEC ID N° 133)

HAF1321 B10

YLHGD (SEC ID N° 161

VARHSLSMWRWAH (SEC ID N° 87)

HAF1321A5

YLHGD (SEC ID N° 161

VARYSPSMWNWAH (SEC ID N° 134

HAF1321B1

YLHGD (SEC ID N° 161

VARYSPTMWKWAH (SEC ID N° 148

HAF1321A11

YLHGD (SEC ID N° 161

VARFSPSMWRWAH (SEC ID N° 104

HAF1321B5

YLHGD (SEC ID N° 161

— = |~

VSRFSPSMWRWAH (SEC ID N° 149

HAF1321B2

YLHGD (SEC ID N° 161

VGRWTPSMWRWAH (SEC ID N° 123)

HAF1321B6

YLHGD (SEC ID N° 161

IARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 127)

HAF1321B7

YLHGD (SEC ID N° 161

IARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 127)

HAF1321B9

YLHGD (SEC ID N° 161

IPRYTPSMWRWAH (SEC ID N° 150)

HAF1322C10

YLHGD (SEC ID N° 161

IPRWSQQMSRWAH (SEC ID N° 122)

HAF1322C11

YLHGD (SEC ID N° 161

VPRYSTLMWRWAH (SEC ID N° 151)

HAF1322C7

YLHGD (SEC ID N° 161

LPRHSRRMWRWAH (SEC ID N° 152)

HAF1322C6

YLHGD (SEC ID N° 161

LARWSPSMLRWAH (SEC ID N° 153)

HAF1322C3

YLHGD (SEC ID N° 161

VARHSLSMWRWAH (SEC ID N° 87)

HAF1322C4

YLHGD (SEC ID N° 161

VARHSPAMWRWAH (SEC ID N° 154

HAF1322C8

YLHGD (SEC ID N° 161

)
VARSSPSMWRWAH (SEC ID N° 147)

H10-03-6

YLYGD (SEC ID N° 162

VPRHSARMWRWAH (SEC ID N° 155)

H10-03-6R

YLYGD (SEC ID N° 162

VPRHSARMWRWAH (SEC ID N° 155)

H10-03-6Y

YLYGD (SEC ID N° 162

ABEFs0101

YLSAD (SEC ID N° 163

VPRYSARMWRWAH (SEC ID N° 156)
VARYSPSMWRWGH (SEC ID N° 135)

ABS0101G

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
YLHGD (SEC ID N° 161)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

YLSAD (SEC ID N° 163

VARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 106)
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ABS0101P YLSAD (SEC ID N° 163) VPRYSASMWRWGH (SEC ID N° 136)
ABS0101PG YLSAD (SEC ID N° 163) VPRYSASMWRWAH (SEC ID N° 137)
EF3-1 YLHGD (SEC ID N° 161) LPRYSPGMWRWAH (SEC ID N° 138)
EF3-2 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSPSMWNWAH (SEC ID N° 134)
EF3-3 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSPSMWRWGH (SEC ID N° 135)
EF3-4 YLHGD (SEC ID N° 161) IPRWSQQMSRWAH (SEC ID N° 122)
EF3-6 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSQTMSRWAH (SEC ID N° 139)
EF3-7 YLHGD (SEC ID N° 161) IARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 127)
EF3-8 YLHGD (SEC ID N° 161) VAGYRPRRSGSSH (SEC ID N° 140)
EF3-9 YLHGD (SEC ID N° 161) LARHSANMLRWAH (SEC ID N° 141)
EF3-13 YLHGD (SEC ID N° 161) VARHSPSMWSWAH (SEC ID N° 142)
EF3-14 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYTPSMWRWAH (SEC ID N° 101)
EF3-15 YLHGD (SEC ID N° 161) VARWSPSMFRWAH (SEC ID N° 143)
EF3-16 YLHGD (SEC ID N° 161) LARWSPSMKSWAH (SEC ID N° 119)
EF3-17 YLHGD (SEC ID N° 161) VARHSRTMWRWGH (SEC ID N° 130)
EF3-18 YLHGD (SEC ID N° 161) LARWSPSMSRWAH (SEC ID N° 118)
EF3-20 YLHGD (SEC ID N° 161) VARWSPSMLRWAH (SEC ID N° 144)
EF10-01 YLHGD (SEC ID N° 161) VARSSPTMWRWAH (SEC ID N° 145)
EF10-02 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSPSMWRWAH (SEC ID N° 106)
E-F10-03 YLHGD (SEC ID N° 161) VARWSPSMMRWAH (SEC ID N° 71)
EF10-04 YLHGD (SEC ID N° 161) VTRWSPTMWRWAH (SEC ID N° 146)
EF10-07 YLHGD (SEC ID N° 161) VARNSPSMWRWAH (SEC ID N° 83)
EF10-08 YLHGD (SEC ID N° 161) LARWSPSLSRWAH (SEC ID N° 105)
EF10-09 YLHGD (SEC ID N° 161) VARSSPSMWRWAH (SEC ID N° 147)
EF10-10 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSPRMWRWAH (SEC ID N° 157)
EF10-13 YLHGD (SEC ID N° 161) VARYSRKMSSWGH (SEC ID N° 158)
EF10-14 YLHGD (SEC ID N° 161) LASYSPSMWRWGH (SEC ID N° 159)
EF10-15 YLHGD (SEC ID N° 161) IRSSVGSRRWWS (SEC ID N° 51)

Tabla 5: Secuencias de clones de levaduras de union a Her2 seleccionados de bibliotecas iniciales, tras la expansion

del conjunto y tras la maduracion de la afinidad: con referencia a la numeracion de la SEC ID N° 1 (Figura 3)

Nombre del clon Bucle AB AA143ff Bucle CD AA169ff Bucle EF AA198ff
H542-M3C8 LSLPC (SEC IDN° 164) | ISGPE (SEC ID N°240) | PQTPPSQ (SEC 1D N° 340)
H541-M2D7 REGGR (SEC ID N° 165) | NGQPE (SEC ID N° 241) Rﬁfg’g)"v GTSRWSR (SEC ID
H541-M2E11 LTKNQ (SEC IDN° 166) | DGRPE (SEC ID N° 242) Rf?g)"VGTSRWSR (SECID
H541-M2D12 TKAFY (SEC IDN° 167) | NGQPE (SEC ID N°241) | PPSPPRT (SEC 1D N° 341)
H541-M2H10 TKGL_(SECIDN°172) | NGQPE (SEC ID N°241) | PPSPPRT (SEC 1D N° 341)
H541-M2H8 TKAFY (SEC IDN° 167) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PPSPPRT (SEC 1D N° 341)
H542-M3A10 WWLFG (SEC ID N° 168) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PWVRWMQ (SEC ID N° 342)
H542-M3F10 KKKK (SEC IDN° 169) | NGQPE (SEC ID N° 241) | SRARWRH (SEC 1D N° 343)
H542-M3D5 KWNKK (SEC ID N° 170) | NGQPE (SEC ID N° 241) | SRSRWRG (SEC ID N° 344)
H542-M4A4 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PRWKM (SEC 1D N° 345)
H542-M3G11 YKTKD (SEQ ID No-173) | NGQPE (SEC ID N° 241) EOR;(L\‘SF)’RMVRWAH (SECID
H542-M3D9 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PQSRWYN (SEC 1D N° 347)
H542-M3F7 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PWSRWRL (SEC ID N° 348)
H542-M4B12 RKEKK (SEC ID N° 174) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H542-M3D11 WWVGG (SEC ID N° 175) | DAGPE (SEC ID N° 243) | PWVRWMQ (SEC ID N° 342)
H542-M3A4 WWRGG (SEC ID N° 176) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PWVRWLQ (SEC ID N° 350)
H542-M3B8 WWRGG (SEC ID N° 176) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PWVRWMQ (SEC ID N° 342)
H542-M3C4 YGHKY (SEC ID N° 177) | NKQNH (SEC ID N° 244) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H542-M4D4 TKKET (SEC IDN° 178) | NGQPE (SEC ID N° 241) | ELEGEEQ (SEC ID N° 351)
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H542-M3A7 TGGNK (SEC ID N° 179) | NMGPE (SEC ID N° 245) | NRSRWQQ (SEC ID N° 352)
H542-M3C12 LTKNQ (SEC IDN° 166) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KKKKLKQ (SEC ID N° 353)
H542-M3E10 LTKNQ (SEC IDN° 166) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KKKQLKK (SEC ID N° 354)
H542-M3E6 LDGDQ (SEC ID N° 180) | NGQPE (SEC ID N° 241) SSQSP;KRKKKK (SECID N
H542-M4E9 FIPHN (SEC IDN° 181) | DCGPE (SEC ID N° 246) | PPPLCAP (SEC ID N° 356)
H542-M4D8 KKKGK (SEC ID N° 182) | NGQPE (SEC ID N° 241) | SLNRWKR (SEC ID N° 357)
H542-M4H8 KKKGK (SEC ID N° 182) | NGQPE (SEC ID N° 241) | SLNRWKR (SEC ID N° 357)
H542-M4B11 LTKNQ (SEC ID N° 166) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KNKKKRK (SEC ID N° 358)
H542-M4C10 LTKNQ (SEC ID N° 166) | MDGPE (SEC ID N° 247) | KKKKIKK (SEC ID N° 359)
H542-M4F 11 LTKNQ (SEC IDN° 166) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KKKKMKK (SEC ID N° 360)
H542-M4C8 LTKNQ (SEC IDN° 166) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KRKKLKK (SEC ID N° 367)
H542-M4G2 KNKKK (SEC ID N° 183) | NGQPE (SEC ID N° 241) | REREWRK (SEC ID N° 362)
H542-M4C7 TKKET (SEC ID N° 178) | NGQPE (SEC ID N° 241) | ELEGEEQ (SEQ ID No-351)
H561G3M1B8 KKKNN (SEC ID N° 184) | YPEKH (SEC ID N° 248) | DKSRWQQ (SEC ID N° 363)
H542-M4D10 TKKET (SEC ID N° 178) | NGQPE (SEC ID N° 241) | ELEGEEQ (SEC ID N° 351)
H542-M4B3 KKKKR (SEC ID N° 185) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PLRLPPM (SEC ID N° 364)
H542-M4AG YGHKY (SEC ID N° 177) | NKQNH (SEC ID N° 244) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H561G3M1C6 LKKKT (SEC IDN° 186) | NGQPE (SEC ID N° 241) EOREQSV)VYGNRWRR (SECID
H542-M4C1 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PQSRWYN (SEC 1D N° 347)
H542-M4F4 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PWSRWRL (SEC ID N° 348)
H561G3M1E] TKGRW (SEC ID N° 187) | NGAPQ (SEC ID N° 249) | SRARWRH (SEC ID N° 343)
H542-M4F6 LSLPC (SEC IDN° 164) | ISGPE (SEC ID N°240) | PQTPPSQ (SEC ID N° 340)
H561G3M1A1 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | TPGNLAL (SEC ID N° 366)
H561G3M1A10 KKKNK (SEC ID N° 188) | NGQPE (SEC ID N° 241) | SREDFRA (SEC ID N° 367)
H561G3M1A9 KHAET (SEC IDN° 189) | NGQPE (SEC ID N° 241) | LVSISVG (SEC ID N° 368)
H561G3M1B10 “KKKK (SEC ID N° 190) | DYGPM (SEC ID N° 250) | PSRRWRE (SEC ID N° 369)
H561G3M1G4 FFTYW (SEC IDN° 191) | NGQPE (SEC ID N° 241) | DRRRWTA (SEC ID N° 370)
H561G3M1B9 EGKRK (SEC ID N° 192) | NGQPE (SEC ID N° 241) | SRARWRH (SEC 1D N° 343)
H561G3M1CA RHGGW (SEC ID N° 193) | NGQPE (SEC ID N° 241) | DLQDKKY (SEC ID N° 371)
H561G3M1C2 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | ISVPPDE (SEC ID N° 372)
H561G3M1H8 “KSGY (SEC IDN° 194) | RKKKE (SEC ID N°251) | SRARWRH (SEC ID N° 343)
H561G3M1C8 AKEGG (SEC ID N° 195) | NGQPE (SEC ID N° 241) | TGPDITV (SEC ID N° 373)
H561G3M1D1 KYWMA (SEC ID N° 196) | NGQPE (SEC ID N° 241) | IVLSGFR (SEC ID N° 374)
H561G3M1D5 KKKNK (SEC ID N° 188) | DAGPE (SEC ID N° 243) | MGIHNIN (SEC ID N° 375)
H564G11M2F4 LTKNQ (SEC IDN° 166) | NGQPE (SEC ID N° 241) | MKQDEMA (SEC 1D N° 376)
H561G3M1E2 FFTYW (SEC IDN° 191) | NGQPE (SEC ID N° 241) | DRRRWTA (SEC ID N° 370)
H561G3M1E6 KKKKK (SEC IDN° 171) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PQWRLQW (SEC ID N° 377)
H561G3M1E7 KKKNK (SEC ID N° 188) | NGQPE (SEC ID N° 241) | HRRLVAR (SEC ID N° 378)
H561G3M1F10 QLRNK (SEC ID N° 197) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KQNLRRK (SEC ID N° 379)
H561G3M1F2 QRGRM (SEC ID N° 198) |KGGRE (SEC ID N° 252) | SRARWRH (SEC 1D N° 343)
H561G3M1G1 QRGRM (SEC ID N° 198) | KGGRE (SEC ID N°252) | S RARWRH (SEC ID N° 343)
H564G11M2F12 KNHNT (SEC ID N° 199) | NGQPE (SEC ID N° 241) ﬁoRgg)L)HGNRWRR (SECID
H561G3M1H3 KKKKK (SEC IDN° 171) | GNWQP (SEC ID N° 253) | NRERWRR (SEC ID N° 381)
H561G3M1H7 MSENE (SEC ID N° 200) | NGQPE (SEC ID N° 241) | TWVRWMQ (SEC 1D N° 382)
H564G11M2G2 KKKNK (SEC ID N° 188) | TTGPY (SEC ID N° 254) | PWSRWRL (SEC ID N° 348)
H564G11M2A10 KKKNK (SEC 1D N° 188) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PHWQWKW (SEC ID N° 383)
H564G11M2A% YGHKY (SEC ID N° 177) | DMNQP (SEC ID N° 255) | SKKKLRK (SEC ID N° 384)
H564G11M2A5 YGHKY (SEC ID N° 177) | KWPMF (SEC ID N° 256) | PWKRLRK (SEC ID N° 385)
H564G11M2A9 WWNMDY (SEC ID N° 201) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KRKKLKK (SEC ID N° 361)
H564G11M2B1 YGHKY (SEC ID N° 177) | HDQRH (SEC ID N° 257) | TQKRWRS (SEC ID N° 386)
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H564G11M2B12 MKKNK (SEC ID N° 202) | LGMYM (SEC ID N° 258) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H564G11M2B3 YGHKY (SEC ID N° 177) | N KM FT (SEC ID N° 259) | NRKHLRA (SEC ID N° 387)
H564G11M2B4 EYFRH (SEC ID N°203) | NGQPE (SEC ID N° 241) | TRRRWTR (SEC ID N° 388)
H564G11M2B5 KKKNK (SEC ID N° 188) | NGQPE (SEC ID N° 241) | DHRRINR (SEC ID N° 389)
H564G11M2B7 FDMRD (SEC ID N° 204) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KRKKLKK (SEC ID N° 361)
H564G11M2C1 MKKPY (SEC ID N° 205) | LGYPE (SEC ID N° 260) | KKKKYHK (SEC ID N° 390)
H564G11M2C 11 KKKNN (SEC ID N° 184) | HGYQL (SEC ID N° 261) | PWVRWMQ (SEC 1D N° 342)
H564G11M2C3 YGHKY (SEC ID N° 177) | NVFIE (SEC ID N°262) | QKKKLKK (SEC 1D N° 391)
H564G11M2C7 FEMPY (SEC ID N° 206) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KRKKLKK (SEC ID N° 361)
H564G11M2C9 YGHKY (SEC ID N° 177) | NRGWH (SEC ID N° 263) | PQKKLRK (SEC ID N° 392)
H564G11M2D1 KKKNH (SEC ID N° 207) | PFTLK (SEC ID N°264) | DKRGIRK (SEC ID N° 393)
H564G11M2D10 FFTYW (SEC IDN°191) | NGQPE (SEC ID N° 241) | DRRRWTA (SEC ID N° 370)
H564G11M2D4 “KKKK (SEC ID N° 190) | DYGPM (SEC ID N° 250) | PSRRWRE (SEC ID N° 369)
H564G11M2D9 YGHKY (SEC ID N° 177) | STTRV (SEC IDN° 265) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H564G11M2E10 KKKNH (SEC ID N° 207) | WDQHQ (SEC ID N° 266) | EKKRWKE (SEC 1D N° 394)
H564G11M2E11 “KKKK (SEC ID N° 190) | DYGPM (SEC ID N° 250) | TSRRWRE (SEC 1D N° 395)
H564G11M2E3 YGHKY (SEC ID N° 177) | SGWMM (SEC ID N° 267) | KKEKLRK (SEC 1D N° 396)
H564G11M2ES YGHKY (SEC ID N° 177) | WRKMT (SEC ID N° 268) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H564G11M2H10 YGHKY (SEC ID N° 177) | FPKKY (SEC IDN° 269) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H564G11M2F2 MWEPS (SEC ID N° 208) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KKKKLKK (SEC ID N° 397)
H564G11M2F5 LRGST (SEC IDN°209) | SPYFV (SEC ID N°270) | KKKKIMK (SEC ID N° 398)
H564G11M2F6 KKKKK (SEC IDN°171) | IRGTS (SEC IDN°271) | DQTRWRR (SEC ID N° 399)
H564G11M2F7 DSYMI (SEC IDN°210) | NGQPE (SEC ID N° 241) | TWVRWMQ (SEC ID N° 382)
H564G11M2F9 YGHKY (SEC ID N° 177) | QVPGW (SEC ID N° 272) | KKKEIKK (SEC ID N° 400)
H564G11M2G4 YGHKY (SEC ID N° 177) | DLPYQ (SEC ID N°273) | KKNKLKK (SEC ID N° 401)
H564G11M2G6 YGHKY (SEC ID N° 177) | PRSHW (SEC ID N° 274) | PQKRWRS (SEC D N° 349)
H564G11M2G7 KKKNK (SEC ID N° 188) | LYGHA (SEC ID N° 275) | NRERWRR (SEC ID N° 381)
H564G11M2G9 KKKNK (SEC ID N° 188) | NGQPE (SEC ID N° 241) | PWWQFRQ (SEC 1D N° 402)
H564G11M2H2 YGHKY (SEC ID N° 177) | APYVH (SEC ID N° 276) | KKKEIKK (SEC ID N° 400)
H564G11M2H3 MEQHS (SEC ID N°211) | NGQPE (SEC ID N° 241) | KRKKLKK (SEC ID N° 361)
H564G11M2H4 YGHKY (SEC ID N° 177) | RTGQK (SEC ID N° 277) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H564G11M2H8 YGHKY (SEC ID N° 177) | PTYWY (SEC ID N° 278) | NRKHLRA (SEC ID N° 387)
H564G11M2H9 KKKKH (SEC IDN°212) | EGMEI (SEC IDN°279) | PSRRWRE (SEC ID N° 369)
H565_G12C1 LKKKT (SEC IDN°186) | NGQPE (SEC ID N° 241) ZOR;’;‘SV)V YGNRWRR (SEC ID
H565_G12D5 KKKKK (SEC ID N° 171) | PVWWGA (SEC ID N° 280) E(%?KLSSLRWKK (SECID N°
H565_G12E4 KKKKK (SEC IDN° 171) | PLMVD (SEC ID N° 281) E(%?KLSSLRWKK (SECID N°
H565_G12A1 KKKNH (SEC ID N° 207) | KYGSQ (SEC ID N° 282) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12C4 KKKNH (SEC ID N° 207) | RWNNQ (SEC ID N° 283) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12F1 KKKNH (SEC ID N° 207) | VYKQD (SEC ID N° 284) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12A10 KKKNH (SEC ID N° 207) | NQMKF (SEC ID N° 285) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12A8 KKKNH (SEC ID N° 207) | NHQHT (SEC ID N° 286) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12A4 KKKNH (SEC ID N° 207) | KRFVD (SEC ID N° 287) | PNEKLKK (SEC ID N° 404)
H565_G12B2 KKKNH (SEC ID N° 207) | HHEPL (SEC ID N° 288) | PLSRWKR (SEC 1D N° 405)
H565_G12F4 KKKNH (SEC ID N° 207) | PKMPY (SEC ID N° 289) | NRKHLRA (SEC ID N° 387)
H565_G12H5 KKKNH (SEC ID N° 207) | PKDHE (SEC ID N° 290) | ARSRWRK (SEC 1D N° 408)
H565_G12G6 LTKNQ (SEC IDN° 166) | AKGSI (SEC IDN°291) | PKKRLRR (SEC 1D N° 409)
H565_G12A5 YGHKY (SEC ID N° 177) | EDPEM (SEC ID N° 292) | KNKKRKK (SEC ID N° 410)
H565_G12E9 YGHKY (SEC ID N° 177) | EFDHQ (SEC ID N° 293) | KNKKRKK (SEC 1D N° 410)
H565_G12F8 YGHKY (SEC ID N° 177) | NEKQD (SEC 1D N° 204) | NTKKLKK (SEC ID N° 411)
H565_G12D2 YGHKY (SEC ID N° 177) | APHYY (SEC ID N° 295) | NRKRIRK (SEC ID N° 412)
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H565_G12F7 YGHKY (SEC ID N° 177) | PQLHL (SEC IDN°296) | SRKRFRS (SEC ID N° 413)
H565_G12G2 YGHKY (SEC ID N° 177) | NWRAE (SEC ID N° 297) | ARSRWRK (SEC ID N° 408)
H565_G12H11 YGHKY (SEC ID N° 177) | NNQYK (SEC ID N° 298) | PFRRWVK (SEC ID N° 414)
H565_G12A7 YGHKY (SEC ID N° 177) |-RSIH (SEC IDN°299) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H565_G12A9 YGHKY (SEC ID N° 177) | RDRIM (SEC ID N°300) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12B3 YGHKY (SEC ID N° 177) | YGKGH (SEC ID N° 301) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12B5 YGHKY (SEC ID N° 177) | GKGGK (SEC ID N° 302) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12E3 YGHKY (SEC ID N° 177) | RHIGK (SEC ID N°303) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12E12 YGHKY (SEC ID N° 177) | QYTYH (SEC ID N° 304) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12B1 YGHKY (SEC ID N° 177) | LHSHV (SEC ID N° 305) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12B11 YGHKY (SEC ID N° 177) | STTRV (SEC IDN°265) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12D1 YGHKY (SEC ID N° 177) | ARDKR (SEC ID N° 306) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12E2 YGHKY (SEC ID N° 177) | EHKKT (SEC ID N°307) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H565_G12C5 KKKKK (SEC IDN° 171) | MDEVP (SEC ID N° 308) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H565_G12C7 -KKKK (SEC ID N° 190) | QDWQR (SEC ID N° 309) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12G1 -KKKK (SECID N° 190) | PSDRE (SEC ID N° 310) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)
H565_G12G8 NKKKK (SEC ID N° 213) | QNTRW (SEC ID N° 311) | PQKRWRS (SEC ID N° 349)
H565_G12C9 -KKKK (SECID N° 190) | DEGLH (SEC ID N° 312) | PQKRWRS (SEC 1D N° 349)

H565_G12A11

IMNDW (SEC ID N° 214)

NGQPE (SEC ID N° 241

KRKKLKK (SEC ID N° 361

H565_G12D10

WTNGD (SEC ID N° 215)

NGQPE (SEC ID N° 241

KRKKLKK (SEC ID N° 361

H565_G12F6 WWHDM (SEC ID N° 216) | NGQPE (SEC ID N° 241 KRKKLKK (SEC ID N° 361
H565_G12B4 WENPH (SEC ID N° 217) | NGQPE (SEC ID N° 241 KRKKLKK (SEC ID N° 361
H565_G12H2 LYHEH (SEC ID N° 218) NGQPE (SEC ID N° 241 KRKKLKK (SEC ID N° 361
H565_G12H8 GGDQH (SEC ID N° 219) | NGQPE (SEC ID N° 241 KRKKLKK (SEC ID N° 361

H565_G12C12

IYVPY (SEC ID N° 220)

NGQPE (SEC ID N° 241

KRKKLKK (SEC ID N° 361

H565_G12G10

FEMPY (SEC ID N° 206)

NGQPE (SEC ID N° 241

KRKKLKK (SEC ID N° 361

T~~~ ~ |~~~ |~ |~

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

H565_G12C2 VVTSQ (SEC ID N° 221) NGQPE (SEC ID N° 241 KRKKLKK (SEC ID N° 361
H565_G12B6 WWNSK (SEC ID N° 222) | NGQPE (SEC ID N° 241 KKKQLKK (SEC ID N° 354
H565_G12A12 MTGPG (SEC ID N° 223) | NGQPE (SEC ID N° 241 KKKKIKK (SEC ID N° 359)
H565_G12D7 MWEPS (SEC ID N° 208) | NGQPE (SEC ID N° 241 KKKKLKK (SEC ID N° 397)
H565_G12F3 DTYHD (SEC ID N° 224) | NGQPE (SEC ID N° 241 KKKKLKK (SEC ID N° 397)
H565_G12F5 QDEKT (SEC ID N° 225) | NGQPE (SEC ID N° 241 KKKKIKK (SEC ID N° 359)
H565_G12B12 GDHRI (SEC ID N° 226) NGQPE (SEC ID N° 241 KKKKLKQ (SEC ID N° 353)
H565_G12D8 RNSNS (SEC ID N° 227) | NGQPE (SEC ID N° 241 KKKKLKQ (SEC ID N° 353)
H565_G12D9 RENTM (SEC ID N° 228) | NGQPE (SEC ID N° 241 NKKKKKK (SEC ID N° 415)
H565_G12H9 VNDKM (SEC ID N° 229) | NGQPE (SEC ID N° 241 SKKKLRK (SEC ID N° 384)
H565_G12E1 RKKDE (SEC ID N° 230) | WPNME (SEC ID N° 313) | KKKKLKK (SEC ID N° 397)
H565_G12E8 SNSGY (SEC ID N°231) | MDGPE (SEC ID N° 247) | KKKKIKK (SEC ID N° 359)
H565_G12G7 FEYRH (SEC ID N° 232) NGQPE (SEC ID N° 241 PKKRLRR (SEC ID N° 409)
H565_G12E5 QRGRM (SEC ID N° 198) | KGGRE (SEC ID N° 252 SRARWRH (SEC ID N° 343)
H565_G12A2 KKKKK (SEC ID N° 171 NGQPE (SEC ID N° 241 NGKRLHS (SEC ID N° 416)
H565_G12C8 KKKKK (SEC ID N° 171 NGQPE (SEC ID N° 241 PKWLWHQ (SEC ID N° 417)
H565_G12E7 KKKKK (SEC ID N° 171 PWWKHHYV (SEC ID N° 418)

H565_G12F12

KKKKK (SEC ID N° 171

NGQPE (SEC ID N° 241

PNWKYQW (SEC ID N° 419)

H565_G12F10

KKKKK (SEC ID N° 171

NGQPE (SEC ID N° 241

PQRKVAP (SEC ID N° 420)

)
)
)
)
)
NGQPE (SEC ID N° 241)
)
)
)
)
)

)
)
)
)
)
)
KKKKK (SEC ID N° 171)
)
)
)
)
)
)

H565_G12G9 RKKKK (SEC ID N° 233 NGQPE (SEC ID N° 241 PWYKVLM (SEC ID N° 421)
H565_G12H10 NGQPE (SEC ID N° 241 DRKWWTF (SEC ID N° 422)
H565_G12A3 KKKKK (SEC ID N° 171 MTGRYV (SEC ID N° 314 DRERWRR (SEC ID N° 407)
H565_G12B8 KKKKK (SEC ID N° 171 GKYNI (SEC ID N° 315) DRERWRR (SEC ID N° 407)
H565_G12H4 KKKKK (SEC ID N° 171 NAYLL (SEC ID N° 316) DRERWRR (SEC ID N° 407)
H565_G12C10 KKKKK (SEC ID N° 171 NGQPE (SEC ID N° 241) | DRERWRR (SEC ID N° 407)
H565_G12C6 KKKKK (SEC ID N° 171 AQYNV (SEC ID N° 317) | DRERWRR (SEC ID N° 407)

)

H565_G12G11

KKKKK (SEC ID N° 171

LYGHA (SEC ID N° 275)

NRERWRR (SEC ID N° 381
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H565_G12G5

KKKKK (SEC ID N° 171

LYGHA (SEC ID N° 275)

DRERWRR (SEC ID N° 407)

H565_G12A6

KKKKK (SEC ID N° 171

NQVMT (SEC ID N° 318)

PSRRWRE (SEC ID N° 369)

H565_G12E6

KKKKK (SEC ID N° 171

VVHDT (SEC ID N° 319)

PRHEWVM (SEC ID N° 423

H565_G12B10

KKKKK (SEC ID N° 171

NIWHQ (SEC ID N° 320)

H565_G12H6

KKKKK (SEC ID N° 171

QWGNM (SEC ID N° 321)

)
DKSRWQQ (SEC ID N° 363)
DKSRWQQ (SEC ID N° 363)

H565_G12D12

~ |~~~ |~ ~—

KKKKK (SEC ID N° 171

MHVKS (SEC ID N° 322)

PWSRWMQ (SEC ID N° 424)

H565_G12B9

-KKKK (SEC ID N° 190)

EYTVV (SEC ID N° 323)

PLSRWKR (SEC ID N° 405)

H565_G12E11

-KKKK (SEC ID N° 190)

GPYQD (SEC ID N° 324)

PLSRWKR (SEC ID N° 405)

H565_G12F9

KKKKK (SEC ID N° 171

QGVLE (SEC ID N° 325)

TQNQIKK (SEC ID N° 406)

H571A1

KKKKK (SEC ID N° 171

LYGHA (SEC ID N° 275)

DRERWRR (SEC ID N° 407

H571C10

KKKKK (SEC ID N° 171

QQPGV (SEC ID N° 326)

DRERWRR (SEC ID N° 407

H571E6

KKKKK (SEC ID N° 171

NQVRG (SEC ID N° 327)

DRERWRR (SEC ID N° 407

H571D10

KKKKK (SEC ID N° 171

VPHVL (SEC ID N° 328)

DRERWRR (SEC ID N° 407

H571 D4

KKKKK (SEC ID N° 171

DGRKQ (SEC ID N° 329)

DRERWRR (SEC ID N° 407

H571C3

KKKKK (SEC ID N° 171

NASFE (SEC ID N° 330)

)
)
)
)
)
)

DRERWRR (SEC ID N° 407

H571A3

~ |~ |~~~ |~~~

LTKNQ (SEC ID N° 166

KKRVV (SEC ID N° 331)

SRARWLH (SEC ID N° 425

H571D7

YGHKY (SEC ID N° 177)

KGIKK (SEC ID N° 332)

SRARWLH (SEC ID N° 425

H571B1

QRGRM (SEC ID N° 198)

KGGRE (SEC ID N° 252)

H571B9

TKGRW (SEC ID N° 187)

NGAPQ (SEC ID N° 249)

SRARWLH (SEC ID N° 425

H571E5

EGKRK (SEC ID N° 192

NGQPE (SEC ID N° 241)

)
)
SRARWLH (SEC ID N° 425)
)
)

SRARWLH (SEC ID N° 425

H571A5

YGHKY (SEC ID N° 177

YRRGD (SEC ID N° 33)

PKKRLRR (SEC ID N° 409)

H571A9

YGHKY (SEC ID N° 177

PMGKY (SEC ID N° 334)

PQKRWRS (SEC ID N° 349

H571C9

FPKKY (SEC 1D N° 269)

PQKRWRS (SEC ID N° 349

H571B3

YGHKY (SEC ID N° 177

RHIGK (SEC ID N° 303)

PQKRWRS (SEC ID N° 349

H571D9

YGNSY (SEC ID N° 234

RGIAK (SEC ID N° 335)

H571C2

)
)
)
YGHKY (SEC ID N° 177)
)
)
)

KKKNK (SEC ID N° 188

LWGGM (SEC ID N° 336)

PQKRWRS (SEC ID N° 349

H571C5

KKKNH (SEC ID N° 207

NAHYI (SEC ID N° 337)

PQKRWRS (SEC ID N° 349

H571B11

)
RNRKK (SEC ID N° 235)

SGTRL (SEC ID N° 338)

)
)
)
PQKRWRS (SEC ID N° 349)
)
)
)

PSRRWRE (SEC ID N° 369

H571A6

WDHGS (SEC ID N° 236)

NGQPE (SEC ID N° 241)

KKKKIKK (SEC ID N° 359)

H571F3

FAKRT (SEC ID N° 237)

NGQPE (SEC ID N° 241)

KKKKLKQ (SEC ID N° 353)

H571E12

SMDKYV (SEC ID N° 238)

YRRGD (SEC ID N° 33)

DKSRWQQ (SEC ID N° 363)

H571A7

FFTYW (SEC ID N° 191)

NGQPE (SEC ID N° 241)

DRRRWTA (SEC ID N° 370)

H571D12

EYFRH (SEC ID N° 203)

NGQPE (SEC ID N° 241)

TRRRWTR (SEC ID N° 388)

H571D6

RHQDR (SEC ID N° 239)

NGQPE (SEC ID N° 241)

NRSRLHGNRWRR (SEC ID
N° 426)

H571A2

LKKKT (SEC ID N° 186)

NGQPE (SEC ID N° 241)

PRSNWYGNRWRR (SEC ID
N° 365)

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

Clones seleccionados como se ha descrito en lo que antecede con caracteristicas como se ha descrito en lo que
antecede se clonan en un vector de expresion en mamiferos tales como pCEP4 (Invitrogen). ADN plasmidico
altamente purificado (Qiagen) se us6 para transfectar transitoriamente células libres HEK293 con reactivo
Freestyle™ MAX segun las recomendaciones del fabricante (Invitrogen). El dia 5 después de la transfeccion, los
sobrenadantes se limpian de residuos celulares mediante centrifugacion y filtracion a través de un filtro de 0,2uM
Stericup (Millipore). Como alternativa, las células libres HEK293 o células CHO con plasmidos de expresion que
contienen genes para la resistencia a antibioticos, tales como neomicina o puromicina. Las células transfectadas se
cultivan en presencia de los antibiéticos dando lugar a una supervivencia especifica de clones de células que
expresan de forma estable el gen de resistencia a antibiéticos junto con el fragmento Fc especifico de antigeno.
Estos transfectantes estables segregan constantemente la proteina de interés durante periodos de tiempo largos.
Los Fcab especificas de antigeno se purificaron a partir de los sobrenadantes celulares mediante cromatografia de
inmunoafinidad de la proteina A. Las Fcab unidas se eluyen de la proteina A lavando la columna con tampén glicina
(pH=2,9-4,0), seguido de dialisis frente a PBS (pH = 6,8). La pureza de los Fcab se determina mediante analisis de
SDS-PAGE no reductor y los potenciales agregados se detectan mediante HPLC de exclusion por tamafio usando
una columna Zorbax GF250 y PBS como tampén de carrera.

Caracterizacion estructural de Fcab:
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La unién a receptores Fc y la proteina A se utilizd para estimar la integridad estructural global de las Fcab
purificados. La asociacion con el receptor neonatal de Fc (FcRn) se midié mediante la adicién de 10 pg/ml Fcab a un
chip de Biacore CM5 acoplado a 5.000 unidades de respuesta (UR) del FcRn humano recombinante a pH = 6,0. La
disociacion de Fcab del FcRn se analizé a pH = 7,4. Estos experimentos demostraron una interaccion dependiente
del pH de los Fcab especificos de Her2 con FcRn con caracteristicas de unién muy similares a las del Fcab silvestre.
La union de Fcab al receptor CD64 de Fc de alta afinidad se midio utilizando un chip de Biacore CM5 revestido con
3000 UR de Proteina A, s seguido de la adicién de una solucién Fcab 10 pg/ml. Finalmente, se afiadié CD64 soluble
humana en 5 pg/ml. Las curvas de union resultantes eran indistinguibles de las obtenidos con el Fcab tipo silvestre.
La interaccion de Fcab recombinantes (10 pg/ml) con Proteina A también se midié mediante SPR usando una chip
de Biacore CMS5 recubierto con proteina A (3.000 UR). De nuevo, las afinidades eran salvajes comparables a las
obtenidas con el Fcab silvestre.

Union especifica de antigeno para Fcab:

La potencia y especificidad de los Fcab especificos de Her2 para unirse a Her-2 se evaludé por ELISA. El Her-2
humano soluble (Bender Med Systems, Austria) se recubri6 con plastico a 2 ug/ml. Después de lavar y bloquear los
sitios de unién no especifica, se afiadieron concentraciones crecientes de Fcab. Para detectar los Fcab unidos a
Her2 se afiadieron anticuerpos monoclonales especificos del dominio CH2 que se conjugaron con peroxidasa de
réabano (Serotec). Los resultados demuestran que algunos Fcab especificos de Ger2 podian interaccionar con su
diana en el limite bajo nanomolar (Tabla 6). Esta interaccion fue especifica, ya que la unién a otros miembros de la
familia Her (He1, Her3 y Her4) fue >100 veces mas débil segun el ELISA. No se detecté unién a antigenos Her2 no
relacionados.

Tabla 6: Afinidades de union de Fcab especificos de Her2 en ELISA:

clon de Fcab CEso [nM] E2LISA de Her-| CEsp [nM]SdKeBuR[lSién celular

y-Her.C2.P4.2-3 463 nr
y-Her.C2.P4.2-4 370 nr
H561G3M1G4 263 nr
y-Her.C2.P4.2-19 93 nr
ABEFs0101 16,1 5,2

H 10-03-6 4,8 10,3
EF3-17 4,7 1,3
y-Her.C2.P4.2-9 4,3 nr
H10-03-6R 2,6 11,1

nr= no realizado.

La union al antigeno también se determind mediante SPR Chips Biacore CM5 se recubrieron con diferentes
cantidades de Her-2 soluble humano, seguido de la adicidon de concentraciones crecientes de Fcab. La afinidad (Kq)
de los Fcab se calculd a partir de las curvas de union resultantes tras ajustar usando el software BiaEval. En estas
condiciones experimentales, Los Fcab especificos de Her-2 H561 G3M1 G4 y H10-03-6 se unieron a Her-2 con
valores de Ky de 7,55nM y 8,6nM, respectivamente. La unidon a antigeno también se evalué mediante FACAS
usando lineas celulares de cancer de mama humano que sobreexpresan Her-2 SKBR3 y Calu- 3. 1x10° células se
incubaron con concentraciones crecientes de Fcab durante 60 minutos en hielo. Después, los anticuerpos no unidos
se eliminaron mediante centrifugacion y lavado. Los Fcab unidos a las células se detectaron por incubaciéon con
anticuerpos especificos anti-Fc humanos conjugados con ficoeritrina (Sigma) durante 60 minutos en hielo. Después
de lavar las células, se midi6 la intensidad de la fluorescencia en la superficie celular en un instrumento FACS
Calibur (Beckton Dickinson). Todas las bandas de Fcab especificos de Ger2 se unieron a las células SKBR3 y Calu-
3 pero solo minimamente a las células MDA-MB468 que no expresan Her-2, lo que confirma la débil reactividad
cruzada observada en el ELISA. Las afinidades aparentes (CE50) de los Fcab especificos de Her2 sobre las células
SKBR3 se enumeran en la Tabla 6.

Funcion efectora de Fcab especificos de antigeno (ADCC):

Con el fin de determinar si los Fcab especificos de Her2 median las funciones efectoras de Fc, se realizan ensayos
de ADCC. En estos tipos de ensayos, los anticuerpos se unen a las células diana y se marcan para apoptosis en
virtud de la union a los receptores Fc sobre las células efectoras, tales como células asesinas naturales (NK). Las
células SKBR3 (células diana) que estan marcadas con el colorante fluorescente carboxifluoresceina succinimidil
éster (CFSE) se incuban con concentraciones crecientes de Fcab especificos de Her2 durante 20 minutos a 37 ° C.
Las células NK sin tocar se aislaron a partir de sangre humana de donantes sanos por agotamiento negativo en un
dispositivo de AutoMACS usando esferas magnéticas de MACS de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Miltenyi Biotech). Las células NK purificadas se mezclan con las células SKBR3 opsonizadas en una proporcion de
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5:01 y se incuban durante 4 horas a 37 ° C. Después, se afiade el colorante actinomicina 7-amino de fluorescencia
(7-AAD), que tifie especificamente las células apoptdticas. Las células apoptéticas SKBR3 se enumeran en el FACS
como células dobles positivas.a 7-AAD/CSFE. Los Fcab especificos de Her2 H10-03-6 y ABEFs0101 demostraron
ser potentes mediadores de la muerte de las células SKBR3, con valores de CDsy de 1,1 nM y 1,0 nM,
respectivamente. El mecanismo de la induccién de apoptosis es dependiente de la presencia de células NK que
demuestra que los Fcab especificos de Her2 poseen funcionalidad de ADCC..

Ejemplo 7: Expresion en levaduras de Fab 4D5

Para la expresién de un fragmento fab en levaduras, El vector de expresion en levadura pYD1 (Invitrogen) (SEC ID
N 72/ Figura 17) se modifica como sigue:

Se introduce un sitio de restriccion Nhel mediante mutagénesis dirigida al sitio en la posicion 581/586 para producir
el vector modificado pYD1 Nhe (SEC ID N ° 73 / Figura 18). Este vector se restringe con Nhel y Pmel, para producir
3 fragmentos. El fragmento mas grande es el esqueleto del vector restante, en el que se inserta un ligador
oligonucledtido sintético para producir el vector de pYD1Ink (SEC ID N ° 74 / Figura 19). Un casete que incluye la
region de terminacion de la transcripcion MATa es luego amplificada por PCR a partir del vector pYD1 y se clona en
pYD1Ink a través de BamHI y Pstl de restriccion y ligacién. El vector resultante es pYD1mata (SEC ID N ° 75/ Figura
20). Un casete que contiene el promotor GAL1, el gen que codifica para AGA2 y un ligador sintético con sitios de
clonacion Notl y Sfil se amplifica por PCR a partir de pYD1 y se clona en pYD1mata a través de la restriccion EcoRI
y Pacl para producir el vector pYD1gal (SEQ.ID N ° 76 / Figura 21).

Como un ejemplo para un Fab que se muestra en la levadura los genes que codifican para VH-CH1 y VL-CL,
respectivamente, del anticuerpo 4D5 (Herceptin) se hacen sintéticamente (secuencias 4D5H (SEC ID N ° 77 / Figura
22) y 4D5L (SEC ID N ° 78/ Figura 23)).

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

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

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

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

Como primer paso en la construccion de la biblioteca de presentacién en levadura, | el dominio CL silvestre (kappa
C) se corta del vector de expresion pYD4D5hl (SEC ID N ° 81) con las enzimas de restriccién BsiWl y Ascl. Se
prepara un gen sintético que codifica dominios kappa C humanos flanqueados por BsiWI y Ascl (en el contexto de
acuerdo con pYD4D5hl) en el que se introducen mutaciones e inserciones aleatorias, respectivamente, en los bucles
AB y EF. En este ejemplo en particular, la insercion de los codones NNB 3. 4 o 5, se realiza entre los aminoacidos
16 y 17 del dominio C kappa humano, una posicién de residuo 92 , 93, 94, 95, 97, 98 y99 esta sustituidos por los
codones NNB. (IMGT, numeracion, (véase la Figura 2). Un codén NNB contiene los 4 nucledtidos en las posiciones
1y2yC-GyTenlaposicién 3. Por tanto, NNB codifica los 20 aminoacidos de origen natural.

La biblioteca se prepara y se selecciona siguiendo procedimientos convencionales.
Como ligando estructural se usa epitopos 4D5 y Her2neu diana de CR. Dichos miembros de la biblioteca se
seleccionan para la produccion de un anticuerpo modular citotéxico de acuerdo con la invencién que tiene un sitio de
unién modificado por ingenieria en el dominio CL, que es una unién especifica a una molécula efectora, tal como un
receptor Fc gamma. TEI Fab resultante se analiza para determinar su (i) union a Her2neu con una Kd<10® My una
CI50<10® M, y (i) la funcion efectora, usando un ensayo de CDC y/o ADCC.
LISTADO DE SECUENCIAS

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

<120> Inmunoglobulina citotéxica

<130> SMW/CP6914931

42



10

15

20

25

<140> EP

<141> 03-03-2009

<150> EP 09737920.0
<151> 03-03-2009

<150> PCT/EP2009/052509
<151> 03-03-2009

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

<160> 439

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211> 232
<212> PRT
<213> humana

<400> 1
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Pro

Lys

Val
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Tyr
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Len
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Asp

50

Gly

Asn

Trp
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Lys

Len

Thr
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Val
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Ser
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Ala
115

Ser
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Leu

Ser

Glu

Thr
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100

Pro

Cys

Gly

Met
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Val

Tyr

85

Gly

Ile
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Asp

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Lys

Pro

Ser

Asp

55

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

Ser

Arg

40

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
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His

Val
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Thr

Glu

Lys
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Thr

10
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Pro

Val
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Val

90

Cys
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Cys

Len

Glu
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Lys
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Lys

Lys

Pro
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Val

Phe
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Pro

Thr

Val

Ala

Pro

Pro

Thr

45
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Val
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Cys

Pro
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Cys

Trp

Glu
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Val
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Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
130 135

Lyg Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
145 150

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
185

Lysg Thr Thr Pro Pro¢ Val Leu Asp Ser
180 185

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lyg Ser Arg
195 200

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leun
210 215

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 2
<211> 237
<212> PRT
<213> artificial
<220>

Pro

Val

Gly

170

Asp

Trp

His

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Asn

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Gln

His
220

<223> 1gG humana que incluye modificaciones de aminoacidos aleatorizadas

<220>

<221> misc_feature

<222> (144)..(146)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (198)..(205)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (208)..(209)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 2

44

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Glu

Tyr

Asn

Phe

130

Asn

Thr

Leu

Pro

Asn

175

Leu

Val

Gln

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys
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Lys

Val
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Xaa
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Lys
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Xaa
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Pro

Glu

Asp

Azp

50

Gly
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Trp

Pro

Glu

130

Xaa

Ile

Thr

Lys

Gly
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Tyr

Lys

Leu

Thr

35

Val

Val

Ser

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
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Asn

Thr

Ser

Leu

20

Leu
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Thr
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Pro

Gln

Val

Val
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Thr

Val

Gln

Cys
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Met
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Val

Tyr
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Val

Phe

Lys
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70
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Glu

Tyr

Leu
150

Trp

Val
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Ser
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Thr
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Thr
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Leu

Thr
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Leu

Cys

Ser

Asp
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Ser
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Val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

105

Ile

Pro

Asn

Ser

185

Xaa

Val

Leu

Thr
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Phe

Pro

Val

Thr

Val
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Val

Gly

170

Asp

Xaa
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Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
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Lys

Ser

Lys
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Pro
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Phe
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<211>728
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN para clonacién de IgG modificada (secuencia disefiada)

<220>

<221> misc_feature
<222> (438)..(439)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>

<221> misc_feature
<222> (630)..(631)
<223>nesa,c,got
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<221> misc_feature
<222> (633)..(634)
<223>nesa,c,got

<400> 3
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ccatggccga
aactcctggg
tctcoeggac
tcaagttcaa
aggagecagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccgtga
atcccagcga
ccacgectee
NSNNENNSNN

tgeatgagge

goccaaatct
gggacogtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacy
caaggagtac
ctccaaagco
cgagctcenns
catcgcegtg
cgtgetggac
ENNENNSNNg

toetgoacaac

tgtgacaaaa
gtottectet
acatgcgtgyg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgeaagg
aaagggoagc
nnsnnscaag
gagtgggaga
tecgacgget

nnsaggtggn

cactacacac

cggoogea

<210> 4
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador para PCR EPKSNCO

<400> 4
ccatggccga geccaaatat tgtgacaaaa cic

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

<220>
<223> Cebador para PCR CH3LSAC

<400> 5
agtcgagete gteacgggat gggggcagag

<210> 6
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador para PCR CH3CSAC

<220>
<221> misc_feature

33

30

ctcacacatg
tcccecccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
teagegtoct
tetecaacaa
ctcgagaaco
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttettect
nsnnsgggaa

agaagageet

47

cccacegtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgeocaagaca
cacegboctyg
ageectacca
acaggtgtac
ctgcctggte
gcocggagaac
ctacagcaag
cgtettotea

ctocctgtet

ccagcacctg
acccteocatga
gaccctgagg
aagecgeggy
caccaggact
geccocateg
accctgeoco
aaaggcttct
aactacaaga
cttacegtgn
tgeteocegtga

ccgggtaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

7238
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30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 683 847 T3

<222> (11)..(12)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)
<223>nesa,c,got

<220>

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

<400> 6
gtacgagctc nnsnnsnnsc aagtcagect gacctgectg g

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

<220>
<223> Cebador para PCR CH3CHIN

<400>7
tgccaagett getgtagagg aagaaggage ¢g 32

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

<220>
<223> Cebador para PCR CH3RHIN

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<400> 8

tgccaagett accgtgnnsn nsnnsaggtg gnnsnnsggyg aacgtettet catgeteeg

<210>9
<211> 33

41

48



10

15

20

25

30

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador para PCR CH3RNOT

<400> 9
agtigcggeoc gotttacoeg gagacaggga gag

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

<220>
<223> Regién de unién

<400> 10

ES 2 683 847 T3

33

Ser Pro Gly Lys Ala Ala Ala

1 5

Leu Asn Gly Ala Ala Thr Val

20

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

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de FcabRGD4L

<400> 11

Glu Pro Lys Ser Cys
1 5

Pr¢ Glu Leu Leu Gly
20

Lys Asp Thr Leu Met
35

Val Asp Val Ser Hisg

Asp Gly Val Glu Val
65

Asp Lys

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

55

Hig Asn
70

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp

Glu

Thr

Ser

Arg

40

Pro

Ala

49

Ser
25

Hisg

Val

25

Thr

Glu

Lys

10

Thr

10

Phe

Pro

Val

Thr

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
75

Pro

Phe

Val

Phe

60

Pro

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

Cys

Pro

30

Cys

Trp

Glu

15

Pro

15

Lys

Val

Tyr

Glu

Ala

Pro

Val

Val

Gln
g0



Tyr

Asp

Leu

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Gln

His

225

Gly

Gly

Ser

Asn

Gly

305

Ile

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Aszn

Ile

Thr

Lys

Gly

210

Tyr

Ser

Ala

Phe

Tyr

290

Asp

Pro

Ser

Leun

Ala

115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leun

195

Asn

Thr

Ala

Ala

Thr

275

Glu

Glu

Glu

Thr

Aszn

100

Pro

Gln

val

val

Pro

180

val

Gln

Ala

Thr

260

Asn

Gly

Thr

Azn

Tyr

85

Gly

Ile

val

Ser

Glu

165

Pro

Val

Phe

Lys

Ala

245

Val

Val

Cys

Gln

Glu
325

ES 2 683 847 T3

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
150

Trp

val

Gly

Ser

Ser

230

Glu

Glu

Trp

Leu

Cys

310

Gly

val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Cys

Cys

215

Leu

Gln

Ser

Lys

Trp

295

Tyr

Gly

val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Asp

Arg

200

Ser

Ser

Lys

Cys

Asp

280

Asn

Gly

Gly

Ser

Lys

108

Ile

Pro

Ser

185

Gly

val

Leu

Leu

265

Asp

Ala

Thr

Ser

50

val
S0

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

170

Asp

Azp

Met

Ser

Ile

250

Ala

Lys

Thr

Trp

Glu
330

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

185

Gln

Gly

Cys

His

Pro

235

Ser

Lys

Thr

Gly

Val

315

Gly

Thr

Val

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Leu

Glu

229

Gly

Glu

Pro

Leu

Vval

300

Pro

Gly

val

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Phe

Ser

205

Ala

Lys

Glu

His

Asp

285

Val

Ile

Gly

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

FPhe

190

Arg

Leu

Glu

Asp

Thr

270

Arg

val

Gly

Ser

His

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

175

Leu

Trp

His

Gly

Leu

255

Glu

Tyr

Cys

Leu

Glu
335

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Gln

Asn

Gly

240

Asn

Asn

Ala

Ala
320

Gly



Gly

Pro

Pro

Ser

385

Asp

Ser

Ser

465

Gly

Glu

Gly

Thr

Leu

545

Gly

Ala

Gly

Ile

Gly

370

Gln

Gln

Pro

Tyr

Gly

450

Asp

Ser

Gly

Asp

Glu

530

Asp

Asp

Gly

Ser

Pro

355

Thr

Pro

Gly

Val

Asp

435

Phe

Gly

Gly

Phe

515

Asn

Ser

val

Ser

Glu

340

Gly

Glu

Leu

Ala

Lys

420

Ala

Asn

Pro

Gly

Gly

500

Asp

Ala

val

Ser

Asn
580

Gly

Tyr

Gln

Asn

Leu

405

Thr

Tyr

Glu

Gln

Gly

485

Ser

Tyr

Asp

Ala

Gly

565

Ser

ES 2 683 847 T3

Gly

Thr

Asn

Thr

380

Thr

Tyr

Trp

Asp

Pro

470

Ser

Glu

Glu

Glu

Thr

550

Leu

Gln

Gly

Tyr

Pro

375

Phe

Val

Tyr

Azn

Pro

455

Pro

Glu

Gly

Lys

Asn

535

Azp

Ala

Met

Thr

Ile

360

Ala

Met

Tyr

Gln

Gly

440

Phe

Val

Gly

Gly

Met

520

Ala

Tyr

Asn

Ala

51

Lys

345

Asn

Asn

Phe

Thr

Tyr

425

Lys

Val

Asn

Gly

Gly

505

Ala

Leu

Gly

Gly

Gln
585

Fro

Pro

Pro

Gln

Gly

410

Thr

Phe

Cys

Ala

Gly

490

Ser

Asn

Gln

Ala

Asn

570

val

Pro

Leu

Asn

Aszn

395

Thr

Pro

Arg

Glu

Gly

475

Ser

Gly

Ala

Ser

Ala

555

Gly

Gly

Glu

Asp

Pro

380

Asn

val

Val

Asp

Tyr

460

Gly

Glu

Gly

Asn

Asp

540

Ile

Ala

Asp

Tyr

Gly

365

Ser

Arg

Thr

Ser

Cys

445

Gln

Gly

Gly

Gly

Lys

525

Ala

Asp

Thr

Gly

Gly
350

Thr

Phe

Gln

Ser

430

Ala

Gly

Ser

Gly

Ser

510

Gly

Lys

Gly

Gly

Asp
590

Azp

Tyr

Glu

Arg

Gly

415

Lys

Phe

Gln

Gly

Gly

4985

Gly

Ala

Gly

Phe

Asp

575

Asn

Thr

Pro

Glu

aAsn

400

Thr

Ala

His

Ser

Gly

480

Ser

Ser

Met

Lys

Ile

560

Phe

Ser



10

Pro

Val
610

Ser
625

Leu

Leu Met

Glu Cys

Ile Asp

Leu Tyr

Ile

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

<220>

Len His

595

660

<223> vector pHENFcabRGD4

<400> 12

gacgaaaggg
cttagacgte
tctaaataca
aatattgaaa
ttgoggeatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggege
actattetea
gocatgacagt
acttacttect
gggatcatgt
acgagogtga
gegaactact
ttgcaggace

gagccggtga

cctegtgata
aggtggeact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgcctteot
gttgggtgca
ttttogecce
ggtattatce
gaatgacttyg
aagagaatta
gacaacgatc
aactogoctt
caccacgatg
tactotaget
acttetgege

gcgtgggtet

Asn Asn

Arg Pro

Cys Asp

Vval Ala
645

ES 2 683 847 T3

Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu
600 605

Tyr Val Phe Gly Ala Gly Lys Pro
615 620

Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val
630 635

Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr

650

Pro Gln Ser

Tyr Glu Phe

Phe Ala Phe
640

Phe Ala Asn
655

Lys Glu

Ser

cgectatttt
ttteggggaa
tatcegetea
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacyg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatogttggg
cctgtageaa
teeceggeaac
teggecette

cgcggtatca

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttecaatgat
cogggeaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg

ttgcagcact

52

tgtcatgata
aaccectatt
accctgataa
tgtogecectt
gotggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
geaacteggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattget

ggggccagat

ataatggttt
tgtttatttt
atgecttceaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttetge
cgecgeatac
cttacggatg
actgocggeca
cacaacatgg
ataccaaacy
ctattaactg
geggataaag
gataaatctg

ggtaagcoccet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

860



coogtatogt
agatcgctga
catatatact
toctttttga
cagacccogt
gotgettgea
taccaactcet
ttctagtgta
tegetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegy
atagtcoctgt

gggggcggay

gotggeoottt
ttaccgcett
cagtgagega
cgattcatta
acgcaattaa
cggoetogtat
accatgatta
tgaaatacet
tggecgagece
tcoctgggggy
coaggacoae
agttcaactyg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatete
cocgggatga

cdagogacat

agttatctac
gataggtgec
ttagattgat
taatctcatyg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gecghagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettyg
aagcgecacyg
aacaggagag
cgggtttoge
cctatggaaa
tgcteacatyg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgecagetgyg
tgtgagttag
gttgtgtyga
cgocaagett
attgoctacyg
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtoaca
gtacgtggac

cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa

getgaccaag

cgecgtggag

ES 2 683 847 T3

acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcec
aaaggatctt
ccacegetac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggeotyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttoccgaag
cgeacgagygyg
cacctctgac
aacgccagca
ttetttoctyg
gataccgctc
gagcgoccaa
cacgacaggt
cteactcatt
attgtgagey
aagcttgeat
geagccgetyg
gacaaaactc
ttoctetteo
tgegtggtgy
ggcgtggagy
cgtgtggtea
tgcaaggtot
gggcagecos

aaccaggtea

tgggagagea

gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cageggtyggt
tecagcagage
tcaagaactc
ctgccagtgy
aggogoageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agettocagy
ttgagcegtcg
acgoggectt
cgttatcoce
gccgeagocg
tacgeoaaacc
ttecogactyg
aggcacccca
gataacaatt
geaaattcota
gattgttatt
acacatgece
coccaaaaco
tggacgtgag
tgcataatge
gegtccteac
ccaacaaage
gagaaccaca
gectgacetg

atgggcagece

53

tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttogtte
tttttttetg
ttgtttgocy
gcagatacca
tgtagcaccyg
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat

gggaaacgac

atttttgtga
tttacggttc
tgattetgtg
aacgaccgag
gecteotoecee
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
tttcaaggag
actogoggos
accgtgeocca
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaag
cgtectgeac
coetoccagod
ggtgtacace
cotggteaaa

ggagaacaac

cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagogt
cgogtaatet
gatcaagage
aatactgtee
cctacatacc
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagcgtyg
coggtaageg
tggtatottt
tgctogtcag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gegegttgge
agtgagcgca
tttatgectte
aacagctatyg
acagtcataa
cagccggoca
gcacctgaac
ctcatgatct
actgaggtoa
cocgegggagy
caggactgge
cocatogaga
ctgoeccocat
ggettetate

tacaagacca

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2180

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



cgectaecegt
gecgeggtga
atgaggeckct
cegeagaaca
gttgtttage
ctttagateg
gtactggtga
aaaatgaggg
gtactaaacc
tegacggeac
aggagtctca
gtgcattaac
accagtacac
gagactgcge
aatcegtcetga
gtggeggeteo
gtggeggtte
ctaataaggg
gcaaacttga
tttcecggect
tggoteaagt
cttectttgee
aattttetat
atgttgcocac
aataagaatt
caacttaate
cgoacegate
tattttetee
gocgocetgta
acacttgcca

ttogeogget

getggacteoo
ttgtetgage
gcacaaccac
aaaactcatc
aaaaccteat
ttacgcotaac
cgaaactcag
tggtggetet
tectgagtac
ttateagect
gootettaat
tgtttatacyg
tocotgtatca
ttteoecattet
cotgectcaa
tgagggtgge
cggtggegge
ggctatgace
ttoetgteget
tgctaatggt
cggtgacggt
tcagtoggtt
tgattgtgac
ctttatgtat
cactggeogt
gecttgecage
gooettocea
ttacgeatet
goggogeatt
gcgecotage

ttoceccgtea

ES 2 683 847 T3

gacggetect
aggtggcage
tacacgecaga
tcagaagagg
acagaaaatt
tatgaggget
tgttacggta
gagggtggcg
ggtgatacac
ggtactgage
actttcatgt
ggcactgtta
tcaaaageoca
ggctttaaty
coctectgtea
ggctotgagy
teeggttecy
gaaaatgacog
actgattacg
aatggtgcta
gataatteoac
gaatgtecgec
aaaataaact
gtattttega
cgttttacaa
acatececct
acagttgoge
gtgeggtatt
aagcgoggeyg
goccgotoct

agctctaaat

tetteeteta
aggggaacgt
agagcctcteo
atctgaatgg
catttactaa
gtetgtggaa
catgggttec
gttctgaggg
ctattcoggg
aaaacoooga
ttcagaataa
ctcaaggcac
tgtatgacge
aggatccatt
atgctggegy
gtggoggttc
gtgattttga
atgaaaacga
gtgetgetat
ctggtgattt
atttaatgaa
cttatgtctt
tattocgtgg
cgtttgctaa
agtagtgact
ttegecaget
agcoctgaatg
tcacacegea
ggtgtggtgyg
ttcgeotttet

cgggggctee

54

cageaagett
cttetcatge
cotgtotocy
ggocgeatag
cgtetggaaa
tgetacagge
tattgggett
tggeggttet
ctatacttat
taatcctaat
taggttcocga
tgacccoccgtt
ttactggaac
cgtttgtgaa
ceggetetggt
tgagggtgge
ttatgaaaaa
gotacagtoet
cgatggttte
tgctggctcot
taattteagt
tggcgctggt
tgtetttgeg
catactgcat
gggaaaacoc
ggcgtaatag
gogaatggeyg
cgteoaaagea
ttacgcgerag
tcectteocott

ctttagggtt

accgtgggtt
tecgtgatge
ggtaaagcgy
actgttgaaa
gacgacaaaa
gttgtggttt
gctatceoty
gagggtggcg
atcaacecte
cettetettyg
aataggecagy
aaaacttatt
ggtaaattca
tatcaaggcce
ggtggttetyg

ggctctgagg

atggcaaacy
gacgctaaag
attggtgacyg
aattcccaaa
caatatttac
aaaccatatg
tttettttat
aaggagtctt
tggegttace
cgaagaggec
cctgatgegy
accatagtac
cgtgaccget
tctogecacg

cegatttagt

2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740
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15

20

gctttacgge
tocgocotgat
ctcttgttee
gggattttge
gegaatttta
tetgatgeeg
cgggettgte

atgtgtcaga

acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttogge
acaaaatatt
catagttaag
tgctcecygge

ggttttcace

ES 2 683 847 T3

caaaaaactt
togecotttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
ccagocccga
atccgecttac

gtcatcaccyg

gatttgggty
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagc
attttatggt
caccagoecaa
agacaagctg

aaacgcgega

<210> 13
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> CH3rlink

<400> 13

actagegges geagagecac cacectectt acccggagac agggagag 48

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

<220>
<223> vector pHENFcabRGD4L

<400> 14

gacgaaaggyg
cttagacgtc
tetaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattetea
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt

acgagcgtga

cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgectteoct
gttgggtgca
ttttcgeece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatce
aactcgcctt

caccacgatg

cgecctatttt
tttcocggggaa
tatcegetea
atgagtattce
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgecagtgetg
ggaggaccga
gatcgttggg

cctgtagcaa

tataggttaa
atgtgcgcgy
tgagacaata
aacatttecg
accdcagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcect

tggcaacaac

55

atggttcacyg
ccacgttctt
gctattcttt
tgatttaaca
geactcotcag
cacccegetga

tgaccgtcte

tgtcatgata
aacccctatt
acoctgataa
tgtegecctt
getggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc

gttgcgcaaa

tagtgggecca

taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
tacaatctge
cgegaecctga

cgggagetgce

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attecctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgoccgeatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgg
ataccaaacg

ctattaactg

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

5200

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gegaactact
ttgecaggace
gagcoggtga
ccegtategt
agategetga
catatatact
taectttttga
cagacecegt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
togetectget
ggttggactce
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtogy
atagtcoctgt
gggggcggag
gotggeocettt
ttaccgectt
cagtgagega
cgattcatta
acgcaattaa
cggetoegtat
accatgatta
tgaaatacct
tggcocgagec
tectgggugy
ccoggaccce
agttcaactg

agcagtacaa

tactctaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgece
ttagattgat
taatcteatg
agaaaagate
aacaaaaaaa
ttttcoegaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettyg
aagcogecacyg
aacaggagag
cgggtttege
cetatggaaa
tgetcacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagetgy
tgtgagttag
gttgtgtgga
agccaagett
attgeoctacyg
caaatcttgt
acegteagte
tgaggtcaca
gtacgtggac

cagcacgtac

ES 2 683 847 T3

teceggcaac
teggecectte
cgoggtatcea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatec
aaaggatctt
ccaccgetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttocegaag
cgcacgaggyg
cacctetgac
aacgccagea
ttetttectyg
gataccgcte
gagcogeccaa
cacgacaggt
cteactcatt
attgtgageg
aagcttgeat
gcagecegetyg
gacaaaacte
ttectettea
tgcgtggtag
ggcgtggagy
cgtgtggtea

aattaataga
cggctggety
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
teageagage
tcaagaactce
ctgccagtgg
aggegeagey
cctacaccga
ggagaaagygc
agcttccagg
ttgagaegteg
acgeggeoctt
cgttatccce
googeagecy
tacgcaaace
ttcecgactg
aggcacceca
gataacaatt
geaaatteta
gattgttatt
acacatgccoc
ceccaaaace
tggacgtgag
tgcataatge

gegtoctcac

56

ctggatggag
gtttattget
ggggcocagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatce
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgceg
goagatacca
tgtagcaceg
cgataagtcg
gtogggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggtte
tgattetgtyg
aacgaccgag
goctetoeea
gaaagcggygc
ggctttacac
tcacacagga
tttcaaggag
actogeggee
accgtgecea
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaag

cgtoctgoac

geggataaag
gataaatctg
ggtaageocct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgoegtaatet
gatcaagagc
aatactgtee
cctacatace
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg

ceggtaageg

tggtatcttt
tgetegteag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gegegttgge
agtgagcgca
tttatgette
aacagctatg
acagtcataa
cagceoggeca
gcacctgaac
cteatgatet
cctgaggtca
ccgecgggagy

caggactgge

840

200

9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



tgaatggcaa
aaaccatctce
cccgggatga
ccagcgacat
cgectocegt
geegeggtga
atgaggctct
gtggtggete
catagactgt
ggaaagacga
caggegttgt
ggcttgctat
gttctgaggg
cttatatcaa
ctaatccttc
tccgaaatag
ccgttaaaac
ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtgg
gtggeggete
aaaaaatgge
agtctgacge
gttteattgyg
gctctaatte
teegtcaata
ctggtaaace
ttgegtttet
tgcataagga
aaccctggeg
aatagegaag

tggcgectga

ggagtacaag
caaagccaaa
getgaccaag
cgccgtggag
gotggactee
ttgtetgage
gcacaaccac
tgeggecgea
tgaaagttgt
caaaacttta
ggtttgtact
ccctgaaaat
tggcggtact
cccteoctogac
tcttgaggag
gcagggtgca
ttattaccag
attcagagac
aggccaatcy
ttetggtgge
tgagggtgge
aaacgctaat
taaaggcaaa
tgacgtttee
ccaaatgget
tttacettet
atatgaattt
tttatatgtt
gtcttaataa
ttacccaact
aggccegeac

tgcggtattt

ES 2 683 847 T3

tgcaaggtct
gggcagocce
aaccaggtea
tgggagagca
gacggcteoet
aggtggeage
tacacgcaga
gaacaaaaac
ttagcaaaac
gatcgttacyg
ggtgacgaaa

gagggtggty

aaacctcctg
ggecacttate
tctcagecte
ttaactgttt
tacactccty
tgegetttee
tctgacctge
ggctoctgagy
gogttecggtg
aagggggcta
cttgattctyg
ggcettgeta
caagtecggtyg
ttgecteagt
tctattgatt
gcocaccettta
gaattcactg
taatcgectt
cgategecct

tctecttacyg

ccaacaaagc
gagaaccaca
goctgacetyg
atgggcagcc
tcttecteta
aggggaacgt
agagcctcte
tcateteaga
cteatacaga
ctaactatga
cteagtgtta
getetgagyy
agtacggtga
cgectggtac
ttaatacttt
atacgggcac
tatcatcaaa
attctggett
ctcaacctce
gtggeggctc

geggetoegg

tgaccgaaaa
tcgctactga
atggtaatgg
acggtgataa
cggttgaatg
gtgacaaaat
tgtatgtatt
geegtegttt
goagecacatc
toccaacagt

catctgtgeg

57

ccteoccagec
ggtgtacacc
cetggteaaa
ggagaacaac
cagcaagett
cttetecatge
cctgtctocyg
agaggatetg
aaattcattt
gggetgtetyg
cggtacatgg
tggeggttct
tacacctatt
tgagcaaaac
catgtttcag
tgttactcaa
ageccatgtat
taatgaggat
tgtcaatgct
tgagggtggc
ttceocggtgat
tgecgatgaa
ttacggtgct
tgctactggt
ttcaccttta
tegecettat
aaacttattc
ttegacgttt
tacaacgtog
ceeetttoge
tgegeagect

gtatttcaca

ceeatcgaga
ctgcoccccat
ggettetate
tacaagacca
acegtgggtt
tecegtgatge
ggtaaggagg
aatggggeceg
actaacgtet
tggaatgcta
gttectattg
gagggtggcy
cegggetata
ceegetaate
aataataggt
ggcactgacc
gacgecttact
ccattogttt
ggeggegget
ggttctgagy
tttgattatg
aacgeogetac
gctatcgatg
gattttgetg
atgaataatt
gtetttggeg
cgtggtgtet
gctaacatac
tgactgggaa
cagetggogt
gaatggcegaa

cogeacgtca

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



10

aagcaaccat
cgcagegtga
tecttteteg
gggttccgat

tcacgtagty

ttotttaata
tettttgatt
taacaaaaat
ctcagtacaa
gctgacgcgce

gtctccggga

agtacgegec
cegetacact
ccacgttoge
ttagtgcttt
ggccatcgce
gtggactctt
tataagggat
ttaacgegaa
totgetetga

cctgacggge

gctgcatgtg

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

<220>
<223> vector pYDIdX

<400> 15

acggattaga
cetegteotte
acaataaaga
ctggcecccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttcgety
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgteag
cacagtatgt

ctggtggtgg

ageocgecgag
acceggtegeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccce
ggccaacggyg
taattgeggt
ttttaagett

tggttctget

ES 2 683 847 T3

ctgtagegge
tgecagegee
cggettteoce
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgecgatt
ttttaacaaa
tgeegeatag
ttgtctgetce

tcagaggttt

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
tetcaccect
ctgeaggeta

agcatgactg

gcattaageg
ctagegeceg
cgtcaagete
Jgaccccaaaa
gtttttcegee
ggaacaacac
teggectatt
atattaacgt
ttaageecage
ccggeatceg

tcaccgtcat

cactecgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggategyg
tacttcatac
ttgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtay

gtggacagca

58

cggegggtgt
ctectttege
taaategggg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttt
codgacacec
cttacagaca

caccgaaacq

gaagactcte
ctegegecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gccgtactcet
tgaatattac
caaaggcage
tggttetggt

aatgggtcgg

ggtggttacyg
tttetteocct
geteecttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcgggetat
tgagetgatt
atggtgeact
gocaacaced
agctgtgace

cgcga

ctecgtgegt
actgeteocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
getgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt

gatctgtacg

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5215

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

200



acgatgacga
ggeggecget
cteggteteg
tgatctgata
ctegtacaaa
atcettttot
tectatacact
ataaattect
aagagaattg
ttettageat
acaccteege
tctggegtca
acceagtcag
aacaagggaa
tttggaaata
gactcatctce
tccteocttag
ttatatgett
ctattgggea
gectoctgtge
ataacagaca
agtcaccaat
gacgaaaggg
cttaggacgy
atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
tctacacaga
aaaggtagta
attttttett

atttaaatta

taaggtacca
egategagte
attetacgeg
acaacagtgt
atacaatata
attttteogtt
aaaaaactaa
ataatttate
ggcaagtgea
ttttgacgaa
ttacatcaac
gtccaccage
aaatcgagtt
taaacgaatg
cgagtetttt
cgtgecagttg
gttgattacg
ttacaagact
cacatataat
tectgcaagee
tactecaage
gocetoocte
cctcgtgata
ategettgee
ttactctgtg
ggtagaagag
aaagcgtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggeg
taatttottt

taattatttt

ES 2 683 847 T3

ggatccagtyg

tagagggece
taceggteat
agatgtaaca
ctttteattt
cegttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgetatt
accaataacg
taacataaaa
ccaatccaaa
aggtttctgt
aataactgge
gacgatatca
aaacacgcca
tgaaatttte
acccagcaaq
gcaaactttc
tgectttgtg
ttggcocctet
cgoctatttt
tgtaacttac
tttatttatt
ttacggaatg
ttacatatat
taagtaaaat
caattcggea
atccceoctag
ttttacttte

tatagcacgt

tggtggaatt
ttegaaggta
catcaccate
aaatcgactt
ctecgtaaac
ctttacacat
attttgetge
ctaaaaaaag
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaate
tgtaagctct
agttcacctg
gaagctgcac
aaaccgagga
atgccgtaat
accaagtatt
cttgeaataa
tcagcategg
accaatggac
tgettaatea
ccttttcttt
tataggttaa
acgegecteg
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctyg
agtcttttac
tatttttaat

gatgaaaagg

59

ctgcagatat
agcctatece
accattgagt
tgttcccact
aacatgtttt
actttatata
ctgecatatt
atgaatgtga
actactcagt
cttttacace
taageageate
cggggctcte
tcccacetge
tgagtagtat
actettggta
cattgaccag
tecggagtgec
ccgggtceaat
aatctagage
cagaactacc
egtatactea
tttcgacega
tgtcatgata
tatettttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggatttteg
agagcaggaa
atcttoggaa

ttatatattt

acccaggtgg

ccagcacagt
taaccctete
ttaaacecege
gtacttttag
cocatgtaat
gctatteact
tcaatttgtt
ategaatect
aataacctat
atttgtetee
accaacattt
ttgeccttceca
ttctgaatea
gttgcagtct
ttettgecac
agccaaaaca
tgaactattt
tgttetettt
acattctgeg
tgtgaaatta
cgtgetcaat
atttcttgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
ggtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtet
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa

cacttttegg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



ggaaatgtge
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccgggcoe
tactcaccag
goetgecataa
ccgaaggagce
tgggaacegy
gcaatggcaa
caacaattaa
cttocggetg
atcattgcag
ggcagtcagy
attaagcatt
cttoattttt
atcccttaac
tettettgag
ctaccagcgg
ggctteagea
cacttcaaga
gctgctgeca
gataaggcgec
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgage
agcaacgogy

cetgegttat

goggaacccc
aataacccty
tecegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
getggtttat
cactggggec
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaayg
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagce
gtggcgataa
agoggtcggy
ccgaactgayg
aggeggacag
caggggggaa
gtoegattttt
cctttttacg

cacctgatte

ES 2 683 847 T3

tatttgttta
ataaatgctt
ccttattece
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcocgecge
gcatcttacy
taacactgeg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggeggat
tgetgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggty
gttccactga
tetgegegta
gocggatcaa
accaaatact
accgoctaca
gtegtgtett
ctgaacgggy
atacctacag
gtatceggta
cgcctggtat
gtgatgeteg
gtteoctggee

tgtggataac

tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gecaacttac
atgggggatc
aacgacgage
actggcgaac
aaagttgcag
tetggageeg
ccctceoogta
agacagateg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgetget
gagctaccaa
gtecttetag
tacctegete
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagcatt
ageggcaggyg
ctttatagtc
teagggggge
ttttgetgge

cgtattaceg

60

tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttttcg
gogeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttetgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttet
gtgagegtgy
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttoe
tgtageegta
tgctaatcet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
taggaacagg
ctgtcgggtt
cgagcectatg
cttttgetea

cetttgagtg

tatgtatccg
gagtatgagt
tectgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgecetgta
agettocogy
gogeteggee
gtetegeggt
ctacacgacg
tgecteactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaceg
gaaggtaact
gttaggecac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagocga
cacgcttccc
agagegeacy
tcgecaccte
gaaaaacgece
catgttettt

agetgatace

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4680



10

getegocgea
ceaatacgea
aggttteceg
cattaggcac
agcggataac

aaccctcact

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

<220>

gecgaacgac
aaccgcactet
actggaaage
cccaggcettt
aatttcacac

aaagggaaca

<223> vector pYD1dXFc

<400> 16

ES 2 683 847 T3

cgagegeage
ccccgegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc

aaagctggcect

gagtecagtga
tggeegatte
cgcaacgcaa
ctteoeggete

tatgaccatg

agt

61

gcgaggaagce ggaagagcege
attaatgecag ctggeacgac
ttaatgtgag ttaceteact

ctatgttgtg tggaattgtg

attacgccaa gctcggaatt

4740

4800

4860

4920

4980

5013



acggattaga
cetegteotte
acaataaaga
ctggecccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
c¢tetatactt
gactcactat
tacttegetg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgyg
acgatgacga
cccccagcetce
acttcccaga
cctttecege
ccageageaqg

ccaaggtgga

agccgccgag
accggtegeyg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
ttttteaata
gcaaatccce
ggccaacggg
taattgcggt
ttttaagett
tggttetget
taaggtacca
caagagcacc
goccgtgace
cgtgctgcag
cctgggeace

taagaaggtyg

ES 2 683 847 T3

cgggtgacag

ttectgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatgc
tctcacccet
ctgeaggeta
agcatgactg
ggatcegeta
tccggeggea
gtgagctgga
tccagcggece
cagacctaca

gagcccaaga

ccctecgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cecggategy
tacttcatac
ttgetteagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtay
gtggacagea
geaccaaggy
ccgoegecct
acagcggcgc
tgtactccct
tetgeaatgt

geagcogacaa

62

gaagactctc
ctegegecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gccgtactcet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttetggt
aatgggtegyg
ceceagegtyg
gggctgocty
cctgaccagce
gagcagcgty
gaaccacaag

gacacacacqg

ctcecgtgegt

actgeteocga
tggcagtaac
gataatgoga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
getgtaatac
aagatgeagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatetgtacy
tteocectetgg
gtgaaggatt
ggcgtgcaca

gtgaccgtge

cccagcaata

tgteccccat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gtcocccgoece
acaccctgat
aggacccaga
ccaagcectag
tgcaccagga
ctgeccoccecat
acaccctgeo
tcaaaggett
acaactacaa
agctcaccegt
atgaggetet
cggccogeteg
cggtetogat
atctgataac
cgtacaaaat
ccttttctat
tatacactaa
aaattoctat
gagaattggg
cttageattt
acctccogett
tggogtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacg
ctcatctceg
ctecttaggt
atatgeotttt
attgggcaca
ctetgtgete

aacagacata

tgagctgety
gatctacegg
ggtgaagtte
agaggageag
ttggctgaat
cgagaagace
cccatcecegy
ctatcocage
gaccacgect
ggacaagage
gcacaaccac
atcgagtcta
tctacgegta
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttec
aaaactaaga
aatttatecct
caagtgcaca
ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccageta
atcgagttcc
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttyg
catataatac
tgeaagecege

cteocaagetg

ES 2 683 847 T3

ggcggecectt
accectgagy
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaagg
gatgagctga
gacategeeg
ceegtgetgg
aggtggcage
tacacacaga
gagggcoctt
ceggteatca
atgtaacaaa
tttecatttct
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
ttgetatttt
caataacgcc
acataaaatg
aatccaaaag
gtttotgtyga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgecaac
aaattttcct
ccagcaagte
aaacttteac

cetttgtgtyg

ccgtgttect
tgacctgtgt
tggacggegt
cetacegegt
acaagtgcaa
ccaagyggeca
ccaagaacca
tggagtggyga
actecgacgg
aggggaacgt
agagcoctote
cgaaggtaag
teaccatcac
atcgactttg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgctgecet
aaaaaaagat
aaataaatac
gttagagtet
atttaatcta
taagcteteg
ttcacctgtce
agctgcactg
accgaggaac
gccgtaatca
caagtattte
tgcaataacc
agecatcggaa
caatggacca

cttaatcacg

63

gttecctece
ggtggtggac
ggaggtgcac
ggtgagegty
ggtgagcaac
gocteogagaa
ggtcagecty
gagcaatggyg

cteocttette
cttetecatge
cetgteteeg
cctatcecta
cattgagttt
ttcccactgt
catgttttcc
tttatatagc
gccatatttce
gaatgtgaat
tactcagtaa
tttacaccat
agcgcatcac
gggetetett
ccacctgcectt
agtagtatgt
tcttggtatt
ttgaccagag
ggagtgeetyg
gggtcaattg
tetagageace
gaactacctg

tatactecacg

aagccaaagqg
gtgagccacy
aacgccaaga
ctgacegtge
aaggccctge
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagooggaga
ctetacagea
teegtgatge
ggtaaatgaqg
accctoctect
aaaccegetyg
acttttagct
catgtaatat
tattcacttce
aatttgttat
cgaatcctaa
taacctattt
ttgtctecac
caacatttte
gectteocaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgccacga
ccaaaacatc
aactattttt
ttctotttcet
attetgogge
tgaaattaat

tgetcaatag

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060

3120



tcaccaatgce
cgaaagggcee
taggacggat
ttgggaattt
ataaagaagg
ttcaacaaaa
tatacattcyg
tacacagaca
aggtagtatt
ttttteottta
ttaaattata
aaatgtgege
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatyg
cgccgggeaa
cteoaccagte
tgccataacce
gaaggageta
ggaaccggayg
aatggcaaca
acaattaata
tccggetgge
cattgeagea
cagtcaggea
taageattgg
toatttttaa
cccttaacgt

ttettgagat

accageggtyg

cctcoctott
tcgtgatacg
cgcttgectg
actctgtgtt
tagaagagtt
agogtactet
attaacgata
agatgaaaca
tgttggegat
atttecttttt
attattttta
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgece
acgctggtga
ctggatctea
atgagcactt
gagcaacteg
acagaaaagc
atgagtgata
accgetttet
ctgaatgaag
acgttgcgea
gactggatgg
tggtttattg
ctyggggoecag
actatggatg
taactgteag
tttaaaagga
gagttttegt
cettttttte

gtttgtttge

ES 2 683 847 T3

ggccctcteoe
cctattttta
taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
attcggcatt
cccectagag
ttactttcta
tagcacgtga
tttgtttatt
aaatgettea
ttattccctt
aagtaaaaga
acageggtaa
ttaaagttct
gtogoogeat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagce
aacgaaatag
accaagttta
tetaggtgaa
tecactgage
tgegegtaat

cggatcaaga

ttttettttt
taggttaatg
gecgectegta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tettttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggea
tgctgaagat
gatcettgag
gctatgtgge
acactattct
tggoatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagogt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
cteocegtate
acagateget
cteatatata
gatcettttt
gteagaccocoe
ctgetgettg

getaccaact

64

tcgaccgaat
tcatgataat
tcttttaatg
atttggattt
taaacaaagg
agaaaagcag
gattttcgtg
agcaggaaga
ctteggaaaa
atatatttat
ccaggtggea
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgcectte
cagttgggtg
agttttegee
goggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgee
gacaccacga
cttactctag
ccacttctge
gagcgtgggt
gtagttatet
gagataggtyg
ctttagattg
gataatectea
gtagaaaaga
caaacaaaaa

ctttttecga

ttottgaaga
aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
attaaataga
tgtggtctte
gcaagataaa
caaaaactat
attaaaaaat
cttttegggy
tgtatccoget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggyg
cogaagaacy
cccgtgttga
tggttgagta
tatgcagtge
toggaggace
ttgatcgttg
tgoctgtage
cttcocoggea
gectcggecct
ctcgoggtat
acacgacgygyg
cotcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatce
aaccaceget

aggtaactgyg

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



10

cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggegeag
gacctacace
agggagaaag
ggagcttcca
acttgageogt
caacgcggec
tgegttatee
tegecgeage
aatacgcaaa
gtttcccegac
ttaggcacce
cggataacaa

ccctecactaa

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

<220>
<223> pYD1CH12

<400> 17
acggattaga
cetegteotte
acaataaaga
ctggcecccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat

tacttcgety

gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
geggacaggt
ggggggaacy
cgatttttgt
tttttacggt
coetgattetg
cgaacgaccag
cegectetee
tggaaagcygy
caggctttac
tttcacacag

agggaacaaa

agecgecgag
acceggtegeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt

tttttcaata

ES 2 683 847 T3

caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggy
acctacageg
atceggtaag
cctggtatct
gatgctcgte
tocectggeott
tggataaceg
ageogeagega
cegegegttg
gcagtgagcg
actttatgcet
gaaacagcta

agctggetag

cgggtgacag
ttectgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte

ttttoctgtta

ccttctagtg
cctcgetetg
cgggttggac
ttegtgeaca
tgagcattga
cggcagggtce
ttatagtcct
aggggggccy
ttgctggect
tattaccgee
gtcagtgage
gecgatteat
caacgcaatt
tccggcetect
tgaccatgat

t

cactecgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cccggategy
tacttceatac

ttgcttcagt

65

tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cageccaget
gaaagegeca
ggaacaggag

gtcgggtttc

agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgyg
taatgcaget
aatgtgagtt
atgttgtgtg

tacgccaage

gaagactcte
ctagegacge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt

tttagcacag

taggccacca

taccagtggc
agttaccgga
tggagegaac
cgettecega
agegeacgaqg
gccacctcetyg
aaaacgccaqg
tgttctttee
ctgatacege
aagagcgoce
ggcacgacag
acctcactca
gaattgtgag

tcggaattaa

ctecgtgegt
actgeteocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
getgtaatac
aagatgeagt

gaactgacaa

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

5971

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ctatatgecga
ctactatttt
cegtttgteag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
cccccagete
actteccaga
cotttecege
ccagcagcayg
ccaaggtgga
gtccocgecee
acaccctgat
aggacccaga
ccaagcctag
tgcaccagga
ctgccoccat
agtctagagyg
cgogtacegy
gtgtagatgt
tatacttttc
cgttoogtta
ctaagacaat
tatcetatta
tgcacaaaca
cgaaatttge
caacaccaat
cagctaacat
agttccaate
aatgaggttt
ttttaataac

gttggacgat

gcaaatccec
Jgccaacggyg
taattgeggt
ttttaagctt
tggttetget
taaggtacca
caagagcace
gecegtgace
cgtgetgeag
cctgggecace
taagaaggtg
tgagctgctyg
gatcteccecgyg
ggtgaagttc
agaggagcag
ttggctgaat
cgagaagacc
goecttogaa
tcatcatcac
aacaaaatcg
atttcteegt
ccaactttac
tttaattttyg
gtagetaaaa
atacttaaat
tattttgtta
aacgccattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaaget
tggcaaacceyg

atcaatgccg

ES 2 683 847 T3

tcaccaactt
aaggcaatge
totcaceoct
ctgcaggcta
agcatgacty
ggatecgeta
tocoggoggca
gtgagcetgga
tecagaeggee
cagacctaca
gagcecocaaga
ggcggeectte
acccctgagy
aactggtacyg
tacaacagca
ggcaaggagt
atcteocaagy
ggtaagccta
catcaccatt
actttgttce
aaacaacatg
acatacttta
ctgcctgeca
aaagatgaat
aaatactact
gagtetttta
aatctaagcg
ctetegggge
cetgtoccac
gcactgagta
aggaactett

taatcattga

tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtayg

gtggacagea

gcaccaaggg
ccgocgecct
acageggege
tgtacteccet
tctgcaatgt
gcagegacaa
cegtgttect
tgacctgtgt
tggacggegt
cctaccgegt
acaagtgcaa
ccaagggcca
tcectaacce
gagtttaaac
cactgtactt
ttttccecatyg
tatagctatt
tatttcaatt
gtgaatcgaa
cagtaataac
caccatttgt
catcaccaac
tetettgect
ctgettetga
gtatgttgca
ggtattettg

ccagagcecaa

66

gcecogtactet
tgaatattac
caaaggeage
tggttctggt
aatgggtegy
cceccagoegty
gggctgecty
cctgaccage
gagcagegty
gaaccacaayg
gacacacacyg
gttcectece
ggtggtggac
ggaggtgcac
ggtgagcgtyg
ggtgagcaac
gectcgagge
tctecteggt
cogetgatcot
ttagctcogta
taatatcctt
cacttctata
tgttataaat
tectaagaga
ctatttctta
ctecacacct
attttcotgge
tocaacceayg
atcaaacaag
gtcttttgga
ccacgactea

aacatcctce

ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacy
ttecctetgyg
gtgaaggatt
ggoegtgeaca
gtgaccgtge
cccagcaata
tgteccceat
aagccaaagg
gtgagccacg
aacgccaaga
ctgaccgtge
aaggccctge
cgotogatog
ctcgattcta
gataacaaca
caaaatacaa
ttctattttt
cactaaaaaa
tcctataatt
attgggeaag
gcatttttga
cegettacat
gtcagtccac
teagaaateg
ggaataaacyg
aatacgagtce
teteagtgea

ttaggttgat

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
agcocgcoaaac
aagctgcctt
cctettggeo
gatacgccta
tgectgtaac
tgtgtttatt
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggcgatecee
ctttttttac
tttttatage
ccocctatttg
cctgataaat
tcgecottat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggagge
ttattgctga

ggccagatgg

gccaaccaag
tttecttgea
caagtcagca
ttteaccaat
tgtgtgectta
cteotootttt
tttttatagy
ttacacgege
tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtctt
tttctatttt
acgtgatgaa
tttattttte
gcttcaataa
tccctttttt
aaaagatgcet
cggtaagatc
agttctgeta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggeocaac
caacatgggy
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga

taagecctee

ES 2 683 847 T3

tatttcggay
ataaccegggt
teggaatceta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttega
ttaatgtcat
ctegtatett
ttttgtattt
aaaaaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cctgagagea
ttacatctte
taatttatat
aaggacceag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagegtgaca
gaactactta
gcaggaccac
geeggtgage

cgtategtag

tgcctgaact
caattgttet
gagcacatte
tacctgtgaa
ctcacgtget
ccgaatttet
gataataatg
ttaatgatgg
ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttegtgtgtg
ggaagagcaa
ggaaaacaaa
atttatatta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
geccttectgt
tgggtgcacyg
ttcgeccega
tattatcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgec
ctctagcttc
ttetgegete

gtgggtcteg

ttatctacac

67

atttttatat
ctttetattg
tgeggectet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttcttagy
aataatttgg
aagtaaataa
aaaaatttca
aatagatata
gtcttctaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatttaa
tcggggaaat
tcegeteaty
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgee
tgagtactca
cagtgctgec
aggaccgaagqg
teogttgggaa
tgtageaatg
ccggcaacaa
ggcectteoeg
cggtateatt

gacgggcagt

gcttttacaa
ggcacacata
gtgctetgea
gacatactee
caatgccctce
agggcctegt
acggatcgct
gaatttacte
agaaggtaga
acaaaaagceyg
cattcgatta
cagacaagat
agtatttgtt
tctttaattt
attataatta
gtgcgcggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagcectga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgy

caggcaacta

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380



10

15

20

tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttoca
tttttetgeg
gtttgeegga
agataccaaa
tagcaccgce
ataagtcgtg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatec
ggaacgcctg
ttttgtgatg
tacggtteoct
attctgtgga
cgaccgageyg
cteoteceage
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa

aacaaaaget

aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagegtca
cgtaatetge
tcaagageta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttacecggy
ggggggtteyg
acagegtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggeey
tgagcgcaac
tatgctteey
cagctatgac

ggctagt

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

<220>
<223> Fcab01

<220>

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

<220>

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

ES 2 683 847 T3

atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccecgtag
tgettgeaaa
ccaactettt
ctagtgtage
gctctgctaa
ttggactcaa
tgecacacage
cattgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
gggccgagec
tggeccttttg
acogectttg
gtgagegagy
attcattaat
gcaattaatg
gctoctatgt

catgattacg

taggtgcctce
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttcogaaggt
cgtagttagg
tcctgttacce
gacgatagtt
ccagettgga
gegecacget
caggagagceg
ggtttcgcea
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagetga
aagcggaaga
geagetggea
tgagttacct
tgtgtggaat

ccaagctcgg

68

actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
acegetacea
aactggette
ccaccacttc
agtggctget
accggataag
gegaacgace
teccgaagygy
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttecctgeg
tacegetege
gegeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga

aattaaccct

cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagcge
aagaactctg
gccagtggog
gcgeagoggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttecagggyg
gagcgtcgat
gcggoectttt
ttatccecety
cgcagccgaa
cgcaaaccge
cecgactgga
gcaccccagy
taacaatttc

cactaaaggg

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5657



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<400> 18

ES 2 683 847 T3

69



10

ggeccagecy
docageaccet

caccctcatg

agaccctgag
aaagccgcgy
gcaccaggac
agcoececate
caccctgeoce
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgty

atgctcecgtg

tecgggtaaa

<210> 19
<211> 738
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab02

<400> 19
ggcccagccg
cccagcacct
caccctcatg
agacectgag
aaagocgcgy
gcaceaggac
agcocccato
caccctgcece
caaaggcttc
caactacaag
gctcacegty
atgceteegtyg

tcocecgggtaaa

gocatggecy
gaactectgg

atctcccgga

gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatecegygyg
tatceccageg
accacgccte
nnbnnknnbn
atgcatgagg

gcggecge

gccatggecy
gaactcctgy
atctceccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggetgaatg
gagaaaacca
ccatceccggg
tatcccagey
accacgecte
kmtkmtkmtk
atgcatgagg

gcggccgc

ES 2 683 847 T3

ageccaaate
ggggaccegte

ccecctgaggt

actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
teteocaaage
atgaactgnn
acatcegeegt
ccgtgetgga
nbnnbnnbnn

ctctgcacaa

agcccaaatc

ggggaccgte
ccecctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
toctocaaage
atgagctgkm
acatcgcogt
ceghbgetgga
mtkmtkmtkm

ctetgeacaa

ttgtgacaaa
agtettecte

cacatgcgtg

ggacggcgtg
gtaccgtgtg

caagtgcaag

caaagggcag
bnnbnnbcag
ggagtgggag
ctccgacgge

bnnbaggtgg

ccactacacg

ttgtgacaaa
agtcttcctce
cacatgcgtg
ggacggegty
gtacegtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtcag
ggagtgggag
ctecgacgge
tkmtaggtgg

ccactacacyg

70

actcacacat

ttecceccaa

gtggtggacyg

gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ceteogagaac
gtcagectga
agcaatggge
tcottetteco

nnbnnbggga

cagaagagcc

actcacacat
ttccccccaa
gtggtggacyg
gaggtgeata
gteagegtee
gtecteocaaca
cctogagaac
gtgagcctga
agcaatgggc
tecttettee
kmtkmtggga

cagaagagecd

geccacegty
aacccaagga

tgagccacga

atgccaagac
tcaccgtect
aagccctcce
cacaggtgta
cetgectggt
agcocggagaa
tctacagcaa
acgtcttcte

tectecectgte

gcccacogty

aacccaagga
tgagccacga
atgecaagac
tecaccegteoct
aagecctoce
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacageaa
acgtettete

tetecetgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 20
<211> 750
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab03

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

<222> (653)..(654)

ES 2 683 847 T3

71
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15

20

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (656)..(657)

<223>nesa,c,got

<400> 20

ggcccageceyg
cccagcacet
cacccteatyg
agaccctgag
aaagccgogg
gcaccaggac
agcccccate
caccctgoce
caaaggette
caactacaag
gctcaccgtg
gaacgtctte

cctetecctg

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

<220>
<223> Fcab04

<400> 21

gecatggeocg
gaactectgg
atcteccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaaty
gagaaaacca
coetteeegygy
tatecccageg
accacgcctc
ggttctnnbn
tcatgctcey

tetecgggta

ES 2 683 847 T3

agcoccaaate
ggggaccgte
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tetecaaage
atgagetgnn
acategecgt
cogtgctgga
nbnnbnnbnn
tgatgcatga

aagoeggecge

ttgtgacaaa
agtettecte
cacatgegtyg
ggacggcgty
gtaccgtgty

caagtgcaag

caaagggcaqg
bnnbnnbecag
ggagtgggag
ctccgacgge
bnnbnnbnnb

ggctctgcac

72

actcacacat
tteoceceocaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gtcagcgtce
gtctccaaca
cctagagaac
gtecagectga
agcaatgggce
tocttcttee
agcggoaggt

aaccactaca

geceaccegtg
aacccaagga
tgagcocacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctccce
cacaggtgta
coetgectggt
agdeggagaa
tctacagcaa
ggnnbnnbgg

cgcagaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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ggcccageceyg
cccagcacet
cacccteatyg
agaccctgag
aaagccgcgyg
gcaccaggac
agcccccate
caccctgoce
caaaggette
caactacaag

gctcaccgtg

gaacgtcttc

cctcteeoctg

gecatggeocg
gaactectgg
atcteccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaaty
gagaaaacca
ccatcteggy
tatecccageg
accacgcctc

ggttctkmtk

tcatgctceg

tctcocecgggta

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

<220>
<223> Fcab05

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>

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

ES 2 683 847 T3

agcoccaaate
ggggaccgte
ccecctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tetecaaage
atgagctgkm
acategecgt
cogtgctgga
mtkmtkmtkm
tgatgcatga

aagcggccgc

ttgtgacaaa
agtettecte
cacatgegtyg
ggacggcgty
gtaccgtgty

caagtgcaag

caaagggoaqg

tkmtkmtcag

ggagtgggag
ctccgacgge

tkmtkmtkmt

ggctctgcac

73

actcacacat
tteoceceocaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gtcagcgtce
gtctccaaca
cctagagaac
gtecagectga
agcaatgggce
tocttcttee
agcggoaggt

aaccactaca

geceaccegtg
aacccaagga
tgagcocacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctccce
cacaggtgta
cetgectggt
agcecggagaa
tctacagcaa

ggkmtkmtgg

cgcagaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>
<221> misc_feature

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

<220>

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

<400> 22

ggccocagecyg

cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagecgegyg
geaccaggac
agcccccatce
caccctgecece
caaaggcttc
caactacaag
geteacegtg
atgectecgtyg

tccgggtaaa

<210> 23

gccatggeeg

gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttea
gaggagcagt
tggetgaatyg
gagaaaacca
ccatcccgtg
tatcccageg
accacgecte
nnbnnbnnbn
atgcatgagg

goggcocgoe

ES 2 683 847 T3

agcccaaatc

ggggaccgtc

ccecctgaggt

actggtacgt
acaacagcac
gecaaggagta
tctccaaagc
atgagkmtnn
acatcgccgt
cegtgetgga
nbnnbnnbnn

ctetgeacaa

ttgtgacaaa
agtcttccte
cacatgcgtg
ggacggcgtyg
gtacegtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
bnnbnnbkmt
ggagtgggag
ctecgacgge
bnnbaggtgg

ccactacacyg

74

actcacacat

ttcecceocccaa

gtggtggacy
gaggtgcata
gtcagegtee
gtcteocaaca
cctcgagaac
gtcagcctga
agcaatgggce
tecttettee
nnbnnbggga

cagaagageo

gocccaccgtg

aacccaagga
tgagccacga
atgecaagac
tcacegtect
aageecctece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tetacageaa
acgtettote

tetecctgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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<211> 738
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Fcab06

<400> 23

ggcccageceyg
cccagcacet
cacccteatyg
agaccctgag

aaagccgogg

gcaccaggac
ageoceoccate
caccctgoce
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
atgceteegtyg

teegggtaaa

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

<220>

<223> Cebador para PCR gapch35

<400> 24

gecatggeocg
gaactectgg
atcteccgga
gtcaagttca

gaggagcagt

tggetgaatg
gagaaaacca
ccatceeggg
tatcccagey
accacgcctc
kmtkmtkmtk
atgcatgagg

gcggceege

ES 2 683 847 T3

ageccaaate
ggggacegtc
ccectgaggt

actggtacgt

acaacagocac

gcaaggagta
tetecaaage
acgagkmtkm
acatcgcogt
cogtgctgga
mtkmtkmtkm

ctetgeacaa

ttgtgacaaa
agtettecte
cacatgegtyg
ggacggcgty

gtaccgtgtyg

caagtgcaag
caaagggcaqg
tkmtkmtkmt
ggagtgggag
ctcecgacgge

tkmtaggtggy

ccactacacg

actcacacat
tteoceceocaa
gtggtggacy
gaggtgcata

gtcagcgtce

gtctecaaca
cctegagaac
gtecagectga
agcaatgggc
tccttcttee
kmtkmtggga

cagaagagecd

geceaccegtg
aacccaagga
tgagcocacga
atgccaagac

tcaccgtect

aagecctoce
cacaggtgta
coetgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttctc

tetecetgte

caacaaggcc ctgcctgccc ccatcgagaa gaccatctcc aaggccaagg gccagcectog

agaaccacag gtgtacaccc tgeccc

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

<220>

<223> Cebador para PCR gapfcs3

<400> 25

75

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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660

720
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60

gagaccgagg agagggttag ggataggectt accttcgaag ggccctctag actcgatcga

geggecgete atttaceegy agacagggag aggetette

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

<220>
<223> Cebador Abmut

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<400> 26

gaaccacagg tgtacaccct gcccccatce cgggatgage tgnnbnnbnn bcaggtcage

ctgacctgce tggtcaaag

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

<220>

<223> Cebador Abmut2LR

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature
<222> (52)..(53)

ES 2 683 847 T3
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<223>nesa,c,got

<400> 27

gaaccacagyg tgtacaccet gecoccatee cgggatgagn nbnnbnnbnn bnnbgtoage

ctgacetgee tggtcaaag

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

<220>

<223> Cebador Abmut1L

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<220>

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

<400> 28

gaaccacagg tgtacacccet goceccatcee cgggatgagn nbnnbnnbnn bcaggtcage

ctgacctgee tggtcaaag

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

<220>

<223> Cebador Abmut1R

<220>

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

<220>

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

<220>
<221> misc_feature

ES 2 683 847 T3
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<222> (49)..(50)
<223>nesa,c,got

<220>

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

<400> 29

ES 2 683 847 T3

gaaccacagqg tgtacaccet gocdedcatee cgggatgage tgnnbnnbnn bnnbgtoage

ctgacetgee tggtcaaag

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 30

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 31

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 32

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 33

Leu Asp Asn Ser Gln
1 5

Tyr Glu Gly Ser Ser
1 5

Tyr Met Ser Ala Asp
1 5
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<210> 34
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 34

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 35

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 36

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 37

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

ES 2 683 847 T3

Tyr Arg Arg Gly Asp
1 5

Leu Met Ser Arg Gln
1 5

Leu His Leu Ala Gln
1 5

Tyr Leu Ser Lys Asp
1 5

Tyr Arg Ser Gly Ser
1 5
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<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 38

Len Arg Asp Gly Gln
1 5

<210> 39
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 39

Tyr Ser Ala Asn Thr
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 40

Tyr Ala Ser Asn Thr
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 41

Tyr Ser Asp Gly Asp
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 42

Tyr Ser Gly Gly Ser
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 43

Tyr Gly Arg Asp Ser
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 44

Tyr Ala Gly Gly Thr
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 45

Tyr Ser Ser Asp Ser
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 46

Tyr His Ser Gly Ser
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 47
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<210> 48
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 48

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 49

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 50

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 51

Ile Arg Ser Ser Val Gly Ser Arg Arg Trp Trp Ser

1

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

ES 2 683 847 T3

Tyr Leu Thr Asn
1

Tyr Gly Ser Glu Glu

1

Tyr Arg Ser Gly
1

Tyr Gly Thr Asp Asp
5

1

5

82
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ES 2 683 847 T3

<400> 52

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

<210> 53
<211> 12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 53

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 54

Ala Pro Gly Ser Lys Gly Tyr Arg Arg Trp Ala Leu
1 5 10

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 55

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 56

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 57

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 58

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 59

Gln Arg Ser Arg leu Ser Arg Gln Arg Trp Trp Arg
1 5 10

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 60

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 61
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Val Ser Arg Tyr Ser Met Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 62

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 63

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

<210> 64
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 64

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 65

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

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

<220>
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<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 66
Val Ala Arg His Ser Glu Ala Met Trp Lys Trp Gly His
1 5 10

<210> 67

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 67
Val Gly Arg Tyr Ser Gln Arg Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 68

<211> 13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 68
Val Ala Arg Tyr Ser Pro Thr Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 69

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 69
Val Gly Arg Hisg Ser Pro Thr Met Trp Lys Trp Ala His
1 5 10

<210> 70

<211>13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 70
Leun Gly Arg Trp Ser Pro Lys Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 71

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

<220>

ES 2 683 847 T3

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 71

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

<220>

<223> vector pYD1

<400> 72

acggattaga
cctogtcette
acaataaaga
ctggececac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttegetyg
ctatatgega
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgy
acgatgacga
ggcggecget

gtctcgatte

Val Ala Arg Trp Ser Pr¢ Ser Met Met Arg Trp Ala His

1

agccgccgag
accggtcogeg
ttetacaata
aaaccttcaa
agcecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
ttttteaata
gcaaatcece
ggccaacggg
taattgcecggt
ttttaagett
tggttetget
taaggtacca
cgagtctaga

tacgcgtacc

5

cgggtgacag

ttcctgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatgc
tctcaccect
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatecagtg
gggeectteg

ggtcatcatc

ccctocgaag
gcagatgtgce
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgetteagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtay
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagee

accatcacca

87

10

gaagactctc
ctcgegecge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
geegtactet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtegy
ctgcagatat
tatccctaac

ttgagtttaa

ctcegtgegt

actgctccga
tggecagtaac
gataatgega
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatectgtacg
ccagcacagt
cotetecteg

acccgctgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ctgataacaa
tacaaaatac
ttttetattt
tacactaaaa
attcctataa
gaattgggea
tagcattttt
cteegettac
gogteagtec
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catcteegty
ccttaggtty
atgcttttac
tgggcacaca
ctgtgeotety
cagacatact
accaatgccce
aaagggecte
ggacggatcyg
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaag
tacattcgat
cacagacaag
gtagtatttyg
tttetttaat
aaattataat
atgtgegegy
tgagacaata

aacatttecyg

cagtgtagat
aatatacttt
ttegtteogt
aactaagaca
tttatcctat
agtgcacaaa
gacgaaattt
atcaacacca
accagctaac
cgagttccaa
cgaatgaggt
tcttttaata
cagttggacy
attacgaaac
aagacttgaa
tataataccc
caagccgcaa
ccaagctgce
tccctettgg
gtgatacgec
cttgcctgta
tctgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
taacgataag
atgaaacaat
ttggcgatce
ttettttttt
tatttttata
aaccocctatt
accctgataa

tgtogooctt
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gtaacaaaat
tcatttctece
taccaacttt
attttaattt
tagtagctaa
caatacttaa
gctattttgt
ataacgecat
ataaaatgta
tccaaaagtt
ttetgtgaag
actggcaaac
atatcaatge
acgccaacca
attttccttg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtget
ccctctoctt
tatttttata
acttacacge
tttattttta
ggaatgaaga
atatatattt
taaaatgtaa
teggoattaa
ccctagagte
actttetatt
gceacgtgatyg
tgttratttt
atgcetteaat

attccootttt

cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatactt
tgctgcocctge
aaaaagatga
ataaatacta
tagagtcttt
ttaatctaag
ageteteggy
cacctgtece
ctgeactgag
cgaggaactce
cgtaatcatt
agtatttcgg
caataaccgg
catcggaatce
atggaccaga
taatcacgta
ttctttttte
ggttaatgte
gecctegtate
tgttttgtat
aaaaaaaata
attagacaag
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatct
tttaatttat
aaaaggacce
tctaaataca
aatattgaaa

ttgoeggeatt

88

cccactgtac
tgttttecca
tatatageta
catatttcaa
atgtgaatcg
cteagtaata
tacaccattt
cgeatcacca
goeteotettge
acctgcttct
tagtatgttg
ttggtattct
gaccagagoece
agtgcctgaa
gtcaattgtt
tagagcacat
actacctgtg
tactcacgtg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttegtgtg
caggaagage
tcggaaaaca
atatttatat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt

ttgocttoet

ttttageteg
tgtaatatcc
ttecactteta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttet
gtctccacac
acattttetyg
ctteocaacee
gaatcaaaca
cagtcttttg
tgccacgact
aaaacatcet
ctatttttat
ctctttctat
tctgocggeet
aaattaataa
ctcaatagtc
cttgaagacg
tggtttetta
ggaataattt
gaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtcttcta
aagataaaag
aaaactattt
taaaaaattt
ttteggggaa
tatccgeoteoa
atgagtatte

gtttttgete

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaceat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatea
cageggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgecagtygy
aggcgcagcyg
cctacacega
ggagaaaggc
agcettecagy
ttgagegteg
acgcoggectt
cgttatccee
goocgeagecy
tacgcaaacc

ttccocecgactg

getggtgaaa
ggatcetcaac
gagcactttt
gcaacteoggt
agaaaageat
gagtgataac
cgoettttttg
gaatgaagce
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatce
gttttogttc
tttttttetg
ttgtttgecg
goagatacca
tgtagcaccy
cgataagteg
gtogggetga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgoeo
atttttgtga
tttacggttc
tgattetgtg
aacgaccgay
gecctetecce

gaaagogggo
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gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgecgeatac
cttacggatyg
actgoggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactyg
geggataaag
gataaatctyg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgegtaatet
gatcaagage
aatactgtee
cctacatacc
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagegtyg
ceggtaageg
tggtatettt
tgetegteag
ctggocttet
gataaccgta
cgcagocgagt
gcgegttgge

agtgagcgeca

ctgaagatea
tecttgagag
tatgtggcge
actattctea
geatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgcaggace
gagccggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tectttttga
cagaccccgt
getgettgea
taccaactet
ttetagtgta
tecgetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegy
atagtectgt
gggggccgag
gctggecttt
ttaccgectt
cagtgageoga
cgattcatta

acgcaattaa
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gttgggtgea
ttttegecce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatce
aactegectt
caccacgatg
tactctaget
acttetgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgec
ttagattgat
taatcteatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcoegaag
gaegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gocccagetty
aagegecacy
aacaggagag
cegggtttege
c¢ctatggaaa
tgctcacatyg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctgg

tgtgagttac

cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacyg
gttgagtact
tgeagtgetg
ggaggaccga
gategttyggy
cctgtageaa
tccoggeoaac
teggeectte
cgeggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatec
aaaggatctt
ccacegetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggctg
ttaceggata
gagcgaacga
cttecegaag
cgcacgaggyg
cacctetgac
aacgccagea
ttettteoctyg
gatacecgete
gagcogoccaa
cacgacaggt

ctcactecatt

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860



10
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aggcacccca ggctttacac tttatgcttce cggctcctat gttgtgtgga attgtgageg

gataacaatt tcacacagga aacagctatg accatgatta cgccaagctc ggaattaacce

ctcactaaag ggaacaaaag ctggctagt

<210> 73
<211> 5009
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Vector modificado pYDINhe

<400> 73

90

4920

4980

5009



acggattaga
cctogtcette
acaataaaga
ctggccccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgetg
ctatatgega
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ggcggecget
gtotegatte
ctgataacaa
tacaaaatac
ttttctattt
tacactaaaa
attcctataa

gaattgggea

agecgecgag
accggtcogeg
ttcoctacaata
aaaccttcaa
agcecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatcece
ggccaacggg
taattgcggt
ttttaagett
tggttctget
taaggtacca
cgagtctaga
tacgogtace
cagtgtagat
aatatacttt
ttcgtteoegt
aactaagaca
tttatectat

agtgcacaaa
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cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcaccaactt
aaggeaatge
tetcaceoect
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccagtg
gggeectteg
ggtcatecate
gtaacaaaat
tcatttctce
taccaacttt
attttaattt
tagtagectaa

caatacttaa

ccctecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgy
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagcece
accatcacca
cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatactt
tgctgcetge
aaaaagatga

ataaatacta
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gaagactete
ctcgegecge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagcacag
geegtactet
tgaatattac
caaaggcage
tggttctggt

aatgggtcgg

ctgcagatat
tateectaac
ttgagtttaa
cccactgtac
tgttttccca
tatatagcta
catatttcaa
atgtgaateg

ctcagtaata

ctecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacy
ccagcacagt
cotetecteg
acccgetgat
ttttageteg
tgtaatatcc
ttocacttcta
tttgttataa
aatcctaaga

acctatttet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



tagcattttt
ctccgcecttac
gegteagtee
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catctcegtg
ccttaggttg
atgettttac
tgggcacaca
ctgtgetetyg
cagacatact
accaatgece
aaagggecte
ggacggatcg
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaaq
tacattcgat
cacagacaag
gtagtatttg
tttetttaat
aaattataat
atgtgcgoegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttecaatgat
cogggeaaga

caccagtcac

gacgaaattt
atcaacacca
accagetaac
cgagttccaa
cgaatgaggt
tcttttaata
cagttggacqg
attacgaaac
aagacttgaa
tataataccc
caagcogeaa
ccaagetgee
toecctettgyg
gtgatacgee
cttgcetgta
tetgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
taacgataag
atgaaacaat
ttggcgatcc
ttettttttt
tatttttata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgeeocett
getggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
goaactoggt

agaaaagcat
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gctattttgt
ataacgccat
ataaaatgta
tccaaaagtt
ttctgtgaag
actggcaaac
atatcaatgc
acgccaacca
attttcecttyg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtget
coctetoctt
tatttttata
acttacacgc
tttattttta
ggaatgaaga
atatatattt
taaaatgtaa
teggeattaa
ccctagagte
actttctatt
gcacgtgatg
tgtttatttt
atgcttcaat
attccotttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagtteotge
cgecgeatac

cttacggatyg

tagagtcttt
ttaatctaag
agcteteggg
cacctgtccc
ctgcactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttcgg
caataacegg
catcggaatc
atggaccaga
taatcacgta
ttetttttte
ggttaatgte
gcocctogtatce
tgttttgtat
aaaaaaaata
attagacaag
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatct
tttaatttat
aaaaggaccc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
toccttgagag
tatgtggege
actattectea

geatgacagt
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tacaccattt
cgcatcacca
getotettge
acctgettct
tagtatgttg
ttggtattct
gaccagagcc
agtgcctgaa
gtcaattgtt

tagagcacat
actacctgty
tacteacgtyg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttegtgtg
caggaagage
tcggaaaaca
atatttatat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttcgeecce
ggtattatcce
gaatgacttg

aagagaatta

gtctccacac
acattttctg
cttecaacce
gaatcaaaca
cagtcttttyg
tgccacgact
aaaacatcct
ctatttttat
ctetttetat
tctgoggect
aaattaataa
ctecaatagte
cttgaagacyg
tggtttetta
ggaataattt
gaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtcttcta
aagataaaag
aaaactattt
taaaaaattt
tttecggggaa
tatccgetca
atgagtattc
gtttttgete
egagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacyg
gttgagtact

tgecagtgetg

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



5

ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggety
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatece
cagoggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgecagtgg
aggcgcageyg
cctacacega
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgeggeoett
cgttatcocee
gecgeagecy
tacgcaaacc
ttceccgactg
aggcacccca
gataacaatt

ctcactaaag

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

gagtgataac

cgettttttg
gaatgaagcc
gttgogcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatce
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeey
gcagatacca
tgtagcaccy
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat

ggggaacgcc

atttttgtga
tttacggtte
tgattetgtg
aacgaccgag
geccteteoece
gaaagcgygygce
ggctttacac
tcacacagga

ggaacaaaag
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actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
geggataaag
gataaatcetyg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcegtaatet
gatcaagagc
aatactgtcce
cctacatacc
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagegtyg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggectttt
gataacegta
cgecagegagt
gegegttgge
agtgagcgca
tttatgctte
aacagctatg

ctggetagt

acttacttct

gggatcatgt
acgagcgtga
gegaactact
ttgecaggace
gagceggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tectttttga
cagacccegt
getgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetctget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgy
atagtcctgt

gggggccgay

getggecttt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctectat

accatgatta
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gacaacgatc
aactcgccett
caccacgatg
tactctaget
acttetgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgce
ttagattgat
taatcteatg
agaaaagatce
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gocgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
geccagettg
aagegecacy
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctecacatg
tgagtgagcet
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttac
gttgtgtgga

cgocaagete

ggaggaccga
gatcgttggy
cctgtagcaa
teceggeaac
teggocctte
cgeggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatce
aaaggatctt
ccaccegetac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcegaacga
cttecegaag
cgcacgaggy
cacctctgac
aacgccagca
ttetttectg
gatacegete
gagogoccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg

ggaattaacc

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5009
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<213> artificial

<220>
<223> vector pYD1Ink

<400> 74

94



acggattaga
cctegtctte
acaataaaga
ctggcecccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgety
ttactgattg
gtttaaacce
ctgtactttt
ttcccatgta
tagctattca
tttcaattty
gaategaate
gtaataacct
ceatttgtet
tcaccaacat
tcttgcette
gcttctgaat
atgttgcagt
tattettgee
agagccaaaa
cctgaactat
attgttctct
gcacattctyg

cetghgaaat

ageocgecgag
accggtcgeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agecttattt
ataaatgcaa
acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gegegecgga
getgatetga
agctegtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
atttettage
ccacacctec
tttctggegt
caacccagtc
caaacaaggqg
cttttggaaa
acgactcate
catccteoctt
ttttatatge
ttctattggg

cggecctctgt

taataacaga
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cgggtgacag

ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tectteagac
taacaacagt
aaatacaata
ctatttttcg
ctaaaaaact
ctataattta
tgggcaagty
atttttgacg
gettacatea
cagtccacca
agaaatcgag
aataaacgaa
tacgagtett
teegtgeagt
aggttgatta
ttttacaaga
cacacatata
gctctgcaag

catactcecaa

cactecgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
cceggatcgg
tacttcatac
ttgcttcagt
tetgeagaat
gtagatgtaa
tactttteat
ttcecgttace
aagacaattt
toctattagt
cacaaacaat
aaatttgeta
acaccaataa
gctaacataa
ttccaatcca
tgaggtttct
ttaataactyg
tggacgatat
cgaaacacge
cttgaaattt
atacccagca
ccgcaaactt

getgectttg
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gaagactcte
cteocgecgecge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagccogcet
teggecgegt
caaaatcgac
ttetcegtaa
aactttacac
taattttget
agctaaaaaa
acttaaataa
ttttgttaga
cgccatttaa
aatgtaagct
aaagttcacc
gtgaagctgce
gcaaaccgag
caatgeocgta
caaccaagta
tccttgeoaat
agtcagcatc
tcaccaatgyg

tgtgettaat

ctecgtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatectat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
acttaattaa
tttgttecea
acaacatgtt
atactttata
goctgccata
agatgaatgt
atactactca
gtcttttaca
tetaagegea
cteggggete
tgtcccacct
actgagtagt
gaactettgg
atcattgace
ttteggagtyg
aaccgggtca
ggaatctaga
accagaacta

cacgtatact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



cacgtgctca
gaatttettg
taataatggt
aatgatggaa
attttagaaa
aaggtttaaa
gcagattaaa
cgtgtgtggt
aagagcaaga
aaaacaaaaa
ttatattaaa
ggcacttttc
aatatgtate
aagagtatga
ctteoctgttt
ggtgcacgag
cgccccgaaq
ttatecegtyg
gacttgottg
gaattatgca
acgateggag
cgoccttgate
acgatgecctg
ctagettece
ctgcgctogyg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcae
attgatttaa
ctcatgacceca
aagatcaaag

aaaaaaccac

atagtcacca
aagacgaaag
ttettaggac
taatttggga
gtaaataaag
asatttcaac
tagatataca
cttetacaca
taaaaggtag
ctatttttte
aaatttaaat
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgetcacce
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgeegg
agtactcace
gtgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatgge
ggcaacaatt
cccttecygge
gtatcattgc
cgggcagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatcecctta
gatcttettyg

cgctaccage
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atgcccteoee
ggectegtga
ggategetty
atttactctg
aaggtagaag
aaaaagcogta
ttegattaac
gacaagatga
tatttgttgg
tttaatttet
tataattatt
gegoggaace
acaataacce
tttcogtgte
agaaacgcty
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagageaa
agtcacagaa
aaccatgagt
getaaceget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgy
tggctggttt
agcactgggy
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcotttt

ggtggtttgt

tcttggeect
tacgectatt
cctgtaactt
tgtttattta
agttacggaa
ctttacatat
gataagtaaa
aacaattegy
cgatcccect
ttttttactt
tttatageac
cctatttgtt
tgataaatge
gcecttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcyg
acttttaaag
cteggtegece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggegy
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tegttccact
tttetgegeg

ttgocggate

96

ctcocttttct
tttataggtt
acacgegect
tttttatgtt
tgaagaaaaa
atatttatta
atgtaaaatce
cattaatacce
agagtotttt
tetattttta
gtgatgaaaa
tatttttcta
ttoaataata
ccttttttge
aagatgetga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggega
ataaagttge
aatctggage
agccctoceg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgetg

aagagctacc

tttttecgace
aatgteatga
cgtatetttt
ttgtatttgg
aaaataaaca
gacaagaaaa
acaggatttt
tgagagcagyg
acatcttegy
atttatatat
ggacccaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttyg
tgagagtttt
tggcgcggta
ttetecagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tecatgtaact
gegtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ceccgtagaa
cttgeoaaaca

aactcttttt

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660
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ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcettggage
gecacgette
ggagagcgca
tttcgceocacce
tggaaaaacy
cacatgttet
tgagcetgata
gcggaagagce
agctggcacg
agttacctca

tgtggaatty

aagcteggaa

ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctge
cggataagge
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttectgegtt
cegetegeeyg
geccaatacy
acaggtttce
ctcattaggce
tgagcggata

ttaaccetea

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

<220>
<223> vector pYDImata

<400> 75

acggattaga agccgccgag

ccteogtcectte accggtogeg

acaataaaga ttctacaata

ctggececac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat

tacttegetyg

aaaccttcaa
agcecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt

ttttteaata
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cagagcgcaqg
gaactctgta
cagtggcgat
geageggteg
caccgaactyg
aaaggcggac
tccagggggy
gcgtcgattt
ggccttttta
atccectgat
cagccgaacy
caaaccgeoct
cgactggaaa
accccaggct
acaatttcac

ctaaagggaa

cgggtgacag

ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgeata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc

ttttetgtta

ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgte
ggctgaacgy
agatacctac
aggtatecogg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttocctgg
tetgtggata
accgagegea
ctececegage
gcgggcagtyg
ttacacttta
acaggaaaca

caaaagcetgy

ccctocecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
cccggatcgg
tacttcatac

ttgettcagt

97

ctgtccttct
catacctcgce
ttaccgggtt
ggggttegty
agegtgagea
taagoggeag
atctttatag
cgtcaggggy
ccttttgetg
accgtattac
gegagtceagt
gttggecgat
agcgcaacgc
tgcttceogge
gctatgacca

ctagt

gaagactctc
ctcgegecge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt

getageeget

agtgtagccg
tctgctaate
ggactcaaga
cacacageee
ttgagaaage
ggteggaaca
teoectgtceggg
goccgagcecta
gocttttget
cgectttgag
gagegaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
toctatgttg

tgattacgce

ctcegtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgega
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt

ggggcecatgyg

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4605

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ttactgattyg
agectcocgtaca
atatcetttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
ataacaacag
aaaatacaat
totattttte
actaaaaaac
cotataattt
ttgggcaagt
catttttgac
cgcttacate
tcagtccace
cagaaatcga
gaataaacga
atacgagtct
cteoogtgeag
taggttgatt
cttttacaag
gcacacatat
tgctctgeaa
acatactcca
aatgceoeotee
gggectegty
cggatcgett
aatttactet
gaaggtagaa
caaaaagcgt
attegattaa

agacaagatg

gcgegocgga
aaatacaata
ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tgetgeagaa
tgtagatgta
atactttteca
gtteagttac
taagacaatt
atectattag
gcacaaacaa
gaaatttget
aacaccaata
agctaacata
gttccaatce
atgaggttte
tttaataact
ttggacgata
acgaaacacg
acttgaaatt
aatacccage
goccogcaaact
agctgecttt
ctottggcee
atacgcctat
gcctgtaact
gtgtttattt
gagttacgga
actttacata
cgataagtaa

aaacaatteg
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tccgatgtaa
tacttttcat
tteegttace
aagacaattt
tcctattagt
tteggecgeyg
acaaaatcga
tttoctecgta
caactttaca
ttaattttgce
tagetaaaaa
tacttaaata
attttgttag
acgccattta
aaatgtaagc
aaaagttcac
tgtgaagetg
ggcaaaccga
tcaatgcogt
ccaaccaagt
ttccttgecaa
aagtcagcat
ttcaccaatg
gtgtgcttaa
totootttte
ttttataggt
tacacgcgee
atttttatgt
atgaagaaaa
tatatttatt
aatgtaaaat

gcattaatac

caaaatcgac
ttctccgtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
tacttaatta
ctttgttceoe
aacaacatgt
catactttat
tgcctgecat
aagatgaatg
aatactacte
agtcttttac
atctaagcge
tctocgggget
ctgtcccace
cactgagtag
ggaactcttg
aatcattgac
atttcocggagt
taaccgggtc
cggaatctag
gaccagaact
tcacgtatac
tttttteogac
taatgtcatyg
tcocgtatcttt
tttgtatttyg
aaaaataaac
agacaagaaa
cacaggattt

ctgagageag
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tttgttecea
acaacatgtt
atactttata
gectgocata
agatgaatgt
agtttaaace
actgtacttt
ttteeccatgt
atagcetatte
atttcaattt
tgaategaat
agtaataacc
accatttgte
atcaccaaca
ctcttgoctt
tgettcetgaa
tatgttgcag
gtattcttge
cagagccaaa
gectgaacta
aattgttcte
agcacattct
acctgtgaaa
tcacgtgete
cgaatttctt
ataataatgg
taatgatgga
gattttagaa
aaaggtttaa
agcagattaa
tegtgtgtay

gaagagcaaqg

ctgtactttt
ttcccatgta
tagetattea
tttcaatttg
gaatcgaatc
cgetgatetg
tagctcgtac
aatatccttt
acttcotatac
gttataaatt
cctaagagaa
tatttcttag
tccacaccte
ttttctogeg
ccaacccagt
tcaaacaagqg
tecttttggaa
cacgactcat
acatcctecct
tttttatatg
tttetattgyg
goggoctetg
ttaataacag
aatagtcacc
gaagacgaaa
tttettagga
ataatttggg
agtaaataaa
aaaatttcaa
atagatatac
tettoetacace

ataaaaggta

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



gtatttgttg
ctttaattte
ttataattat
tgegeggaac
gacaataaca
atttecgtgt
cagaaacget
tegaactgga
caatgatgaqg
ggcaagagea
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccge
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggetggtt
cagcactggyg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttyg
gcagagcgea
agaactctgt
ccagtggcga
cgeageggte
acaccgaact
gaaaggcgga

ttccaggggy

gagatacece
tttttttact
ttttatagea
cectatttgt
ctgataaatg
cgeccttatt
ggtgaaagta
tetecaacage
cacttttaaa
acteggtege
aaagcatctt
tgataacact
tettttgeac
tgaagccata
gogcaaacta
gatggaggcyg
tattgetgat
gecagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttceac
ttttetgege
tttgeeggat
gataccaaat
agcaccgect
taagtcgtgt
gggctgaacy

gagataccta

caggtatccy

gaacgectgyg
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tagagtettt
ttetattttt
cgtgatgaaa
ttatttttet
ctteaataat
coecttttttg
aaagatgetg
ggtaagate¢e
gttctgctat
cgeatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggy
ccaaacgacy
ttaactggeg
gataaagtty
aaatctggag
aagecctece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatce
tgagcgtcayg
gtaatetget
caagagetac
actgtectte
acataccteg
cttaccgggt
gggggttcegt
cagecgtgage
gtaagcggca

tatctttata

tacatetteg
aatttatata
aggacccagg
aaatacatte
attgaaaaag
cggcattttyg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgoggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ceggtgageyg
gtategtagt
tegoetgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gettgeaaac
caactetttt
tagtgtagec
ctetgetaat
tggactcaag
gcacacageoc
attgagaaag
gggtcggaac

gtoctgtegy

99

gaaaacaaaa
tttatattaa
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cettectgtt
gggtgeacga
togececgaa
attatcccgt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tetagettee
tctgegetey
tgggtetege
tatetacacg
aggtgectca
gattgattta
tetecatgace
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tecgaaggta
gtagttagge
cetgttacea
acgatagtta
cagettggag
cgocacgett
aggagagcgc

gtttcgocac

actatttttt
aaaatttaaa
cggggaaatg
cegeteatga
agtattcaac
tttgceteace
gtgggttaca
gaacgtttte
gttgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcecctteegg
ggtatecattyg
acgggeagte
ctgattaage
aaacttcatt
aaaatccott
ggatcttctt
cegetaceag
actggettea
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacet
cccgaaggga
acgagggagce

ctctgacttg

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380
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agegtogatt
cggecttttt
tatcccctga
gcagccgaac
gcaaaccgcec
cocgactggaa
caccccagge
aacaatttca

actaaaggga

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

<220>

tttgtgatge
acggttectyg
ttetgtggat
gaccgagcge
tcteceogeyg
agcgggcagt
tttacacttt
cacaggaaac

acaaaagetg

<223> vector pYDlgal

<400> 76
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tegtcagggy
gecttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
cgttggecga
gagcgcaacg
atgettecgg

agetatgace

getagt

ggccgagect
ggeettttge
cegectttga
tgagcgagga
ttcattaatyg
caattaatgt
c¢tectatgtt

atgattacge

100

atggaaaaac
tcacatgtte
gtgagctgat
agcggaagag
cagctggeac
gagttaccte
gtgtggaatt

caagetegga

gocagcaacy
tttectgegt
accgctegee
cgcccaatac
gacaggttte
actcattagg
gtgageggat

attaaccete

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4886



acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggececac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcegetyg
ttactgattg
agctcgtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattce
ctaagagaat
aaggaagact

tgcctcegege

agccgccgag
accggtageyg
ttetacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
ttttteaata
gcgcgccgga
aaatacaata
ctatttttcg
ctaaaaaact
ctataattta
tgetgeagaa
ctccteogtg

cgcactgctce
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cgggtgacag

ttectgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttetgtta
tcoccgatgtaa
tacttttcat
ttcecgttace
aagacaattt
tectattagt
ttecacggatt
cgtecctegte

cgaacaataa

ccctocecgaag
gcagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cecggategyg
tactteatac
ttgettcagt
caaaatcgac
ttctccgtaa
aactttacac
taattttget
agctaaaaaa
agaagcogece
ttcaccggtc

agattctaca

101

gaagactctc
ctegegeocge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagea
attttcaatt
getageeget
tttgttccca
acaacatgtt
atactttata
gectgecata
agatgaatgt
gagegggtga
gogttcctga

atactagcett

ctcegtgegt

actgcetecga
tggecagtaac
gataatgega
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
getgtaatace
aagatgcagt
ggggecatgg
ctgtactttt
ttcccatgta
tagctattca
tttcaatttg
gaategaate
cagecctecyg
aacgcagatg

ttatggttat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



gaagaggaaa
acaaccatag
cgaagegatg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttagea
gacgecagtac
ttttgaatat
tagcaaagge
tggtggttet
geaaggecta
aaacccgetyg
acttttaget
catgtaatat
tattcacttc
aatttgttat
cgaatcctaa
taacctattt
ttgtctcocac
caacatttte
gocctteoccaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgccacga
ccaaaacate
aactattttt
ttetetttet
attctgegge

tgaaattaat

aattggcagt

gatgataatyg
atttttgate
tttcaacatt
attgttaata
gcagctgtaa
attaagatgc
caggaactga
totttgtcaa
tacaaatcag
agecccataa
gatggtggtyg
attectgatge
atctgataac
cgtacaaaat
ccettttetat
tatacactaa
aaattoctat
gagaattggy
cttageattt
acctceocgett
tggcgtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacg
ctcatctecy
ctecttaggt
atatgetttt
attgggecaca
ctetgtgete

aacagacata
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aacctggccc
cgattagttt
tattaacaga
tteggtttgt
tacctctata
tacgactcac
agttacttcg
caactatatg
cgactactat
taacgtttgt
acacacagta
gttetggtgg
ggcegeacat
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttee
aaaactaaga
aatttatcct
caagtgcaca
ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccageta
atcgagttcce
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttg
catataatac
tgcaageege

ctecaagetg

cacaaacctt
tttagcctta
tatataaatg
attacttctt
ctttaacgtc
tatagggaat
ctgtttttca
cgagcaaatc
tttggeocaac
cagtaattgc
tgtttttaag
tggtggttet
catcaccate
atgtaacaaa
tttcatttct
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
ttgetatttt
caataacgcc
acataaaatg
aatccaaaag
gtttctgtga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgcocaac
aaattttcct
ccageaagte
aaactttcac

coetttgtgtyg

102

caaatgaacg
tttetggggt
caaaaactge
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagctaa
atattttctg
ccctcaccaa
gggaaggcaa
ggttctcacc
cttetgeagyg
gctageatga
aceattgatt
atcgactttg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgectgect
aaaaaaagat
aaataaatac
gttagagtet
atttaatcta
taageteteg
ttcacctgtce
agctgcactg
accgaggaac
gccgtaatca
caagtattte
tgcaataacc
agcatcggaa
caatggacca

cttaatcacg

aatcaaatta
aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aaccccggat
ttctactteca
ttattgctte
ctttagaatc
tgcaaggagt
cctcaacaac
ctagtggtgy
ctggtggeca
aattaagttt
tteccactgt
catgttttce
tttatatage
gccatattte
gaatgtgaat
tactcagtaa
tttacaccat
agecgcatcac
gggctetett
ccacctgctt
agtagtatgt
tcttggtatt
ttgaccagag
ggagtgecty
gggtcaattg
tetagageac
gaactacctyg

tatactcacy

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

23940



tgetcaatag
ttettgaaga
aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
attaaataga
tgtggtette
gcaagataaa
caaaaactat
attaaaaaat
cttttegggy
tgtatccget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacyg
cocgtgttga
tggttgagta
tatgeagtge
teggaggace
ttgatcgttg
tgectgtage
ctteceggea
geteggecct
ctogeggtat
acacgacggyg
cctecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc

aaccaccgcet

tcaccaatge
cgaaagggec
taggacggat
ttgggaattt
ataaagaagyg
ttcaacaaaa
tatacatteg
tacacagaca
aggtagtatt
tttttettta
ttaaattata
aaatgtgege
catgagacaa
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttacaatg
cgeegggcaa
ctcaccagtc
tgccataace
gaaggagcta
ggaaccggay
aatggcaaca
acaattaata
teeggetgge
cattgcagca
cagtcaggea
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt

tteottgagat

accagcggtg
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cctecctett
tegtgatacyg
cgcttgocetg
actetgtgtt
tagaagagtt
agcgtacttt
attaacgata
agatgaaaca
tgttggcgat
atttettttt
attattttta
ggaacccceta
taaccctgat
cgtgtegeee
acgetggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaacteg
acagaaaagc
atgagtgata
accgoettttt
ctgaatgaagqg
acgttgegea
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttegt
ccttttttte

gtttgtttge

ggecetetece
cotattttta
taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
attoeggcatt
ccccctagag
ttacttteta
tagcacgtga
tttgtttatt
aaatgctteca
ttattccett
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttet
gtegecgeat
atcttacgga
acactgegge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaate
atggtaagce
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgogtaat

cggatcaaga

103

ttttettttt
taggttaatg
gcgectegta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tcttttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttetaaata
ataatattga
ttttgeggea
tgetgaagat
gatccttgag
getatgtgge
acactattet
tggcatgaca
caacttactt
gggggateat
cgacgagegt
tggegaacta
agttgcagga
tggagceggt
ctcceogtate
acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccee
ctgctgettg

gctaccaact

togacegaat
tcatgataat
tcttttaatg
atttggattt
taaacaaagg
agaaaagcaqg
gattttegtyg
agcaggaaga
cttcggaaaa
atatatttat
ccaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgeette
cagttgggty
agttttcgeeo
geggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactegec
gacaccacga
cttactetag
ccacttetge
gagegtgggt
gtagttatct
gagataggtyg
ctttagattg
gataatctea
gtagaaaaga
caaacaaaaa

ctttttoega

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860
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aggtaactgg
taggecacea
taccagtgge
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccoga
ageogeacgag
gecacctetyg
aaaacgcecag
tgttctttce
ctgataccge
aagagcgcec
ggcacgacag
accteactea
gaattgtgag

tcggaattaa

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

<220>
<223> 4D5H

<400> 77

ctteocageaga
cttcaagaac
tgetgecagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttoca
acttgagegt
caacgeggec
tgcgttatce
tcgeccgeoage
aatacgcaaa
gttteccgae
ttaggeacce
cggataacaa

ccctcactaa

ES 2 683 847 T3

gegcagatac
tetgtageac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gcggacaggt
ggggggaacyg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccg
cocgectctcee
tggaaagegy
caggetttac
ttteacacag

agggaacaaa

caaatactgt
cgcctacata
cgtgtettac
gaacgggggyg
acctacagcg
atccggtaag
cetggtatet
gatgctegte
tectggectt
tggataaccy
agcgcagcga
ccgegegttg
geagtgageyg
actttatget
gaaacagcta

agctggctag

104

ccettetagtg
cctagetetyg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattga
cggecagggte
ttatagtcect
aggggggcceyg
ttgetggect
tattaccgce
gtcagtgagce
goccgattcat
caacgcaatt
teeggetect
tgacecatgat

t

tagecgtagt
ctaatectgt
tecaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtegggttte
agcectatgga
tttgetcaca
tttgagtgag
gaggaagcgyg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg

tacgocaage

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5801
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15

ggccagcaag
ggctecactee
tgggtgegte
ggttatacta
aaaaacacaqg
tgttctagat
gtecacegtet
aagagcacet
cccegtgaceg

gtgctgeagt

ctgggcaccce
aagaaggtgg
<210>78
<211> 661

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> 4D5L

<400> 78
ccatggegga
gggtcaccat
agaaaccagqg
tccetteteyg
tgcagccocgga
teggacaggy
tecegecate
acttctatee
actcccagga
ccctgacget
atcagggcct

=

<210> 79
<211> 6468

gccaagaggt
gtttgtectg
aggecocggyg
gatatgccga
cctacctgca
ggggagggga
coeteggetag
ceggaggeac
tgagetggaa

ccagcggect

agacctacat

agcccaagag

tatecagatyg
cacctgecgt
aaaagctccg
cttctctgga
agacttcgca
taccaaggtyg
tgatgagcag
cagagagged
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgece

ES 2 683 847 T3

tcaactagtg
tgeagettet
taagggectyg
tagcgtcaag
gatgaacagc
cggcttctat
caccaaggge
cgeocgeccty
cageggegee

gtactccctg

ctgcaatgtg

ctgcgeggece

acccagteoce
gecagtcagg
aaactactga
tccagatcty
acttattact
gagatcaaac
cttaagtetg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gagtctggeg
ggctteaaca
gaatgggttg
ggccgtttea
ctgcgtgetg
gctatggact
cccagegtgt
ggctgectgg
ctgaccageg

agcagcgtgg

aaccacaagc

gc

cgagetecet
atgtgaatac
tttactcgge
ggacggattt
gtcagcaaca
gtacggtgge
gaactgecte
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

105

gtggectggt
ttaaagacac
caaggattta
ctataagcge
aggacactgec
actggggtca
tecctetgge
tgaaggatta
gogtgcacac

tgaccgtgce

ccagcaatac

gteegectet
tgetgtagee
atccttecte
cactctgacc
ttatactact
ggcgecatet
tgttgtgtge
taacgeccte
cacctacagc

ctacgecctge

gggagagtgt

gcagccaggyg
ctatatacac
toctacgaat
agacacatcc
cgtctattat
aggaaccctg
ccccagetee
ctteccagag
cttteeegee

cagcagcagc

caaggtggat

gtgggcgata
tggtatcaac
tactctggag
atcagcagtc
cctcccacgt
gtetteatet
ctgetgaata
caategggta
ctcagcagca

gaagtcaccec

tgaggcgcge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

692

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

661



<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> vector pYD4D5hc

<400> 79

acggattaga
cctogtcette
acaataaaga
ctggececac
ttagtttttt
taacagatat

ggtttgtatt

ctctatactt

agccgeogag
accggtcogeg
ttcoctacaata
aaaccttcaa
agcecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt

taacgtcaag

ES 2 683 847 T3

cgggtgacag

ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgeata
caaatgtaat

gagaaaaaac

ccctocecgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca

cccggatcgg

106

gaagactctc
ctcgegecge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt

actactagca

ctcegtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgega
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac

gctgtaatac

60
120
180
240
300
360
420

480



gactcactat
tacttcgetg
ttactgattyg
agctcgtaca
atatcotttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
aaggaagact
tgcctegege
gaagaggaaa
acaaccatag
cgaagcegatg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttageca
gacgccgtac
ttttgaatat
tagcaaaggc
tggtggttet
gcaaggccaa
gggctcactc
ctgggtgegt
tggttatact
caaaaacaca
ttgttctaga
ggtcacoegta
caagagcace

goccgtgaca

agggaatatt
tttttcaata
gegegecgga
aaatacaata
ctatttttcg
ctaaaaaact
ctataattta
tgctgeagaa
ctecteegtg
cgcactgctc
aattggeagt
gatgataatg
atttttgate
tttcaacatt
attgttaata
geagetgtaa
attaagatgc
caggaactga
tectttgtcaa
tacaaatcag
agccccataa
ggtggtagty
ggttetgagy
cgtttgtcct
caggoocccgy
agatatgccy
gectacetge
tggggagggy
tacteggeta
tecggaggca

gtgagetgga

ES 2 683 847 T3

aagctaattc
ttttctgtta
tocgatgtaa
tactttteat
ttcegttace
aagacaattt
tcctattagt
ttcacggatt
cgtectegte
cgaacaataa
aacctggeoce
cgattagttt
tattaacaga
tteggtttgt
tacctctata
tacgactcac
agttacttcg
caactatatg
cgactactat
taacgtttgt
acacacagta
gttetggtgy
ttcaactagt
gtgecagecttc
gtaagggect
atagcgtcaa
agatgaacag
acggcttcta
gcaccaaggg
cagecgeect

acageggege

tacttcatac
ttgecttcagt
caaaatcgac
ttctcegtaa
aactttacac
taattttget
agctaaaaaa
agaagccgec
tteaccggte
agattctaca
cacaaacctt
tttageoctta
tatataaatg
attacttett
ctttaacgtc
tatagggaat
ctgtttttca
cgagcaaatc
tttggccaac
cagtaattge
tgtttttaag
tggtggttcet
ggagtctgge
tggcttcaac
ggaatgggtt
gggecegttte
cetgegtget
tgctatggac
coccagegtyg
gggctgectg

cotgaccage
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attttcaatt
gctageceget
tttgttecca
acaacatgtt
atactttata
gcctgccata
agatgaatgt
gagcegggtga
gegttectga
atactagctt
caaatgaacg
tttetggggt
caaaaactge
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagectaa
atattttctg
ccctcaccaa
gggaaggcaa
ggttetecace
cttetgecagy
gctageatga
ggtggcetgy
attaaagaca
gcaaggattt
actataagcg
gaggacactg
tactggggtc
ttecctetgg
gtgaaggatt

ggegtgeaca

aagatgcagt
ggggccatgy
ctgtactttt
ttcccatgta
tagctattca
tttcaatttg
gaatcgaatce
cagccctcceg
aacgcagatg
ttatggttat
aatcaaatta
aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aaccccggat
tteotacttea
ttattgcette
ctttagaatc
tgcaaggagt
cctcaacaac
ctagtggtgg
ctggtggeca
tgcagccagg
cctatataca
atcctacgaa
cagacacatc
cegtetatta
aaggaaccct
cecccagete
actteccaga

cetttecoge

540

600

660

720

780

840

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280

2340



cgtgetgeag
cetgggeace
taagaaggtyg
taagtttaaa
ccactgtact
gttttcccat
atatagetat
atatttcaat
tgtgaatcga
tecagtaataa
acaccatttg
gcoatcaccaa
ctctettgee
cctgettetg
agtatgttge
tggtattctt
accagageca
gtgectgaac
tcaattgtte
agagcacatt
ctacetgtga
actcacgtge
accgaattte
tgataataat
tttaatgatg
tggattttag
acaaaggttt
aaagcagatt
tttegtgtgt
aggaagagca
cggaaaacaa

tatttatatt

tocageggee
cagacctaca
gagcccaaga
cocgetgate
tttagetegt
gtaatatcct
toactteotat
ttgttataaa
atcctaagag
cotatttett
totecacace
cattttetgg
ttccaaccea
aatcaaacaa
agtettttgg
gocacgacte
aaacateccte
tatttttata
tetttctatt
ctgeggecte
aattaataac
tcaatagtca
ttgaagacga
ggtttettag
gaataattig
aaagtaaata
aaaaaatttc
aaatagatat
ggtecttctac
agataaaagg
aaactatttt

aaaaaattta

ES 2 683 847 T3

tgtactecet
tetgeaatgt
gctgoegegge
tgataacaac
acaaaataca
tttctatttt
acactaaaaa
ttectataat
aattgggcaa
agcatttttg
tecgettaca
cgtecagteca
gtcagaaatc
gggaataaac
aaatacgagt
atctccgtge
cttaggttga
tgettttaca
gggcacacat
tgtgetetge
agacatacte
ccaatgeccect
aagggecteg
gacggatege
ggaatttact
aagaaggtag
aacaaaaagc
acattcgatt
acagacaaga
tagtatttgt
ttectttaatt

aattataatt

gagoagegtg
gaaccacaag
cgcacatcat
agtgtagatg
atatactttt
tcgttoeogtt
actaagacaa
ttatcctatt
gtgcacaaac
acgaaatttyg
tcaacaccaa
ccagetaaca
gagttccaat
gaatgaggtt
cttttaataa
agttggacga
ttacgaaaca
agacttgaaa
ataataccca
aagcocgcaaa
caagcetgect
ccctettgge
tgatacgect
ttgectgtaa
ctgtgtttat
aagagttacg
gtactttaca
aacgataagt
tgaaacaatt
tggegatcec
tocttttttta

atttttatag

108

gtgacegtge
ccocageaata
caccatcacc
taacaaaate
cattteteeg
accaacttta
ttttaatttt
agtagctaaa
aatacttaaa
ctattttgtt
taacgocatt
taaaatgtaa
ccaaaagttc
tetgtgaage
ctggeaaace
tatcaatgcce
cgccaaccaa
ttttecttge
gcaagtcage
cttteaccaa
ttgtgtgett
cctctecttt
atttttatag
cttacacgeg
ttatttttat
gaatgaagaa
tatatattta
aaaatgtaaa
cggcattaat
cctagagtct
ctttctattt

cacgtgatga

ccageageag
ccaaggtgga
attgattaat
gactttgtte
taaacaacat
cacatacttt
getgactgeo
aaaagatgaa
taaatactac
agagtcotttt
taatctaage
goetetegggg
acctgtcecea
tgcactgagt
gaggaactcet
gtaatcattg
gtatttegga
aataaceggyg
atcggaatct
tggaccagaa
aatcacgtat
tctttttteg
gttaatgtea
cctegtatet
gttttgtatt
aaaaaaataa
ttagacaaga
atcacaggat
acctgagage
tttacatctt
ttaatttata

aaaggaccca

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgocctteoctg
ttgggtgcac
tttcgeceoeeg
gtattatcec
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actogecttyg
accacgatge
actctagett
cttetgeget
cgtgggtete
gttatctaca
ataggtgccect
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
ttteocgaagyg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcttgg
agegecacge
acaggagagc
gggtttoegea
ctatggaaaa

getcacatgt

ttoggggaaa
atccgectcat
tgagtattea
tttttgecteca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtgttgacgce
ttgagtactc
geagtgetge
gaggaccgaa
ategttggga
ctgtageaat
ccoggcaaca
cggeecttee
goggtatcat
cgacgggcag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcce
aaggatctte
caccgctacce
taactggett
gocaccactt
cagtggctgce
taccggataa
agcgaacgac
ttecegaagg
gcacgaggga
acctetgact
acgccageaa

tetttactge

ES 2 683 847 T3

tgtgcgcegga
gagacaataa
acattteoegt
cccagaaacy
catcgaactg
tccaatgatyg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagetg
ggcaacaacqg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggeaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatect
ageggtggtt
cagcagageg
caagaactct
tgcecagtggce
ggcgcagogy
ctacaccgaa
gagaaaggeg
gcttccaggy
tgagegtaga
cgoeggecttt

gttateccct

acccctattt
ccctgataaa
gtegecetta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgogeaaac
tggatggagy
tttattgetg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttetge
tgtttgococgg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtcogt
tcgggeotgaa
ctgagatacc
gacaggtate

gggaacgect

tttttgtgat
ttacggttec

gattetgtgg

109

gtttattttt
tgcttcaata
tteoeocttttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgct
gccgcataca
ttacggatgy
ctgeggecaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagegtc
gegtaatetg
atcaagagct
atactgtect
ctacatacct
gtcttaccgy
cggggggttc
tacagcgtga
cggtaagegy
ggtatcttta
getegteagg
tggecttttg

ataacegtat

ctaaatacat
atattgaaaa
tgeggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggogeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttetyg
ggatcatgta
cgagegtgac
cgaactactt
tgeaggacea
ageeggtgag
ccgtategta
gategetgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgettgeaa
accaactcott
tetagtgtag
cgctcetgeta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtegga
tagtcctgtce
ggggecgage
ctggeetttt

taccgecttt

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060

6120
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gagtgagety
gaagcggaag
tgeagetgge
gtgagttacc

ttgtgtggaa

gccaagctcg

ataccgoteg
agcgcoccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgy

gaattaaccc

ES 2 683 847 T3

ccgcagedga
acgcaaaceg
teccgactgg
ggcaccccag
ataacaattt

tcactaaagg

acgaccgage
cetetoceeg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa

gaacaaaagc

gcagcgagte
cgegttggee
gtgagegcaa
ttatgcttce

acagctatga

tggctagt

agtgagegag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcctaty

ccatgattac

<210> 80
<211> 223
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> 4D5hp

<400> 80

Glu

1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Len

Ser

Gly

Phe

Len
145

Val

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Len

Cys

Len

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Len

Val Glu

Ser Cys

Val

Pro Thr

Thr Ile

70

Ser Leu

85

Gly Asp

Thr Val

Pro Ser

Val Lys

150

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

110

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Pro

Leu Val Gln

Phe Aszsn Ile

Len
45

Lys Gly

Arg Tyr Ala

60

Ser Asn

75

Lys

Thr Ala Val

Met Asp Tyr

Thr Lys Gly

125

Ser Gly

140

Gly

Glu
155

Pro Val

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser
160

6180

6240

6300

6360

6420

6468
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<210> 81

ES 2 683 847 T3

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
165

Ser Gly Vval
170

Hiz Thr Phe Pro

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr

180

185

130

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn

195

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215

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

<220>

<223> vector pYD4D5hI

<400> 81

200

Lys Lys Val

111

205

Glu Pro Lys Ser
220

Ala Val

175

Val

His

Cys

Pro

Lys



acggattaga
cctogtcette
acaataaaga
ctggececac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcegetyg
cggatateca
ccatecaccty
caggaaaagc
ctegettcte
cggaagactt
agggtaccaa
catetgatga
atcccagaga

aggagagtgt

agccgeogag
accggtcogeg
ttcoctacaata
aaaccttcaa
agcecttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
ttttteaata
gatgacccag
ccgtgocagt
tccgaaacta
tggatccaga
cgcaacttat
ggtggagate
geagcettaag
ggccaaagta

cacagagcag
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cgggtgacag

ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttetgtta
teecegaget
caggatgtga
ctgatttact
tctgggacgg
tactgtcage
aaacgtacgg
tetggaactyg
cagtggaagy

gacagcaagg

ccctocgaag
gcagatgtgce
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagega
accactttaa
aaaagtatca
ccocggatcgg
tacttcatac
ttgetteagt
cectgtecge
atactgetgt
cggcatcctt
atttcactct
aacattatac
tggeggagee
coetetghtgt
tggataacge

acagcaccta
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gaagactctc
ctcgegecge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagceget
ctetgtggge
agectggtat
cctctactct
gaccatcagc
tactcctece
atctgtette
gtgectgetyg
cctecaateg

cagcctcage

ctcegtgegt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgega
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgyg
gatagggtca
caacagaaac
ggagtccctt
agtctgcagce
acgttcggac
atcttecege
aataacttct
ggtaacteoce

agcaccctga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140



cgctgagcaa
gectgagete
cgatgtaaca
cttttcattt
coegttacceaa
gacaatttta
ctattagtag
cacggattag
tectegtett
aacaataaag
cotggececa
attagttttt
ttaacagata
cggtttgtat
cctetatact
cgactcacta
ttacttcgct
actatatgeg
actactattt
acgtttgtca
acacagtatg
totggtggtyg
gtggagtctg
totggettea
ctggaatggg
aagggccgtt
ageoctgegtyg
tatgetatgg
ggccocagoeg
ctgggetgec
gooctgacca

ctgagrageg

agcagactac
gocegtoaca
aaatagactt
ctccgtaaac
ctttacacat
attttgetge
ctaaaaaaagq
aagcogocga
caceggtoege
attctacaat
caaaccttea
tageccttatt
tataaatgea
tacttcttat
ttaacgtcaa
tagggaatat
gtttttcaat
agcaaatcece
tggecaacgg
gtaattgegyg
tttttaaget
gtggttctge

gcggtggect

acattaaaga
ttgcaaggat
tcactataag
ctgaggacac
actactgggyg
tgttoccctet
tggtgaagga
geggegtgea

tggtgacegt
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gagaaacaca
aagagettea
tgtteccact
aacatgtttt
actttatata
ctgeccatatt
atgaatgtga
gegggtgaca
gttectgaaa
actagetttt
aatgaacgaa
tctggggtaa
aaaactgcat
tcaaatgtaa
ggagaaaaaa
taagctaatt
attttctgtt
ctecaccaact
gaaggcaatg
ttectcaccece
tetgeagget
tagcatgact
ggtgcageca
cacctatata
ttatcctacyg
cgcagacaca
tgoccgtctat
tcaaggaace
ggcccccage
ttacttccea
caccttteee

goccagcage

aagtctacgce
acaggggaga
gtacttttag
cccatgtaat
getatteact
tcaatttgtt
atcgaatect
goccteocgaa
cgecagatgtyg
atggttatga
tcaaattaac
ttaatcageg
aaccacttta
taaaagtatc
cocoggateg
ctacttcata
attgcttcag
ttagaatega
caaggagttt
tcaacaacta
agtggtggtyg
ggtggecage
gggggctcac

cactgggtge

aatggttata
tccaaaaaca
tattgttcta
ctggtcaceg
tccaagagca
gagoccogtga
googtgotge

agcctgggea
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ctgcgaagtce
gtgttgagge
ctegtacaaa
atccttttcet
tectatacact
ataaattccet
aagagaattg
ggaagactet
cctegegeeyg
agaggaaaaa
aaccatagga
aagcgatgat
actaatactt
aacaaaaaat
gactactage
cattttcaat
ttttagcaca
egecgtacte
ttgaatatta
gcaaaggeay
gtggttetgy
aaggccaaga
teeogtttgte
gteaggecce
ctagatatge
cagcctaccet
gatggggagy
tetectegge
cctocggogy
ccgtgagetg
agtccagegy

cccagacecta

acccatcagyg
gogeeggate
atacaatata
atttttcgtt
aaaaaactaa
ataatttate
ctgcagaatt
coteagtgeg
cactgetecg
ttggeagtaa
tgataatgeg
ttttgatcta
tcaacatttt
tgttaatata
agctgtaata
taagatgecag
ggaactgaca
tttgtcaacg
caaatcagta
ccccataaac
tggtggtogt
ggttcaacta
ctgtgcagcet
gggtaaggge
cgatagegte
gcagatgaac
ggacggette
tagcaccaag
caccgoegeoco
gaacagegge
cctgtactee

catctgeaat

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

30860



gtgaaccaca
gccgcacate
acagtgtaga
caatatactt
tttecgttcoeg
aaactaagac
atttatccta
aagtgcacaa
tgacgaaatt
catcaacacc
caccagctaa
tegagtteoca
acgaatgagg
gtettttaat
gcagttggac
gattacgaaa
caagacttga
atataatacc
gcaageccgea
tecaagetge
ctocectettg
cgtgatacge
gocttgoctgt
ctctgtgttt
agaagagtta
gcgtacttta
ttaacgataa
gatgaaacaa
gttggegata
tttetttttt

ttatttttat

agcccagcaa
atcaccatca
tgtaacaaaa
ttcatttcte
ttaccaactt
aattttaatt
ttagtagcta
acaatactta
tgetattttg
aataacgcca
cataaaatgt
atccaaaagt
tttetgtgaa
aactggcaaa
gatatcaatg
cacgecaace
aattttcctt
cagcaagtca
aactttcacc
ctttgtgtge
gooctoctoct
ctatttttat
aacttacacyg
atttattttt
cggaatgaag
catatatatt
gtaaaatgta
ttcggeatta
cacctagagt
tactttetat

agcacgtgat
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taccaaggtg
ccattgatta
tegactttgt
cgtaaacaac
tacacatact
ttgctgecty
aaaaaagatg
aataaatact
ttagagtett
tttaatctaa
aagetoetogg
tecacctgtee
getgeactga
ccgaggaact
ccgtaatcat
aagtatttcg
gcaataaccyg
gcatcggaat
aatggaccag
ttaatcacgt
tttetttttt
aggttaatgt
cgoctocgtat
atgttttgta
aaaaaaaaat
tattagacaa
aaatcacagg
atacctgaga
cttttacate
ttttaattta

gaaaaggacc

gataagaaqgqg
attaagttta
teoccactgta
atgttttccc
ttatatagct
ccatatttca
aatgtgaatc
actcagtaat
ttacaccatt
gcgecatcacce
ggctetettg
cacctgette
gtagtatgtt
cttggtatte
tgaccagagc
gagtgeoctga
ggtcaattgt
ctagagcaca
aactacctgt
atactcacgt
cgaccgaatt
catgataata
cttttaatga
tttggatttt
aaacaaaggt
gaaaagcaga
attttegtgt
gcaggaagag
tteggaaaac
tatatttata

caggtggcac

114

tggagcccaa
aacccgctga
cttttagete
atgtaatatc
attcacttct
atttgttata
gaatcctaag
aacctatttc
tgtetecaca
aacattttct
ccttocaace
tgaatcaaac
geagtetttt
ttgocacgace
caaaacatcc
actattttta
tctctttcota
ttectgeggece
gaaattaata
gctcaatagt
tcttgaagac
atggtttett
tggaataatt
agaaagtaaa
ttaaaaaatt
ttaaatagat
gtggtettet
caagataaaa
aaaaactatt
ttaaaaaatt

ttttegggga

gagctgegeg
tctgataaca
gtacaaaata
cttttctatt
atacactaaa
aattcctata
agaattgggc
ttagcatttt
cetocgetta
ggcgtcagtc
cagtcagaaa
aagggaataa
ggaaatacga
teatcetecgt
tccttaggtt
tatgetttta
ttgggcacac
tctgtgetcet
acagacatac
caccaatgeo
gaaagggect
aggacggate
tgggaattta
taaagaaggt
tcaacaaaaa
atacattcga
acacagacaa
ggtagtattt
ttttetttaa
taaattataa

aatgtgegeg

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920



gaacccectat
aaccctgata
gtgtegecet
cgctggtgaa
tggatcteaa
tgagcacttt
agcaactcgyg
cagaaaagea
tgagtgataa
cocgetttttt
tgaatgaage
cgttgcgeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttogtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacce
ctgtagcace
gogataagte
ggtcgggetyg
aactgagata
cggacaggta
gggggaacge
gatttttgtyg
ttttacggtt
ctgattetgt

gaacgaccga

ttgtttattt
aatgcttcaa
tattecettt
agtaaaagat
cageggtaay
taaagttetyg
tcgccgeata
tettacggat
cactgeggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaaqg
ccactgageq
gogogtaate
ggatcaagag
aaatactgte
gcctacatac
gtgtcettace
aacggggggt
cctacagegt
tcecggtaage
ctggtatett
atgctoegtea
cctggeocttt
ggataacegt

gcgcagegag
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ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
gctgaagate
atecttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagoegtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcococgtateg
cagatcgcetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacceeg
tgctgcttge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetctge
gggttggact
tegtgcacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtectyg
gguggggccga
tgctggeoctt

attacegect

tcagtgageqg

attcaaatat
aaaggaagagq
tttgeettee
agttgggtge
gttttegeece
cggtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agegtgggte
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agcogtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
togggttteg
gectatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage

aggaagcgga
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gtatccgete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
cegtgttgace
ggttgagtac
atgecagtget
cggaggaceqg
tgatcgttgg
gectgtagea
ttcccggeaa
ctcggecctt
tegoggtate
cacgacgggce
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatet
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacy
getteoccgaa
gcgcacgagyg
ccacctoetga
aaacgeoage
gttcttteoet
tgataccaget

agagcgococa

atgagacaat
caacatttcce
cacccagaaa
tacatcgaac
tttecaatga
gecgggcaag
tcaccagtca
gecataacea
aaggagcetaa
gaaccggage
atggcaacaa
caattaatag
ccggetggcet
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgty
tcttgagate
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gectgccagtg
aaggogeage
acctacaccg
gggagaaagyg
gagcttcocag
cttgagegte
aacgoeggect
gogttateee
cgocgeaged

atacgcaaac

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

8240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

8720

6780

6840



10

ES 2 683 847 T3

cgectctecee cgogegttgg cocgattcatt aatgecagetg gcacgacagg tttcccgact
ggaaagcggg cagtgagcgc aacgcaatta atgtgagtta cctcactcat taggcacccce
aggctttaca ctttatgctt ccggctcecta tgttgtgtgg aattgtgage ggataacaat
ttecacacagg aaacagcetat gaccatgatt acgeocaaget cggaattaac cetcactaaa

gggaacaaaa getggetagt

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

<220>
<223> 4D51p

<400> 82

116

6900

6960

7020

7080

7100



Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

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

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu
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Gln

Thr

Gln

Len

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Len

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Len

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

Len

117

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Len

Asp

170

Tyr

Ser

Len

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Hisg

Val
205

Ser

Asn

30

Len

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
130

Thr

Val

15

Thr

Len

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 83

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 84

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 85

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 86

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 87

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 88

Vval Ala Arg Tyr Ser Gln Thr Met Trp Arg Trp Ala Hisg
1 5 10

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 89

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

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 90

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

<210> 91
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 91

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

<210> 92
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 92

Val Ala Arg His Ser Pro Glu Met Trp His Trp Ala His
1 5 10
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<210> 93
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 93

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

<210> 94
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 94

Val Ala Arg Hig Ser Gln Thr Met Trp Hig Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 95
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 95

Len Ala Arg Tyr Ser Pro Gly Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 96
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 96

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

<210> 97
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

120



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 683 847 T3

<400> 97

Val Pro Arg Trp Ser Arg Thr Met Leu Arg Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 98
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 98

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

<210> 99
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 99

Ile Ala Arg Hig Ser Lys Ser Met Trp Ser Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 100
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 100

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

<210> 101
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 101

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

<210> 102
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 102

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

<210> 103
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 103

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

<210> 104
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 104

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

<210> 105
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 105

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

<210> 106
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 106

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

<210> 107
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<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 107

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

<210> 108
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 108

Val Pro Arg Hig Ser Thr Arg Met Trp Lys Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 109
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 109

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

<210> 110
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 110

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

<210> 111
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 111
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Val Thr Arg His Ser Ser Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 112
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 112

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

<210> 113
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 113

Vval Ala Arg Gly Ser Thr Thr Met Trp Arg Trp Gly Hisg
1 5 10

<210> 114
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 114

Val Ala Arg Ser Ser Pro Glu Met Trp Arg Trp Ala Hig
1 5 10

<210> 115
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 115

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

<210> 116
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 116

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

<210> 117
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 117

Val Pro Arg Asn Ser Pro Arg Met Trp Arg Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 118
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 118

Leu Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Ser Arg Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 119
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 119

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

<210> 120
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 120

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

<210> 121

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

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 121

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

<210> 122
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 122

Ile Pro Arg Trp Ser Gln Gln Met Ser Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 123
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 123
Val Gly Arg Trp Thr Pro¢ Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 124
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 124

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

<210> 125
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 125

Len Ala Arg Tyr Ser Pro Gly Met Trp Asn Trp Ala His
1 5 10
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<210> 126
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 126

Ile Ala Arg Tyr Ser Pro Asn Met Trp Asn Trp Ala Hisg
1 5 10

<210> 127
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 127

Ile Ala Arg Tyr Ser Pro¢ Ser Met Trp Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 128
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 128

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

<210> 129
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 129

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

<210> 130
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 130
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Val Ala Arg His Ser Arg Thr Met Trp Arg Trp Gly His
1 5 10

<210> 131
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 131

Ile Ala Arg His Ser Arg Glu Met leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 132
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 132

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

<210> 133
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 133

Val Pro Arg Hig Ser Leu Lys Lys Leu Gln Arg Lys Hisg
1 5 10

<210> 134
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 134

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

<210> 135
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 135

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

<210> 136
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 136

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

<210> 137
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 137

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

<210> 138
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 138

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

<210> 139
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 139

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

<210> 140
<211>13
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 140

Val Ala Gly Tyr Arg Pro Arg Arg Ser Gly Ser Ser His
1 5 10

<210> 141
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 141

Len Ala Arg His Ser Ala Asn Met Leun Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 142
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 142

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

<210> 143
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 143

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

<210> 144
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 144
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Val Ala Arg Trp Ser Pro Ser Met Leu Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 145
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 145

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

<210> 146
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 146

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

<210> 147
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 147

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

<210> 148
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 148

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

<210> 149
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff
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<400> 149

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

<210> 150
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 150

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

<210> 151
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 151

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

<210> 152
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 152

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

<210> 153
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 153

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

<210> 154
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 154

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

<210> 155

<211> 13

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 155

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

<210> 156
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 156

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

<210> 157
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 157

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

<210> 158
<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 158

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

<210> 159
<211>13
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 159

Leu Ala Ser Tyr Ser Pro Ser Met Trp Arg Trp Gly His

1 5 10

<210> 160
<211> 13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 160

Val Ala Arg Tyr Ser Pro Thr Met Lys Arg Trp Ala His

1 5 10

<210> 161
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 161

Tyr Leu His Gly Asp
1 5

<210> 162
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 162

Tyr Leu Tyr Gly Asp
1 5

<210> 163
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 163

Tyr Leu Ser Ala Asp
1 5

<210> 164
<211>5
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 164

Leu Ser Leu Pro Cys
1 5

<210> 165
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 165

Arg Glu Gly Gly Arg
1 5

<210> 166
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 166

Leu Thr Lys Asn Gln
1 5

<210> 167
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 167

Thr Lys Ala Phe Tyr
1 5

<210> 168
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 168
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Trp Trp Leu Phe Gly
1 5

<210> 169
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 169

Ile Lys Lys Lys Lys
1 5

<210> 170
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 170

Lys Trp Asn Lys Lys
1 5

<210> 171
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 171

Lys Lys Lys Lys Lys
1 5

<210> 172
<211> 4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 172

Thr Lys Gly Leu
1

<210> 173

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff
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<400> 173

<210> 174
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 174

<210> 175
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 175

<210> 176
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 176

<210> 177
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 177

<210> 178
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ES 2 683 847 T3

Tyr Lys Thr Lys Asp
1 5

Arg Lys Glu Lys Lys
1 5

Trp Trp Val Gly Gly
1 5

Trp Trp Arg Gly Gly
1 5

Tyr Gly His Lys Tyr
1 5
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<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff
<400> 178

Thr Lys Lys Glu Thr
1 5

<210> 179
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 179

Thr Gly Gly Asn Lys
1 5

<210> 180
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 180

Leu Asp Gly Asp Gln
1 5

<210> 181
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 181

Phe Ile Pro His Asn
1 5

<210> 182

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 182

Lys Lys Lys Gly Lys
1 5

<210> 183
<211>5
<212> PRT
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<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 183

Lys Asn Lys Lys Lys
1 5

<210> 184
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 184

Lys Lys Lys Asn Asn
1 5

<210> 185
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 185

Lys Lys Lys Lys Arg
1 5

<210> 186
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 186

Leu Lys Lys Lys Thr
1 5

<210> 187
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 187

Thr Lys Gly Arg Trp
1 5
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<210> 188
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 188

Lys Lys Lys Asn Lys
1 5

<210> 189
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 189

Lys His Ala Glu Thr
1 5

<210> 190
<211> 4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA144ff

<400> 190

Lys Lys Lys Lys
1

<210> 191

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 191

Phe Phe Thr Tyr Trp
1 5

<210> 192
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 192
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Glu Gly Lys Arg Lys
1 5

<210> 193
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 193

Arg His Gly Gly Trp
1 5

<210> 194
<211> 4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA144ff

<400> 194

Lys Ser Gly Tyr
1

<210> 195
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 195

Ala Lys Glu Gly Gly
1 5

<210> 196
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 196

Lys Tyr Trp Met Ala
1 S

<210> 197
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff
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<400> 197

Gln Leu Arg Asn Lys
1 5

<210> 198
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 198

Gln Arg Gly Arg Met
1 5

<210> 199
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 199

Lys Asn His Asn Thr
1 5

<210> 200
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 200

Met Ser Glu Asn Glu
1 5

<210> 201
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 201

Trp Trp Met Asp Tyr
1 5

<210> 202
<211>5
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 202

Met Lys Lys Asn Lys
1 5

<210> 203
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 203

Glu Tyr Phe Arg His
1 ]

<210> 204
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 204

Phe Asp Met Arg Asp
1 5

<210> 205
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 205

Met Lys Lys Pro Tyr
1 5

<210> 206
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 206

Phe Glu Met Pro Tyr
1 5

<210> 207
<211>5
<212> PRT
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<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 207

Lys Lys Lys Asn His
1 5

<210> 208
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 208

Met Trp Glu Pro Ser
1 5

<210> 209

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 209

Leu Arg Gly Ser Thr
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 210

Asp Ser Tyr Met Ile
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 211

Met Glu Gln His Ser
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 212

Lys Lys Lys Lys His
1 5

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

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 213

Asn Lys Lys Lys Lys
1 5

<210> 214
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 214

Ile Met Asn Asp Trp
1 5

<210> 215
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 215

Trp Thr Asn Gly Asp
1 5

<210> 216
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 216

Trp Trp His Asp Met
1 5
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<210> 217
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 217

Trp Glu Asn Pro His
1 5

<210> 218

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 218

Leu Tyr His Glu His
1 5

<210> 219
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 219

Gly Gly Asp Gln His
1 5

<210> 220
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 220

Ile Tyr Val Pro Tyr
1 5

<210> 221
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 221
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Val Val Thr Ser Gln
1 5

<210> 222
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 222

Trp Trp Asn Ser Lys
1 5

<210> 223
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 223

Met Thr Gly Pro Gly
1 5

<210> 224
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 224

Azp Thr Tyr His Asp
1 5

<210> 225
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 225

Gln Asp Glu Lys Thr
1 5

<210> 226
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff
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<400> 226

<210> 227

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 227

<210> 228
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 228

<210> 229
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 229

<210> 230
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 230

<210> 231
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2 683 847 T3

Gly Asp His Arg Ile
1 5

Arg Asn Ser Asn Ser
1 5

Arg Glu Asn Thr Met
1 5

Val Asn Asp Lys Met
1 5

Arg Lys Lys Asp Glu
1 5
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<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 231

Ser Asn Ser Gly Tyr
1 5

<210> 232
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 232

Phe Glu Tyr Arg His
1 5

<210> 233
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 233

Arg Lys Lys Lys Lys
1 5

<210> 234
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 234

Tyr Gly Asn Ser Tyr
1 5

<210> 235
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 235

Arg Asn Arg Lys Lys
1 5

<210> 236

<211>5
<212> PRT
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<213> artificial
<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 236

Trp Asp His Gly Ser
1 5

<210> 237
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 237

Phe Ala Lys Arg Thr
1 5

<210> 238
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 238

Ser Met Asp Lys Val
1 5

<210> 239
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle A-B AA143ff

<400> 239

Arg His Gln Asp Arg
1 5

<210> 240
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 240

Ile Ser Gly Pro Glu
1 5

<210> 241
<211>5
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ES 2 683 847 T3

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 241

Asn Gly Gln Pro Glu
1 5

<210> 242
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 242

Asp Gly Arg Pro Glu
1 5

<210> 243
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 243

Asp Ala Gly Pro Glu
1 5

<210> 244
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 244

Asn Lys Gln Asn His
1 5

<210> 245

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 245

Asn Met Gly Pro Glu
1 5

<210> 246
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<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 246

Asp Cys Gly Pro Glu
1 5

<210> 247
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 247

Met Asp Gly Pro Glu
1 5

<210> 248
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 248

Tyr Pro Glu Lys His
1 5

<210> 249
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 249

Asn Gly Ala Fro Gln
1 5

<210> 250
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 250
Asp Tyr Gly Pro Met
1 5
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<210> 251
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 251

Arg Lys Lys Lys Glu
1 5

<210> 252
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 252

Lys Gly Gly Arg Glu
1 5

<210> 253
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 253

Gly Asn Trp Gln Prao
1 5

<210> 254

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 254

Thr Thr Gly Pro¢ Tyr
1 5

<210> 255
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 255
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Asp Met Asn Gln Pro
1 5

<210> 256
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 256

Lys Trp Pro Met Phe
1 5

<210> 257
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 257

His Asp Gln Arg His
1 5

<210> 258
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 258

Leun Gly Met Tyr Met
1 5

<210> 259
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 259

Asn Lys Met Phe Thr
1 5

<210> 260
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff
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<400> 260

Leu Gly Tyr Pro Glu
1 5

<210> 261
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 261

His Gly Tyr Gln Leu
1 5

<210> 262
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 262

Agn Val Phe Ile Glu
1 5

<210> 263

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 263

Asn Arg Gly Trp His
1 5

<210> 264
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 264

Pr¢ Phe Thr Leu Lys
1 5

<210> 265
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff
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<400> 265

Ser Thr Thr Arg Val
1 5

<210> 266
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 266

Trp Asp Gln His Gln
1 5

<210> 267
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 267

Ser Gly Trp Met Met
1 5

<210> 268
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 268

Trp Arg Lys Met Thr
1 5

<210> 269
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 269

Phe Pro Lys Lys Tyr
1 5

<210> 270
<211>5
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 270

<210> 271
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 271

<210> 272

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 272

<210> 273
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 273

<210> 274
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 274

<210> 275
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

ES 2 683 847 T3

Ser Pro Tyr FPhe Val
1 5

Ile Arg Gly Thr Ser
1 5

Gln Val Pro Gly Trp
1 5

Asp Leu Pro Tyr Gln
1 5

Pro Arg Ser His Trp
1 5
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<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 275

Leu Tyr Gly His Ala
1 5

<210> 276
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 276

Ala Pro Tyr Val His
1 5

<210> 277
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 277

Arg Thr Gly Gln Lys
1 5

<210> 278
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 278

Pro Thr Tyr Trp Tyr
1 5

<210> 279
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 279

Glu Gly Met Glu Ile
1 5

<210> 280
<211>5
<212> PRT
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<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 280

Pro Val Val Gly Ala
1 5

<210> 281

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 281

Pro Leu Met Val Asp
1 5

<210> 282
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 282

Lys Tyr Gly Ser Gln
1 5

<210> 283
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 283

Arg Trp Asn Aszn Gln
1 5

<210> 284
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 284

Val Tyr Lys Gln Asp
1 5

<210> 285
<211>5
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 285

<210> 286
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 286

<210> 287
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 287

<210> 288
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 288

<210> 289
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 289

ES 2 683 847 T3

Asn Gln Met Lys Phe
1 5

Asn His Gln His Thr
1 5

Lys Arg Phe Val Asp
1 5

His His Glu Pro Leu
1 5

Pro Lys Met Pro Tyr
1 5

160



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 290

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 290

<210> 291
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 291

<210> 292
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 292

<210> 293
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 293

<210> 294
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 294

ES 2 683 847 T3

Pro Lys Asgp His Glu

1

Ala Lys Gly Ser Ile

1

Glu Asp Pro Glu Met

1

Glu Phe Asp His Gln

1

5

5

5

5

Asn Glu Lys Gln Asp

1
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<210> 295
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 295

Ala Pro Hig Tyr Tyr
1 5

<210> 296
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 296

Pro Gln Leu His Leu
1 5

<210> 297
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 297

Asn Trp Arg Ala Glu
1 5

<210> 298
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 298

Asn Asn Gln Tyr Lys
1 5

<210> 299
<211> 4
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA170ff

<400> 299

Arg Ser Ile His
1
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<210> 300
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 300

Arg Asp Arg Ile Met
1 5

<210> 301
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 301

Tyr Gly Lys Gly His
1 5

<210> 302
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 302

Gly Lys Gly Gly Lys
1 5

<210> 303
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 303

Arg His Ile Gly Lys
1 5

<210> 304
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 304

Gln Tyr Thr Tyr His
1 5
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<210> 305
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 305

Leu His Ser His Val
1 5

<210> 306
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 306

Ala Arg Asp Lys Arg
1 5

<210> 307
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 307

Glu His Lys Lys Thr
1 5

<210> 308

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 308

Met Asp Glu Val Pro
1 5

<210> 309
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 309
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<210> 310
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 310

<210> 311
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 311

<210> 312
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 312

<210> 313
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 313

<210> 314
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

ES 2 683 847 T3

Gln Asp Trp Gln Arg

1

Pro Ser Asp Arg Glu

1

Gln Asn Thr Arg Trp

1

Asp Glu Gly Leu His

1

Trp Pro Asn Met Glu

1
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<400> 314

Met Thr Gly Arg Val
1 ]

<210> 315
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 315

Gly Lys Tyr Asn Ile
1 5

<210> 316
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 316

Asn Ala Tyr Leu Leu
1 5

<210> 317
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 317

Ala Gln Tyr Asn Val
1 5

<210> 318
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 318

Asn Gln Val Met Thr
1 5

<210> 319
<211>5
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 319

Val Val His Asp Thr
1 5

<210> 320
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 320

Asn Ile Trp His Gln
1 5

<210> 321
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 321

Gln Trp Gly Asn Met
1 5

<210> 322
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 322

Met His Val Lys Ser
1 5

<210> 323
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 323

Glu Tyr Thr Val Val
1 5

<210> 324

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

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 324

Gly Pro Tyr Gln Asp
1 5

<210> 325
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 325

Gln Gly Val Leu Glu
1 5

<210> 326

<211>5

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 326

Gln Gln Pro Gly Val
1 5

<210> 327
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 327

Asn Gln Val Arg Gly
1 5

<210> 328
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 328

Val Pro His vVal Leu
1 5

<210> 329
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<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 329

Asp Gly Arg Lys Gln
1 5

<210> 330
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 330

Asn Ala Ser Phe Glu
1 5

<210> 331
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 331

Lys Lys Arg Val Val
1 5

<210> 332
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 332

Lys Gly Ile Lys Lys
1 5

<210> 333
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 333

Pro Met Gly Met Gly
1 5
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<210> 334
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 334

Pro Met Gly Lys Tyr
1 5

<210> 335
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 335

Arg Gly Ile Ala Lys
1 5

<210> 336
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 336

Leu Trp Gly Gly Met
1 5

<210> 337
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 337

Asn Ala His Tyr Ile
1 5

<210> 338
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 338
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<210> 339
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle CD AA169ff

<400> 339

<210> 340
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 340

Pro Gln Thr Pro Pro Ser Gln

1

<210> 341
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 341

Pro Pro Ser Pro Fro Arg Thr

1

<210> 342
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 342

Pro Trp Val Arg Trp Met Gln

1

<210> 343
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

ES 2 683 847 T3

Ser Gly Thr Arg Leu

1

Asn Len Gly Pro Glu

1

5

5

S
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<400> 343

Ser Arg Ala Arg Trp Arg His
1 5

<210> 344

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 344

Ser Arg Ser Arg Trp Arg Gly
1 5

<210> 345
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 345

Pro Arg Trp Lys Met
1 5

<210> 346
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 346

Lys Arg Tyr Asn Pro Arg Met Val Arg Trp Ala His
1 5 10

<210> 347
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 347

Pro Gln Ser Arg Trp Tyr Asn
1 5

<210> 348
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff
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<400> 348

Pro Trp Ser Arg Trp Arg Leu
1 5

<210> 349
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 349

Pro Gln Lys Arg Trp Arg Ser
1 5

<210> 350
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 350

Pro Trp Val Arg Trp Leu Gln
1 5

<210> 351
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 351

Glu Leu Glu Gly Glu Glu Gln
1 5

<210> 352
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 352

Asn Arg Ser Arg Trp Gln Gln
1 5

<210> 353

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff
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<400> 353

<210> 354
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 354

<210> 355
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 355

<210> 356
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 356

<210> 357
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 357

<210> 358
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Gln Gln Lys Lys Arg Lys Lys Lys Lys

1

Lys Lys Lys Lys Leu Lys Gln

1

Lys Lys# Lys Gln Leu Lys Lys

1

Pro Pro Pro Leu Cys Ala Pro

1

Ser Leu Asn Arg Trp Lys Arg

1

ES 2 683 847 T3
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<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 358

Lys Asn Lys Lys Lys Arg Lys
1 5

<210> 359
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 359

Lys Lys Lys Lys Ile Lys Lys
1 5

<210> 360
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 360

Lys Lys Lys Lys Met Lys Lys
1 5

<210> 361
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 361

Lys Arg Lys Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 362

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 362

Arg Glu Arg Glu Trp Arg Lys
1 5

<210> 363
<211>7
<212> PRT
<213> artificial
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<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 363

<210> 364
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 364

<210> 365
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 365

<210> 366
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 366

<210> 367
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 367

<210> 368
<211>7
<212> PRT

Pro Arg Ser Asn Trp Tyr Gly Asn Arg Trp Arg Arg

1

ES 2 683 847 T3

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln

1

5

Pro Leu Arg Leu Pro Pro Met

1

5

5

10

Thr Pro Gly Asn Leu Ala Leu

1

5

Ser Arg Glu Asp Phe Arg Ala

1
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<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 368
Leu Val Ser Ile Ser Val Gly
1 5

<210> 369

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 369
Pro Ser Arg Arg Trp Arg Glu
1 5

<210> 370

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 370
Asp Arg Arg Arg Trp Thr Ala
1 5

<210> 371

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 371
Asp Leu Gln Asp Lys Lys Tyr
1 5

<210> 372

<?211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 372
Ile Ser Val Pro Pro Asp Glu
1 5

<210> 373

<?211>7
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 373

Thr Gly Pro Asp Ile Thr Val
1 5

<210> 374
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 374

Ile Val Leu Ser Gly Phe Arg
1 5

<210> 375
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 375

Met Gly Ile His Asn Ile Asn
1 5

<210> 376
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 376

Met Lys Gln Asp Glu Met Ala
1 5

<210> 377
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 377

Pr¢ Gln Trp Arg Leu Gln Trp
1 5
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<210> 378
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 378

His Arg Arg Leu Val Ala Arg
1 5

<210> 379
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 379

Lys Gln Asn Leu Arg Arg Lys
1 5

<210> 380

<211>12

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 380

Ser Arg Ser Arg Leu His Gly Asn Arg Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 381
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 381

Asn Arg Glu Arg Trp Arg Arg
1 5

<210> 382
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 382

Thr Trp Val Arg Trp Met Gln
1 5
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<210> 383
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 383

Pro His Trp Gln Trp Lys Trp

1

<210> 384
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 384

Ser Lys Lys Lys Leu Arg Lys

1

<210> 385
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 385

1

<210> 386
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 386

1

<210> 387
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 387

ES 2 683 847 T3
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Asn Arg Lys His Leu Arg Ala
1 5

<210> 388
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 388

Thr Arg Arg Arg Trp Thr Arg
1 5

<210> 389
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 389

Asp His Arg Arg Ile Asn Arg
1 5

<210> 390
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 390

Lys Lys Lys Lys Tyr His Lys
1 5

<210> 391
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 391

Gln Lys Lys Lys Leu Llys Lys
1 5

<210> 392
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff
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<400> 392

Pro Gln Lys Lys Leu Arg Lys
1 5

<210> 393
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 393

Asp Lys Arg Gly Ile Arg Lys
1 5

<210> 394
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 394

Glu Lys Lys Arg Trp Lys Glu
1 5

<210> 395
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 395

Thr Ser Arg Arg Trp Arg Glu
1 5

<210> 396
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 396

Lys Lys Glu Lys Leu Arg Lys
1 5

<210> 397
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 397

Lys Lys Lys Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 398
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 398

Lys Lys Lys Lys Ile Met Lys
1 5

<210> 399
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 399

Agsp Gln Thr Arg Trp Arg Arg
1 5

<210> 400
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 400

Lys Lys Lys Glu Ile Lys Lys
1 5

<210> 401
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 401

Lys Lys Asn Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 402
<211>7
<212> PRT
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 402

Pro Trp Trp Gln Phe Arg Gln
1 5

<210> 403
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 403

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

<210> 404
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 404

Pr¢ Asn Glu Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 405
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 405

Pro Leu Ser Arg Trp Lys Arg
1 5

<210> 406
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 406

Thr Gln Asn Gln Ile Lys Lys
1 5

<210> 407

<211>7
<212> PRT
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<213> artificial
<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 407
Asp Arg Glu Arg Trp Arg Arg
1 5

<210> 408

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 408
Ala Arg Ser Arg Trp Arg Lys
1 5

<210> 409

<?211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 409
Pro Lys Lys Arg Leun Arg Arg
1 5

<210> 410

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 410
Lys Asn Lys Lys Arg Lys Lys
1 5

<210> 411

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 411
Asn Thr Lys Lys Leu Lys Lys
1 5

<210> 412

<?211>7
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<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 412

Asn Arg Lys Arg Ile Arg Lys
1 5

<210> 413
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 413

Ser Arg Lys Arg Phe Arg Ser
1 5

<210> 414
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 414

Pro Phe Arg Arg Trp Val Lys
1 5

<210> 415
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 415

Asn Lys Lys Lys Lys Lys Lys
1 5

<210> 416
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 416

Asn Gly Lys Arg Leu His Ser
1 5
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<210> 417
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 417

Pro Lys Trp Leu Trp His Gln

1

<210> 418
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 418

Pro Trp Trp Lys His His Val

1

<210> 419
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 419

Pro Asn Trp Lys Tyr Gln Trp

1

<210> 420
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 420

Pro Gln Arg Ly Val Ala Pro

1

<210> 421
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 421

ES 2 683 847 T3
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Pro Trp Tyr Lys Val Leu Met
1 5

<210> 422
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 422

Asp Arg Lys Trp Trp Thr Phe
1 5

<210> 423
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 423

Pro Arg His Glu Trp Val Met
1 5

<210> 424
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 424

Pro Trp Ser Arg Trp Met Gln
1 5

<210> 425

<211>7

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 425

Ser Arg Ala Arg Trp Leu His
1 5

<210> 426

<211>12

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle EF AA198ff

<400> 426

188



10

<210> 427
<211> 5473
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ES 2 683 847 T3

Asn Arg Ser Arg Leu His Gly Asn Arg Trp Arg Arg

1

5

<223> Plasmido pYD1dX_dCH1dCH3_Fcab_wt

<400> 427

acggattaga
cctegtette
acaataaaga
ctggeceocac
ttagtttttt

taacagatat

agccgeogadg
aceggtegeg
ttetacaata
aaaccttcaa
agccttattt

ataaatgcaa

cgggtgacag

ttectgaaac
ctagettita
atgaacgaat

ctggggtaat

aaactgcata

ccctcocgaag
geagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga

accactttaa

189

10

gaagactctc
ctegegecge
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt

ctaatacttt

ctcecgtgegt

actgeteega
tggecagtaac
gataatgega
tttgatctat

caacattttc

60

120

180

240

300

360



ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttegetg
ctatatgega
ctactatttt
cgtttgteag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
cceccatgtee
caaaggacac
gcecacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccetgectge
agcctatcee
accattgagt
tagagggeoce
taccggtcat
agatgtaaca
cttttcattt
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgctatt
accaataacg
taacataaaa
ccaatccaaa

aggtttetgt

acttettatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttecaata
graaatccoceoe
ggccaacggg
taattgeggt
ttttaagett
tggttctget
taaggtacca
cgcccectgag
cctgatgatc
cccagaggtg
gectagagag
ccaggattgg
ccccatcgayg
taaccctete
ttaaaccege
ttcgaaggta
catcaccatc
aaatcgactt
ctcegtaaac
ctttacacat
attttgetge
ctaaaaaaag
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaate
tgtaagetet
agttcacctg

gaagctgeac

ES 2 683 847 T3

caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatgce
tctcaccect
ctgeaggeta
agcatgactg
ggatcegage
ctgctgggeg
tcceggacce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggeca
aagaccatct
ctcggteteg
tgatctgata
agcctatcce
accattgagt
tgttecccact
aacatgtttt
actttatata
ctgoccatatt
atgaatgtga
actactcagt
cttttacace
taagegeatc
cggggetete
tceoccacctge

tgagtagtat

aaaagtatca
cceggatcgg
tacttcatac
ttgetteoagt
tagaatcocgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
ccaagagcag
gcceccttecgt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggccaa
attctacgcg
acaacagtgt
taaccctcte
ttaaacccge
gtacttttag
cccatgtaat
gctattcact
tcaatttgtt
atcgaatcct
aataacctat
atttgtetee
accaacattt
ttgeetteca

ttctgaatca

gttgecagtet

190

acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gceogtactet
tgaatattac
caaaggcagc
tggttetggt

aatgggtecgg

cgacaagaca
gttectgtte
ctgtgtggtyg
eggcgtggag
cegegtggtg
gtgcaaggtg
gggecagect
tacecggtcat
agcggecegcet
ctocggtcteg
tgatctgata
ctcgtacaaa
atccttttct
tctatacact
ataaattecct
aagagaattg
ttecttageat
acaccteooge
tetggogtea
acccagtcag
aacaagggaa

tttggaaata

gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgte
cctceccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
agegtgetga
agcaacaagg
cgagaaggta
catcaccatc
cgategagte
attctacgcg
acaacagtgt
atacaatata
atttttegtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ggcaagtgca
ttttgacgaa
ttacatcaac
gtocaccage
aaategagtt
taaacgaatg

cgagtetttt

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1360

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



aataactggc
gacgatatca
aaacacgcca
tgaaatttte
acccagcaaqg
gcaaactttc
tgecttbgtyg
ttggcocotet
cgcctatttt
tgtaacttac
tttatttatt
ttacggaatg
ttacatatat
taagtaaaat
caatteggea
atcccecctag
ttttactttc
tatagcacgt
tatttgttta
ataaatgctt
ccettattoce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtocgeege
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat

tgctgataaa

aaaccgagga
atgccegtaat
accaagtatt
cttgcaataa
tcagcatcgg
accaatggac
tgcttaatea
ccttttettt
tataggttaa
acgegecteg
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctyg
agtcttttac
tatttttaat
gatgaaaagyg
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgoegyg
gatgctgaag
aagatcecttg
ctgetatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggecgaac
aaagttgcag

tetggagecyg
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actcttggta
cattgaccag
tocggagtgee
cegggtcaat
aatctagagce
cagaactacc
cgtatactea
ttteocgaccga
tgtcatgata
tatecttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggattttcg
agagcaggaa
atctteggaa
ttatatattt
acccaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgecet
atcagttggg
agagttttcg
gogeggtatte
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct

gaccacttct

gtgagcegtgg

ttettgecac
agccaaaaca
tgaactattt
tgttcotettt
acattctgog
tgtgaaatta
cgtgetcaat
atttcttgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
ggtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtct
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cacttttegg
tatgtatceg
gagtatgagt
teoctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atccegtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
cottgatcogt
gatgcectgta
agcttececgg
gegcecteggen

gtetegeggt

191

gactcatete
teoctcoettag
ttatatgctt
ctattgggca
goctetgtge
ataacagaca
agtcaccaat
gacgaaagygyg
cttaggacgyg
atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
tctacacaga
aaaggtagta
attttttett
atttaaatta
ggaaatgtge
ctcatgagac
attcaacatt
goctcacecag
ggttacatcg
cgttttecaa
gacgooggygc
tactcaccag
gectgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgyg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetyg

atcattgcag

cgtgcagttyg
gttgattacg
ttacaagact
cacatataat
totgeaageoo
tactccaage
goccteoecte
cctegtgata
atcgettgee
ttactetgtg
ggtagaagag
aaagcgtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggeg
taatttcttt
taattatttt
goggaacoos
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgetggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tecacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat

gctggtttat

cactggggec

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3560

4020

4080

4140
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agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcgegta
gceggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtcgtgtectt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatecggta
cgectggtat
gtgatgeteg
gttcocctggcee
tgtggataac
cgagcgcage
ccecgegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc

aaagctggct

cceoctececgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctget
gagctaccaa
gtcettetag
tacctegete
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagcatt
ageggcaggg
ctttatagte
tcagggggge
ttttgctggc
cgtattaccg
gagtcagtga
tggecgatte
cgcaacgeaa
cttecggete
tatgaccatg

agt

<210> 428
<211> 5677
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> PYD1dX_dCH1_Fcab_wt

<400> 428

ES 2 683 847 T3

tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttec
tgtagcegta
tgctaatcet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tceggaacagy
ctgtegggtt
cgagectaty
cttttgctca
cctttgagtg
gogaggaage
attaatgcag
ttaatgtgag
ctatgttgtg

attacgccaa

ctacacgacg
tgceteactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtyg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcce
agagegeacy
tegecaccte
gaaaaacgoe
catgttcttt
agctgatacc
gygaagagcgc
ctggeacgac
ttacctecact

tggaattgtg

gctcggaatt

ggcagtcagyg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttottgag
ctaccagcgg
ggcttcagea
cacttcaaga
gctgetgeea
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagette
tgacttgage
ageaacgeqgy
cctgocgttat
gctocgocgea
ccaatacgca
aggttteceg
cattaggcac
ageggataac

aaccctcact

caactatgga
ggtaactgte
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagecgcecagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtceggg
ccgaactgag
aggcggacag
caggggggaa
gtcecgattttt
cetttttacg
ccectgatte
gccgaacgac
aaccgcctet
actggaaage
cecaggettt
aatttcacac

aaagggaaca

acggattaga agecgedgag cgggtgacag coctecgaag gaagactete ctecgtgegt

cetagtette aceggtegeg ttectgaaac geagatgtge ctegegeege actgetcega

acaataaaga ttctacaata ctagctttta tggttatgaa gaggaaaaat tggcagtaac

192

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5473

60

120

180



ctggocccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttegetyg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgteag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ccceatgteco
caaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccetgectge
aggtgtacac
gcctggtceaa
cggagaacaa
acagecaagct
tgatgcatga
aatgagcgge
tctocecteggt
ccgctgatet
ttagetegta
taatatcctt
cacttectata
tgttataaat

tcctaagaga

aaaccttcaa
agcottattt
ataaatgcaa
acttottatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccaoc
ggccaacggy
taattgeggt
ttttaagett
tggttctgect
taaggtacca
cgceccctgag
cctgatgatc
cccagaggtyg
gcctagagag
ccaggattgg
cccecategag
cctgecoceea
aggcttctat
ctacaagace
caccgtggac
ggctctgeac
cgctegateqg
ctcgattcta
gataacaaca
caaaatacaa
ttctattttt
cactaaaaaa
tcctataatt

attgggcaag
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atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
tetcacceoct
ctgoaggeta
agcatgactg
ggatcecgage
ctgectgggeg
tceccocggaccee
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aagaccatect
tcecegggatg
cccagcgaca
acgcctoeoeg
aagagcaggt
aaccactaca
agtctagagg
cgoegtacegyg
gtgtagatgt
tatactttte
cgttcocgtta
ctaagacaat
tatcctatta

tgcacaaaca

caaattaaca
taatcagaega
accactttaa
aaaagtatca
cceeggategyg
tacttcatac
ttgettecagt
tagaatogac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtygyg
gtggacagca
ccaagagcag
gccctteoegt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggccaa
agctgaccaa
tecgecgtgga
tgctggacte
ggcagcaggyg
cacagaagag
gcccttogaa
tecatcatecac
aacaaaatcg
atttctoegt
ccaactttac
tttaattttg
gtagctaaaa

atacttaaat

193

accataggat
agoegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
goeogtactet
tgaatattac
caaaggcage
tggttotggt
aatgggtcgg
cgacaagaca
gttcctgtte
ctgtgtggtg
cggcgtggag
ccgegtggtg
gtgcaaggtg
gggceagect
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctee
gaacgtcttc
cctctoceectg
ggtaagccta
catcaccatt
actttgttece
aaacaacatg
acatacttta
ctgectgeoeoa
aaagatgaat

aaatactact

gataatgega
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cocataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgte
cctcecaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
agcgtgectga
agcaacaagg
cgagaaccac
agcctgacet
aatgggecagce
tteotteetet
tcatgecteeg
tctcecgggta
tccctaacce
gagtttaaac
cactgtactt
tttteoccatg
tatagctatt
tatttcaatt
gtgaatcgaa

cagtaataac

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



ctatttctta
ctccacacct
attttetgge
tccaacccag
atcaaacaag
gtettttgga
ccacgacteca
aacatcctece
atttttatat
ctttctattg
tgeggectet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttcttagyg
aataatttgg
aagtaaataa
aaaaatttca
aatagatata
gtcttetaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatttaa
toggggaaat
tcecgetcatyg
gagtattcaa
ttttgeteac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgecc

tgagtactca

gcatttttga
ccgecttacat
gtecagtecac
tcagaaatcg
ggaataaacg
aatacgagtc
tcteocegtgea
ttaggttgat
gcttttacaa
ggcacacata
gtgctetgea
gacatactecc
caatgeecte
agggcctegt
acggatcget
gaatttactc
agaaggtaga
acaaaaagcg
cattcgatta
cagacaagat
agtatttgtt
tctttaattt
attataatta
gtgcgoggaa
agacaataac
catttccgtyg
ccagaaacgce
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc

ccagtecacag
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cgaaatttge
caacaccaat
cagctaacat
agttccaatc
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat
tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
ageocogeaaac
aagctgectt
cetettggeo
gatacgccta
tgcctgtaac
tgtgtttatt
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggcgatccce
ctttttttac
tttttatage
cccctatttg
cctgataaat
tegeecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtecg

aaaagecatct

tattttgtta
aacgccattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaagct
tggcaaaccyg
atcaatgccyg
gccaaccaag
tttecttgea
caagtcagca
tttecaccaat
tgtgtgctta
ctoteetttt
tttttatagg
ttacacgcge
tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtctt
tttctatttt
acgtgatgaa
tttattttte
gcttcaataa
tcecctttttt
aaaagatgcet
cggtaagatc
agttetgeta
ccgcatacac

tacggatgge

194

gagtctttta
aatctaagcg
ctetegggge
cctgtceccac
gcactgagta
aggaactctt
taatcattga
tatttcggag
ataaccgggt
tcggaatcta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttega
ttaatgtecat
cteogtatett
ttttgtattt
aaaaaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cctgagagca
ttacatcttc
taatttatat
aaggacccag
taaatacatt
tattgaaaaa
geggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegy
tattctcaga

atgacagtaa

caccatttgt
catcaccaac
tetettgect
ctgcttetga
gtatgttgca
ggtattcttyg
ccagageccaa
tgcctgaact
caattgttet
gagcacattc
tacctgtgaa
ctcacgtget
ccgaatttet
gataataatg
ttaatgatgg
ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttcgtgtgtg
ggaagagcaa
ggaaaacaaa
atttatatta
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgeacy
ttegeoceocecoga
tattatceeg
atgacttggt

gagaattatg

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960
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cagtgetgece
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatyg
ccggcaacaa
ggcccttecy
cggtatcatt
gacgggcagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggette
ccaccactte
agtggctget
accggataag
gcgaacgacc
tecegaaggg
cacgagggag
cetotgactt
cgccagcaac
ctttcetgeg
taccgctcege
gegoccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga

aattaaccct

<210> 429
<211> 19
<212> ADN

ataaccatga
gagctaaceg
cceggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggotggt
gcageactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagege
aagaactetyg
gccagtggeg
gcgoageggt
tacaccgaac
agaaaggcgyg
cttecagggyg
gagegtegat
goggectttt
ttatcccectg
cgcagccgaa
cgcaaacege
cccgactgga
gcaceccagy
taacaatttc

cactaaaggg
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gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggce
ttattgectga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttccea
tttttctgeyg
gtttgecgga
agataccaaa
tagecaccegee
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatce
ggaacgcectg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg
¢tcteccege
aagegggcag
ctttacactt
acacaggaaa

aacaaaagct

tgeggecaac
caacatgggyg
accaaacgac
attaactggce
ggataaagtt
taaatctgga
taagecctee
aaatagacag
agtttactea
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagageta
tactgtectt
tacataccte
tecttaccggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagecgge
gtatetttat
ctegteaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggecy
tgagegeaac
tatgetteoeg

cagctatgac

ggctagt

195

ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtategtag
atcgetgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactettt
ctagtgtage
getetgotaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtectgteg
gggccgagec
tggcctttty
accgcocectttg
gtgagcgagy
atteattaat
gcaattaatg
getectatgt

catgattacg

caacgategg
ctegecttga
ccacgatgee
ctctagctte
ttetgegete
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttecgaaggt
cgtagttagg
tectgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacgcet
caggagagcyg
ggtttegeoca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagetggea
tgagttacct
tgtgtggaat

ccaagctcgg

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640
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<213> artificial
<220>
<223> Cebador CH3seqs/2

<400> 429
aaggagtaca agtgcaagg 19

<210> 430
<211> 16
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador CDmut_back

<400> 430
gctecteccac tecacg 16

<210> 431
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador EFmut_back

<400> 431
cacggtgagc ttgcigtaga g 21

<210> 432
<211> 16
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador ABMUT5/2_back

<400> 432
ctcatccecgg gatgag 16

<210> 433
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador CDmut5cod_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(30)
<223>nesa,c,got

<400> 433
gtggagtggy agagcnnnnn nNNNRNNNnn aacaactaca agaccacy

<210> 434
<211> 54
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador EFMUT7cod_for

196
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<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(36)
<223>nesa,c,got

<400> 434
agcaagctca cegtgnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnggga acgtettete atge

<210> 435
<211> 54
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador EFMUT3+2_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(24)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(36)
<223>nesa,c,got

<400> 435
agecaagctea cegtgnnnnn nnnnaggtgg nnnnnnggga acgtettete atge

<210> 436
<211> 49
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador ABMUTS5 (wt)_for

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(30)
<223>nesa,c,got

<400> 436

cecateececgag atgagnnnnn nnnnnnnnnn gtcagectga cetgectgg 49

<210> 437
<211> 17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador CH3seqAS

<400> 437
tagaatcgag accgagg 17
<210> 438
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador YCH3.25rec.opt.for

<400> 438

197
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15

accatctcea aggecaagg 19

<210> 439
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador Ych3.25rec.back

<400> 439
aagggececte tagacteg 18
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo modular citotdxico con un peso molecular de hasta 60 kD, que comprende un dominio CH2 y un
dominio CH3 de una cadena pesada de IgG1 humana y que se une especificamente a un receptor humano de la
clase erbB con una afinidad de union de Kd<10® M, en donde el anticuerpo contiene un sitio de unién para el
receptor de la clase erbB en una region de bucle estructural del dominio CH3 del anticuerpo y en donde el anticuerpo
modular citotéxico se une al receptor de Fc humano CD64, FcRn y/o proteina A.

2 El anticuerpo modular de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo se une al receptor de Fc humano
CD64.

3. El anticuerpo modular de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde el anticuerpo se une al receptor FcRn
humano.

4. El anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo se une
a la proteina A.

5. El anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el anticuerpo
modular es un homodimero.

6. El anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que tiene actividad apoptética.

7. El anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho receptor de la
clase erbB se selecciona del grupo que consiste en EGFR HER2, HER2NEU, HER3 Y HER4.

8. El anticuerpo modular de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que dicho receptor de la clase erbB es Her2.

9. Una molécula de anticuerpo completa que comprende un anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8.

10. La molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que dicho anticuerpo es una inmunoglobulina
humana.

11. La molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicho anticuerpo es una IgG1 humana.

12. El anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicacions 1 a 8, en donde el anticuerpo
modular es parte de una proteina de fusién en la que un dominio del anticuerpo modular se fusiona a una o mas de
otras proteinas.

13. El anticuerpo modular de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la proteina fusionada al anticuerpo modular
se selecciona del grupo que consiste en otros anticuerpos modulares, inmunoglobulinas, ligandos, proteinas de
armazén, enzimas y toxinas.

14. El anticuerpo modular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 0 12 a 13 o la molécula de

anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, para su uso en el tratamiento de un
paciente que sufre un tumor sélido, tumor que expresa un receptor de la clase erbB.
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Figura 1:

CH3L8A CHICHIN CHIRNO
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Figura 2:
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Figura 3 {SEC ID N® 1): estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1

EPKSCDKTHT
NWYVDGVEVH
1SKAKGOPRE
PVLDSDGEFE

Figura 4 {S8EC ID N®2): 1gG humana que incluye modificaciones de aminodcidos aleatorizada:

CPPCPRPELL
MAKTEPREEQ
FOVYTLFPSE
LYSKLTVDKS

GGPSVEFLFPP
THSTYRVVSV
DELTENQVSL
RWQOQGNVESC

KPEDTLMISR
LTVLHQDWLN
TCLVKEGEFYPS3
SVMHEALHNH

TPEVTCVVVD
GHEYKCKVSN
DIAVEWESNG
YTQKSLSLSP

VSHEDPEVEF
KALPAFPIERT
QPENNYKTTE
GK

EPKSCDETHT
NWYVDGVEWVH
1SKAKGOPRE
FVLDSDGSFY

Figura 5 {SEC ID N°11}:

CPPCPAPELL
NAKTEPREEQ
POVYTLPESR
LYSELTVXXX

GGFSVEFLFFEF
YHSTYRVVIV
DELXHAKOVSEL
HHHEHRWKEG

secuencia de aminoacidos de

KPEDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVEF
LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN EALPAPIEKT
TCLVEGEYPS DIAVEWESNG QFENNYKETTPE
NVESCSVMHE ALHNHYTOES LSLSFGK

EPKSCDKTHT
NHYVDGVEVH
ISKAEKGOFRE
EVLDSDESEF
GSAAREQKLT
TVCTGDETOC
NPLDGTYPEG
TYYQYTEVSS
GSGGGSEGGG
AKGKLDSVAT
YLESLPQSVE
ES

Figura 6 {SEC 1D N°12}:

CPPCPAPELL
NAKTKPREEQ
POVYTLPESR
LYSKELTVGCR
SEEDLNGAAT
YGTWVPIGLA
TEQWEANENFE
KAMYDAYWNG
SEGGGSEGGE
DYGAATDGET
CRPYVEFGAGK

GGPSVFLFEP
YMSTYRVVSY
DELTENQVSL
GDCLSRWOOG
VESCLAKFHT
IPENEGGGSE
SLEESQPLNT
KFRDCAFHSG
SEGGGSGGGS
GDVSGLANGN
PYEFSIDCDK

KPKDTLMISR
LTVLHQDWLI
TCLVEGEYFS
NVEF3SC5VMHE
ENSFTHNVWED
GGGSEGGGSE
FMEQNNEFRIN
FMEDPFVCEY
GSGDEFDYEERM
GATGDFAGSH
INLFRGVEAE

TEEVTCVVVD
GKEYKCKVSH
DIAVEWESNG
ALHNHYTOKS
DKTLDRYANY
GGGTHKPPEYS
ROGALTVYTG
QGOSSDLEQP
ANANKGAMTE
SOMAQVGDGD
LLYVATFMYV

vector pHENFcabRGD4

gacyaaagygyg
cttagacgtc
toctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcdgc
actattctca
gcecatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gogaactact
ttgcaggacc
gagcoggtga
ccocgtategt
agatcgctga
catatatact
tcotitttga
cagaccoccgt
goetgottgea
taccaactch
ttctagtgta
tocgotcoctgot
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegyg

cctocgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgocottect
gttgggtgea
Ltttcgoccoe
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgoctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgogeo
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgec
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
dacCdaaadaa
ttttecocgaag
gococgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gooccagottg
aagecgocacy
aacaggadgaqg

cgoctatttt
ttteggggaa
rtatccgctca
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gadagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgotyg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tocococggcaac
tcggooctto
cgoggtatca
acgacgdgga
tcactgatta
TLrtaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
coaccgotac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggotg
ttaccggata
gagcgaacga
cttoccgaag
cgcacgagdd

tataggttaa
atgtgegcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
Ctccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcect
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetyg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
Ccttaacgtga
cttgagatcc
cageggtygt
tcagocagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggegcagceyg
cctacaccga
dgagaaaggc
agcttoccagg

202

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtogooett
gecbtggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
goaactoggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgotibttitg
gaatgaagcc
gttgocgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagecaccg
cgataagtog
gtogggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc

FcabRGD4L

VSHEDPEVEF
KALPAPIEKT
QFPENNYKTTE
LELSPGEKEGG
EGCLWNATGY
DTPIPGYTYI
TVTQGTDPVEK
PVNAGEGSGE
HNADENALQSD
NSPLMNNFRD
FETFANILHE

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attococctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgcocgocatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
goggataaag
gataaatctg
ggtaagceoct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgogtaatot
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatace
tgtcttaccg
acgggygggtt
ctacagcgtyg
coggtaageg
togtatcttt

60
120
180
237

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
6e&0
662

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
o6l
720
TRO
840
400
ELTY
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1880
17440



atagtcoctgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgoctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggotogtat
accatgatta
tgasatacct
tggeocgagoo
tectggggag
ccocggacococ
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatete
ccegggatga
ccagcgacat
cgoctocogt
goegeggtyga
atgaggctot
ccgcagaaca
gttgtttage
ctttagatcg
gtactggtga
aaaatgaggg
gtactaaacc
Locgacggcac
aggagtctea
gtgocattaac
accagtacac
gagactgege
aatcgtctga
gtggocggote
gtggeggtte
ctaataaggg
gcaaacttga
tttocggoot
tggctcaagt
cttctttgee
aattttctat
atgttgccac
aataagaatt
caacttaatc
cgcaccgate
tattttctce
gogocctgta
acacttgcca
ttcgoocggot
gcetttacgge
tcgeococectgat
ctcttgtteo
gggattttge
gogaattbtha
Loctgatgooyg
cgggottgte
atgtgtcaga

cgagtttoge
cctatggaaa
tgctcacaty
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctagg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagctt
attgcctacg
caaatcttgt
acocgteagto
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gcoctgaccaag
cgocgitggag
gotggactoo
Ltgtctgage
goacaaccac
adaaactcatc
aaaacctcat
ttacgctaac
cgaaactcag
tggtggctct
tcctgagtac
ttatccgoct
gectettaat
tgtttatacg
tcctgtatca
tttccattct
cctgcctceaa
tgagggtggc
cggtygegge
ggctatgacc
ttctgtogot
tgctaatggt
cggtgacggt
tcagtcggtt
tgattgtgac
ctttatgtat
cactggcoccgt
gccttgoage
gococcttocca
ttacgecatct
goggogcatt
gogocctage
ttcococegtea
acctocgacco
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge
acaaaatatt
catagttaag
tgctooccggo
ggttitcacc
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cacctctgac
aacgccageoa
ttocttteoctyg
gataccgecte
gagecgeoocaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcyg
aagcttgecat
gragoocgotyg
gacaaaactc
ttocctetteo
tgegtggtyg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagccco
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctect
aggLgdgcadgc
tacacgcaga
tcagaagagyg
acagaaaatt
tatgagggct
tgttacggta
gagggtggcg
ggtgatacac
ggtactgagc
actttcatgt
ggcactgtta
tcaaaagcca
ggctttaatg
coctoctgtea
ggctetgagg
tcoggttceg
gaaaatgocg
actgattacg
aatggtgcta
gataattcac
gaatgtcgoc
aaaataaact
gtattttcga
cgttttacaa
acatccoccoct
acagttgcgc
gtgcggtatt
aagegoggoy
gecoccgetoct
agctctaaat
caaaaaactt
tocgoocctttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
ccagococoocga
atccgettac
gtcatcaccy

ttgagcgtcg
acgoggoctt
cgttatccce
gocogcagocg
tacgcaaace
ttocogactyg
aggcacccca
gataacaatt
gcaaattcta
gattgttatt
acacatgcco
coccaaaaco
tggacgtgag
tgcataatgc
gegtocteac
Cccaacaaagco
gagaaccaca
gcoctgacctg
atgggcagee
tecbtbtoctota
aggggaacgt
agagcctoto
atctgaatgg
catttactaa
gtctgtggaa
catgggttco
gttctgaggg
ctattccggg
aaaacccogo
ttcagaataa
ctcaaggcac
tgtatgacgc
aggatccatt
atgctggogyg
gtggocggttc
gtgattttga
atgaaaacgc
gtgctgotat
ctggtgattt
ctttaatgaa
cttatgtctt
tattccgtgg
cgtttgctaa
cgtcgtgact
ttocgoocagot
agocctgaatg
tcacaccgca
JgLgtggtyg
ttoegeotttet
cgggggetec
gatttgggty
acgttggagt
cctatctogy
aaaaatgagc
attttatggt
cacccgocaa
agacaagchtg
aaacgcgcga
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atttttgtga
tttacggttc
tgattctygtyg
aacgaccgag
gectotooeo
gaaagcgggco
ggctttacac
tcacacagga
tttcaaggag
actcgocggoc
accgtgocca
caaggacaco
ccacgaagac
caagacaaaq
cgtcctgcac
coctoccagcec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagott
cttetecatge
cctgtctoog
ggocgoeatag
cgtctggaaa
Ltgcoctacagge
tattgggott
tggcggttct
ctatacttat
taatcoctaat
taggttccga
tgacccocogtt
ttactggaac
cgtttgtgaa
cggctctggt
tgagggtggc
ttatgaaaaa
gotacagtct
cgatggtttc
tgctggotct
taatttococgt
tggegctggt
tgtetttgcg
catactgeat
gJggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggcg
cgtcaaagca
ttacgcgoag
Loccettoott
cbhttagggtt
atggttcacg
ccacgttett
gotattetbtt
tgatttaaca
goactctcag
caccocgotbga
tgaccgtotc

tgctcgtcag
ctggoctttt
gataaccgta
cgcagogagt
gogegttage
agtgagcgca
tttatgoctto
aacagctatg
acagtcataa
cagccggcca
gracctgaac
ctcatgatct
coctgaggtoa
ccgegggagy
caggactggc
cccatcgaga
ctgcoococat
ggcttctate
tacaagacca
accgtgggtt
tecgtgatge
gataaagcgg
actgttgaaa
gacjacaaaa
gLtgtggttt
gctatcccotg
gagggtggcg
atcaacccto
cottetottg
aataggcagg
adaacttatt
ggtaaattca
tatcaaggcc
ggtggttctg
ggctoctgagg
atgdcaaacg
gacgctaaag
attggtgacg
aattcccaaa
caatatttac
adaccatatg
tttettttat
aaggagtctt
tggcgttace
cgaagaggoo
cctgatgcgg
accatagtac
cgtgaccgct
tectocgeocacg
cogatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
azaatttaac
tacaatctge
cgogooctga
cgggagctge

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
280
2940
3000
3060
31z0
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3540
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4660
4920
4980
5040
5100
5160
5200
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Fig. 7 (SEQ ID N° 14): vector pHENFcabRGD4L

gacgeaaggy
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tectigagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagecocggtga
cecogtategt
agatcgctga
catatatact
tocecttittga
cagacccegh
gctgottgeoa
taccaactct
ttectagtgta
tegetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegg
atagtectgt
gggggcggag
gctggecttt
ttaccgeott
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctegtat
accatgatta
tgaaatacct
tggocegagec
tcctgggagg
ceecggacece
agttcaactyg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatete
ceogggatga
ccagcgacat
cgoctacegt
gecgegatga
atgaggctct
gtggtggcte
catagactgt
ggaaagacga
caggcgttigt
ggettgetat
gttetgaggg
cttatatcaa
ctaatecctte
tcegaaatag
ccgttaaaac

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeettect
gttgggtgca
ttttegecce
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgectt
caccacgatg
tactctaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctcatyg
agaazagaltc
aacazaaaaa
ttttcogaag
gecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
geccagettg
aagcgceacy
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctgy
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgecaagett
attgcctacg
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaay
cagagccaaa
gctgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
ttgtctgage
gcacaaccac
tgcoggecgea
tgaaagttgt
caaaacttta
ggtttgtact
cecetgaaaat
tggcggtact
ccetectegac
tettgaggag
geagggtgea
ttattaccay

cgectatttt
tttegygggaa
tatcegetea
atgagtatte
gttttigete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacyg
gttgagtact
tgcagtgetyg
ggaggaccyga
gatcgttggg
cctgtageaa
tccocggcaac
tcggeeotte
cgcggtatea
acgacgggga
tecactgatta
ttaaaactte
accaaaatce
aaaggabctt
ccaccgotac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggcety
ttacecggata
gagcgaacga
cttecegaag
cgeacgaggy
cacctetgac
aacgccagca
ttetttcoety
gataccgcetco
gagegeccaa
cacgacaggt
ctecactcatt
attgtgagey
aagcttgeat
gecagoegety
gacaaaactc
ttcctottee
tgcgtgatag
ggcgtggagy
cgtgtggtea
tgcaaggtet
gggcagecco
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aggtggcage
tacacgcaga
gaacaaaaac
ttagcaaaac
gatcgttacg
ggtgacgaaa
gagggtggtyg
aaacctecty
ggcacttate
tetcagecte
ttaactgttt
tacacteoctyg

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacattteeg
acccagaaac
acategaact
ttccaatgat
cocgggcaaga
caccagtcac
ccataaceat
aggagctaac
aaccggagct

‘tggcaacaac

aattaataga
cggcetggetyg
ttgecageact
ghcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
ctitgagatcc
cagecggtggt
tcagcagage
Lcaagaactc
ctgcecagtygg
aggegcageyg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagyg
ttgagegtey
acgcggeett
cgttatcccee
googoagoog
tacgcaaacc

tccegacty
aggcacccca
gataacaatt
gcaaattcta
gattgttatt
acacatgcce
coccaaaace
tggacgtgay
tgcataatge
gegteetecac
ccaacaaage
gagaaccaca
goetgacctg
atgggcagcc
tcttccteta
aggggaacgt
agagcctcte
tcatctcaga
ctcatacaga
ctaactatga
ctcagtgtta
getetgaggy
agtacggtga
cgectggtac
ttaatacttt
atacgggcac
tatcatcaaa

Figura 7 (SEC ID N° 14): vector pHENFcabRGD4L
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tgtecatgata
aaccoctatt
accctgataa
tgtegeecett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagceat
gagtgataac
cgcttbtttg
gaatgaagce
gtitgecgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttectyg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccyg
cyataagtcg
gtegggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgce
atttttgtga
tttacggttc
Lgattctgtyg
aacgacecgag
gectetecce
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga
tttcaaggag
actcgeggeon
accgtgecea
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtectgeac
ccteccecagee
ggtgtacace
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctt
cttectecatge
cctgtcteeyg
agaggatcty
aaattcattt
gggetgtetg
cggtacatgg
tggeggttcet
tacacctatrt
tgagcaaaac
catgtttcag
tgttactcaa
agcecatgtat

ataatggttet
tgtttatttt
atgcttcaat
attcocctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgcegcatac
cttacggaty
actgcggeea
cacaacabtgg
ataccaaacy
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccet
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgegtaatet
gatcaagage
aatactgtee
cctacatace
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag
ctggccttit
gataaccgta
cgcagcgagt
gegegttgge
agtgagegea
tttatgetic
aacagctatg
acagtcataa
cageoggoca
gcacctgaac
ctcatgatct
cotygagghica
cogegggagg
caggactgge
cccategaga
ctgeccecat
gacttctate
tacaagacca
accgtgggtt
tcegtgatge
ggtaaggagg
aatyggggecy
actaacgtct
tggaatgcta
gttcctatty
gagggtggcy
cegggetata
ccegetaatc
aataataggt
ggecactgace
gacgettact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
33060
3360
3420
3480
3540
3600
3660



ggaacggtaa
gtgaatatca
ctggtggtygg
gtggeggeteo
aaaaaatggc
agtcoctgacgo
gtttcattgg
gotctaattc
tcocgtcaata
ctggtaaacc
ttgogtttot
tgcataagga
aaccoctggeg
aatagcgaag
taggcgoctga
aagcaaccat
cgcagogtga
tocotttoteg
gggttococgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
ctocagtacaa
gotgacgogoe
gtetooggga

Figura 8 {(SEC ID N°® 15):

attcagagac
aggcoccaatcocyg
ctoctggtggeo
tgagggtggc
aaacgctaat
taaaggcaaa
tgacgtttce
ccaaatgget
tttacctict
atatgaattt
tttatatgtt
gtcttaataa
ttacccaact
aggococogoac
tgocggtattt
agtacgcgec
cogectacact
ccacgttcge
ttagtgcttt
ggccatogoo
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
totgototga
cctgacggge
gotgcatgtg
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tgogotttoc
tctgacctge
ggctctgagg
ggttccagtg
aagggggcota
cttgattctg
ggocttgeta
caagtcggtyg
ttgcocctoagt
tctattgatt
gccaccttta
gaattcactg
taatcgectt
cgategooct
tctcottacyg
ctgtagcggco
tgccagogoc
cggctttocc
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgoocgatt
ttttaacaaa
tgocogoatag
ttgtetgecto
tcagaggLtt

attctggett
ctocaacctoo
gtggcggcte
goggotoogg
tgaccgaaaa
tocgctactga
atggtaatgg
acggtgataa
cggttgaatg
gtgacaaaat
tgtatgtatt
gococgtogitt
gcagcacatc
tccoccaacagt
catctatgeg
gecattaageg
ctagcgcceg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttcgec
ggaacaacac
tcggcctatt
atattaacgt
ttaagccagco
cocggcatoog
tcaccgtcat

vector pYD1dX

acggattaga
cctegtettc
acaataaaga
ctggoocccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctotatactt
gactcactat
tactteogetg
ctatatgoga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ggcggecget
cteggteteyg
tgatctgata
ctocgtacaaa
atccttttct
tctatacact
ataaattcct
aagagaatty
ttcttagcat
acacctccge
tetggegtea
acccagtcag
aacaagggaa
tttggaaata
Jgactcatcte

agococgoogag
accggtcgeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatc
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
geaaatoccoo
ggccaacggg
taattgcggt
ttttaagctt
tggttctgct
taaggtacca
cgatcgagtc
attctacgcyg
acaacagtgt
atacaatata
atttttcgtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ggcaagtgca
LLLtgacgaa
ttacatcaac
gtocaccage
aaatcgagtt
taaacgaatg
cgagrotttt
cgtgocagtng

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagectittta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
Jadadadaac
aagctaatte
ttttoctgtta
tcaccaactt
aaggcaatge
toctcaccoct
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccagtg
tagagggccc
taccggtcat
agatgtaaca
cttttcattc
cocgttaccaa
gacaattita
ctattagtag
caaacaatac
atttgctatt
accaataacg
taacataaaa
ccaatccaaa
aggtttotgt
aataactgac
gacgatatca

cochoccgaag
geagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
ccoggatogy
tacktcatac
ttgocttcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
tggtggaatt
ttcgaaggta
catcaccatc
aaatcgactt
ctoccgtaaac
ctttacacat
attttgctge
ctaaaaaaaqg
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaatc
tgtaagectct
agttcacctg
gaagctgcac
aaaccgagga
atgoogtaat
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taatgaggat
tgtcaatgct
tgagggtgygc
ttocggtgat
tgocgatgaa
ttacggtgct
tgoctactggt
ttcaccttta
tecgocottat
aaacttattc
ttocgacgttt
tacaacgtcg
ccocctttege
tgogcagect
gtatttcaca
cggegggtgt
ctoctttcgo
taaatcgggg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttt
Cocodacaccc
cttacagaca
caccgaaacqg

gaagactcteo
ctogogoogo
gaggaaaaat
accataggat
agocgatgatt
ctaatacttt
acaaa’aaatt
actactagca
attttcaatt
tittagcacag
gcocgtactet
tgaatattac
caaaggcageo
tggttoctggt
aatgggtegg
ctgcagatat
agcocctatcooe
accattgagt
tgttcecact
aacatgtttt
actttatata
ctgccatatt
atgaatgtga
actactcagt
cttttacace
taagcgcatc
caggggctcte
tococcacctgoe
tgagtagtat
actcttggta
cattgaccag

ccattcgttt
ggcggegget
ggttctgagg
tttgattatg
aacgcgcotac
goctatcgatg
gattttgctyg
atgaataatt
gtoctttggeg
cgtggtgtet
gctaacatac
tgactgggaa
cagctggogt
gaatggogaa
cocgcacgtoa
ggtggttacyg
tttettoooct
goctcocctbita
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcgggcotat
tgagctgatt
atggtocact
JCCaacacco
agctgtgacc
cgoga

ctcogtgegt
actgctooga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
goctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt
taaccctcltc
ttaaacccgc
gtacttttag
cccatgtaat
gctattcact
tcaatTtgtt
atcgaatcct
aataacctat
atttgtctcc
accaacattt
ttgectteca
ttctgaatca
gttgcagtet
ttettgecac
ajccadaaaca

2720
1780
1840
2900
1980
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
1500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
2040
5100
5160
5215

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
lez20
1680
1740
1800
1860



toctoottag
ttatatgectt
ctattgggca
goctoctgtac
ataacagaca
agtcaccaat
gacdaaagdq
cttaggacygqg
atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
' gatatacatt
tctacacaga
aaaggtagta
attttttett
atttaaatta
ggaaatgtge
ctcatgagac
attcaacatt
gcoctcacoccag
ggttacatcg
cgbttttccaa
gacgoogggc
tactcaccag
gochbgocataa
cocgaaggago
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteocggetyg
atcattgeag
gycagtcagyg
atbaagecatt
cttcatetet
atccocttaac
tcttcttgag
ctaccagogy
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgotgoca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagco
agcaacgcgg
cctgogttat
gctogocgea
ccaatacgca
agghtttccocg
cattaggcac
agocggataac
aaccctcact

Figura 8 (SEC N° 16):

gttgattacyg
ttacaagact
cacatataat
tctgcaagcc
tactccaagc
gococctoochc
coctogtgata
atcgottgoo
ttactoctgty
ggtagaagag
aaagcgtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggcg
taatttettt
taattatttt
goggaaccoo
aataaccctg
tcogtgtege
aaacgctggh
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcottt
agctgaatga
caacgttgocg
tagactggat
gotggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggrttgtot
gagcgoagat
actctgtage
gtggocgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
caggggggaa
gtcgattttt
coctttttacg
cococtgattc
gocgaacgac
aaccgoctot
actggaaagc
coccaggcottt
aatttcacac
aaagggaaca

acggattaga
coctogtettc
acaataaaga
ctggccceac
ttagtttttt

agocgecgag
accgglogog
ttctacaata
aaaccttcaa
agocttattt

ES 2 683 847 T3

daacacgcca
tgaaattitc
acccagcaag
goaaactttc
tgcctttgtg
ttggccoctct
cgcctatTtt
tgtaacttac
tttatttatt
ttacggaatg
ttacatatat
taagtaaaat
caattcggca
atccccectag
ttttactttc
tatagcacgt
tatttgttta
ataaatgctt
cottatteoe
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtogoogc
goatcttacg
taacactgocg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
dgaggoggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttccactga
tctgcgogta
goccggatcaa
accaaatact
accgoctaca
gtcgtgtott
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgecctggtat
gtgatgctoyg
gtteoctggeo
tgtggataac
cgagocgoagc
ccocgogogt
gggcagtgag
acactttata
aggaaacagc
aaagctggot

accaagtatt
cttgcaataa
tcagcatcgg
accaatggac
tgcttaatca
cottttcttt
tataggttaa
acgcgoctog
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctyg
agtcttittac
tatttttaat
gatgaaaagg
tttttotaaa
caataatatt
ttttttgecgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gocaacttac
atgggyggatc
aacgacgagc
actggogaac
aaagttgcag
tetggagocg
ccctcococgta
agacagated
tactcatata
aagatccttt
gogtcagacc
atctgctgct
gagctaccaa
gtocttotag
tacctocgcto
accgggttgg
ggttogtgca
cgtgagoatt
agcggoaggy
ctttatagtc
tocaggggggc
tLtktgetgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgattc
cgcaacgcaa
cttoocggoto
tatgaccatg
agt

vector pYD1dXFc

cggotgacag
ttocctgaaac
cLagctttta
atgaacgaat
chggggtaat

cocchococgaag
gocagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
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teggagtygeo
cogggtcaat
aatctagagc
cagaactacc
cgtatactca
tttcgaccga
tgtcatgata
tatcttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggattttcg
agagcaggaa
atcttcggaa
ttatatattt
acccaggtgg
tacattcaaa
Jaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttttcg
gogoggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgy
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctettttteo
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacy
cacagcccag
gagaaagogo
tocggaacagg
ctgtegggtt
cgagoctalty
cttttgotca
cctttgagtyg
gogaggaage
attaatgcag
ttaatgtgay
ctatgttgtyg
attacgccaa

gaagactctc
cteocgogeogo
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt

tgaactattt
tgttctottt
acattctgcg
tgtgaaatta
cgtgctcaat
atttcttgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
ggtttaaaaa
agattaaata
tgtgtggtet
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cacttttcocgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tocctgttttt
tgcacgagtg
cococcgaagaa
atcocogtgtt
cttggttgag
attatgeocagt
gatcggagga
ccttgatoegt
gatgcctgta
agcttoocogg
gegotoggoes
gtctocgoggt
ctacacgacg
Lgectoacty
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccy
ctbiggagcga
cacgcttooo
agagcgeacg
tegocaccte
Jaaaaacgco
catgttcttt
agctgataceo
ggaagagogo
ctggcacgac
ttacctcact
tggaattgtyg
gotocggaatt

ctocogtgcagt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat

1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3z40
3300
3360
3420
2480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4680
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
48860
4920
4980
5012

&0
120
180
240
300



taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgctg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtbbtgteay
cacagtatgt
ctggtggtgy
acgatgacga
ccococcagecto
acttccocaga
cctttococecge
cocagcagcag
cocaaggtgga
gtcocogocco
acaccctgat
aggacccaga
ccaagcctag
tgcaccagga
ctgocccocat
acaccctgoc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggecteot
cggocogoteg
cggtotogat
atctgataac
cgtacaaaat
ccttttotat
tatacactaa
aaattcocctat
gagaattggg
cttagcattt
acctccgectt
tggcgtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacg
ctecatctooyg
ctcocttaggt
atatgoctttt
attgggcaca
ctoctgtgote
aacagacata
tcaccaatgoe
cgaaagggcc
taggacggat
ttgggaattt
ataaagaagy
ttcaacaaaa
tatacattcg
tacacagaca
aggtagtatt
Lttttcttta
ttaaattata
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacatttc

ataaatgcaa
acttcttatt
Laacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccoccc
ggccaacggy
taattgeggt
ttttaagcoctt
tggttetget
taaggtacca
caagagcacc
gococgtgacc
cgtgctgcag
cctgggcace
taagaaggty
tgagctgotg
gatctcoccocgg
ggtgaagttc
agaggageadg
ttggctgaat
cgagaagacc
cocatcocogyg
ctatcccagc
gaccacgoct
ggacaagagc
gcacaaccac
atcgagteta
tctacgocgta
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttec
aaaactaaga
aatttatcct
caagtgcaca
ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccagcta
atcgagttcc
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttigga
tgattacgaa
acaagacttyg
catataatac
Lgcaagccgc
ctcocaagetg
cctooctott
tcgtgatacg
cgottgoctg
actctgtgtt
tagaagagtt
agogtacttt
attaacgata
agatgaaaca
tgttggcgat
atttocttttt
attattttta
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtocgeeo
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aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttectgtta
tcaccaactt
aaggcaatgc
tctecacceoct
ctgcaggcta
agcatgacty
ggatcogota
tcoggoggoa
gtgagctgga
toccagocggcoo
cagacctaca
gagcccaaga
ggoggoootth
accocctgagy
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagrt
atctcoccaagg
gatgagctga
gacatcgccyg
cocogtgotgg
aggtggcage
tacacacaga
gagggcoctt
coeggtcatca
atgtaacaaa
tttcatttct
gttaccaact
caattttaat
attagtagct
aacaatactt
ttgctatttt
caataacgcc
acataaaatg
aatccaaaag
gtttctgtga
taactggecaa
cgatatcaat
acacgccaac
aaattttecct
ccagcaagto
aaactttcac
coctttgtgtg
ggoccctotoo
cctattttta
taacttacac
tatttatttt
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
attcggeatt
coocctagay
ttactttcta
tagcacgtga
tttgtttatt
aaatgctica
ttattcoctt

accactttaa
aaaagtatca
ccocggatcgyg
tacttcatac
ttgottcagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtygg
gtggacagca
gocaccaagqg
cogocgeoct
acagcggcgco
tgtactccct
tctgcaatgt
goagocdacaa
cocgbgttoot
tgacctghbgt
tggacggegt
coctaccgogt
acaagtgcaa
ccaagggoca
ccaagaacca
tggagtggga
actoccocgacgg
aggggaacgt
agagcctcto
cgaaggtaag
tcaccatcac
atcgactttg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgctgect
aaaaaaagat
aaataaatac
gttagagtct
atttaatcta
taagctcteg
ttcacctgte
agctgcactyg
accgaggaac
gocgtaatca
caagtatttc
tgcaataacc
agcatcggaa
caatggacca
cttaatcacyg
ttttettttt
taggttaatg
gcgoctogta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tocttttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttctaaata
ataatattga
ttttgcocggea
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ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacay
gocgtactot
tgaatattac
caaaggcagc
tggttctggt
aatgggtcgy
ccccagegtyg
gggctgocty
cctgaccageo
gagcagcgtg
gaaccacaag
gacacacacg
gttcococtocoo
ggtggtggac
ggaggtgcac
dggtgagegtyg
ggtgagcaac
gecctogagaa
ggtcagoctg
gagcaalggg
ctecttetto
cttctcatge
cctgtctecg
cctatococta
cattgagttt
tteococcactgt
catgttttcc
tttatatage
gocatattte
gaatgtgaat
tactcagtaa
tttacaccat
agcgecatcac
gggetotott
ccacctgett
agtagtatgt
tocttggtatt
ttgaccagag
ggagtgoctyg
gggtcaatig
tctagagcac
gaactacctg
tatactcacyg
togaccgaat
tcatgataat
tcttttaaty
atttggattts
taaacaaaqgg
agaaaagcag
gattttcocgtg
agcaggaaga
cttocggaaaa
atatatttat
ccaggtggea
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgcctto

caacatttito
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacyg
ttcococtotgg
gtgaaggatt
ggcgtgeaca
gtgaccgtge
coccagcaata
tgtcoccoccocat
aagcoccaaagg
gtgagccacyg
aacgccaaga
ctgaccgtgco
aaggecctgce
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcocgtgatge
ggtaaatgag
accctotoct
aaacccgetg
acttttagct
catgtaatat
tattcactte
aatttgttat
cgaatcctaa
taacctattt
ttgtectecac
caacattttc
goccttccaac
ctgaatcaaa
tgecagtettt
cttgccacga
ccaaaacabtc
aactattttt
ttcteotttot
attctgocggo
tgaaattaat
tgctcaatag
ttecttgaaga
aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
attaaataga
tgtggtcttc
gcaadataaa
caaaaactat
attaaaaaat
cttttoggygyg
tgtatccgot
gtatgagtat
ctgtttittge

360

420

480

540

800

el

720

780
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960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatyg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacco
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tceggotgge
cattgcagca
cagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cococttaacgt
Ctocttgagat
accagcggtyg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgoccagt
Laaggogcag
gacctacacc
agggagaaaqg
ggagcttcca
acttgagogt
caacgocggoc
tgocgttatcce
tegeecgeage
aatacgcaaa
gtttccogac
Ltaggcaccc
cggataacaa
ccctcactaa

acgctggtga
ctggatctca
atgageactt
gagcaactcy
acagaaaagco
atgagtgata
accgocttttt
ctgaatgaag
acgttgogoa
gactggalyg
tggtttattyg
ctggggocag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagoac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
ggggggaacy
cgattttigt
tttttacggt
cctgattotyg
cgaacgaccg
cecgectetee
tggaaagcgg
caggctttac
titcacacag
agggaacaaa
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aagtaaaaga
acagcdgtaa
ttaaagttct
gtogeocgoat
atcttacgga
acactgoggc
tgcacaacat
crataccaaa
aactattaac
aggoggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgasataqg
accaagttta
totaggtgaa
toccactgagc
tgogogtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgocctacata
cgtgtcttac
gaacyggggay
acctacagcg
atccggtaag
cotggtatct
gatgctogte
tectggectt
tggataaccyg
agocgoagocga
cogogoeghtg
gocagtgagog
actttatgct
gaaacagcta
agctggotag

tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggo
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagcoggt
checocegtato
acagatoget
ctcatatata
gatccttott
gtcagacccc
ctgotgetty
goctaccaact
cocttoctagty
cotogototg
cgggttggac
ttocgtgecaca
tgagcattga
cggcagagto
ttatagtcct
agggggyocyg
Ltgctggect
tattaccgecc
gtcagtgagoc
goccgattoat
caacgcaatt
toccggoctoct
tgaccatgat
t

Figura 10 (SEC ID N°17): pYD1CH12

acggattaga
coctegtotto
acaataaadga
ctagococac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttcgctg
ctatatgecga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ccococcagcto
acttcccaga
cctttcocoge
ccagcagcadg
ccaaggtgga
gtocegococo
acaccotgat
aggacccaga

agoccocgocgag
accggtcgog
ttctacaata
aaaccttcaa
agocottattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccco
ggccaacggyg
taattgcggt
ttttaagctt
tggttctgct
taaggtacca
caagagcacc
gocccgtgacc
cgtgctgeag
coctgggeace
taagaaggtg
tgagctgctyg
gatctcocgg
ggtgaagttc

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tcaccaactt
aaggcaatgc
tctcacccot
ctgcaggceta
agcatgactyg
ggatcocgcta
tcococggoggea
gtgagotgga
tccagcggoc
cagacctaca
gagcccaaga
ggcggocctt
acccctgagg
aactggtacg

cocctocgaag
gcagatgtgo
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagoga
accactttaa
aaaagtatca
cocoggatogy
tacttcatac
ttgctteagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
gcaccaadyyg
cocgocgooct
acagoggogo
tgtactcect
tctgcaatgt
goagogacaa
cocgtgttoct
tgacctgtgt
tggacggogt
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cagitgggty
agtittcgcc
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactogec
Jacaccacga
cttactctag
ccacttotge
gagcgtgggt
gtagttatct
Jagataggty
ctttagattg
gataatctoa
Jgtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecocga
tagcogtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagoccagot
gaaagocgcoca
ggaacaggag
gtocgggttte
agocctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaagc

gaagactctoc
ctcgogoogo
gaggaaaaat
accataggat
agocgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
atttteocaatt
tttagcacag
gcocgtactet
tgaatattac
caaaggcago
tggttectggt
aatgggtcgy
cooccagogtg
gggctgcocty
cctgaccagc
gagcagcgtg
gaaccacaaqg
gacacacacyg
gttcocccteoo
ggtggtggac
gquaggtgcac

cacgagtggg
ccgaagaacg
ccocgtgttga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggacc
Ltgatogttyg
tgcectgtage
cttcoocggoa
gctoggecct
ctogoggtat
acacgacggg
cotcactgat
atttaaaact
tgaccaazat
tcaaaggatc
aaccacocgot
aggtaactag
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cagcttocoga
agcgcacgag
goccacctotg
aaaacgcoag
tgttctttce
ctgataccge
aagagegocc
ggcacgacag
acctecactca
gaattgtgag
tcggaattaa

ctococgtgogt
actgctocga
tggcagtaac
gataatgocga
tttgatctat
caacatttbc
gttaatatac
goctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtecaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ttccctetgg
gtgaaggatt
ggcgitgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaata
tgtcoccocat
aagccaaadqy
gtgagccacyg
aacgocaada

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4320
4980
5040
5100
5160
3220
5280
5340
5400
5460
3520
2580
5640
3700
5760
5820
5880
5940
5971

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
a00
860
720
780
840
00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



cocaagcctag
tgcaccagga
ctgcoccccat
agtctagagy
cgegtaccgyg
gtgtagatgt
tatacttttec
cgttocogtta
ctaagacaat
tatcctatta
tgcacaaaca
cgaaatttgo
caacaccaat
cagctaacat
agttccaatc
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat
tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
agcogcaaac
aagctgcott
cctottggee
gatacgceta
tgcctgtaac
tgtgtttatt
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggcgatcoece
ctttttttac
tttttatage
coccctatttg
cctgataaat
togeococottat
tggtgaaagt
atctcaacag
goacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggo
ttattgcotga
ggccagatgg
tggatgaacy
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtitcoca
tttttoctgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgeo
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc

agaggagcayg
ttggctgaat
cgagaagacc
gocococtbcgaa
tcatcatcac
aacaaaatcy
atttctcocegt
ccaactttac
tttaattttg
gtagctaaaa
atacttaaat
tattttgtta
aacgccattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaaget
tggcaaacoyg
atcaatgccyg
gccaaccaaqg
tttecttgeca
caagtcagca
tttecaccaat
tgtgtgctta
ctcbtootttt
tttttatagy
ttacacgcge
tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtctt
tttectattot
acgtgatgaa
tttattttte
gottocaataa
tcoottttLe
aaaagatgct
cgglaagatc
agttctgeta
cogcatacac
tacggatggec
tgcggocaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccocotoo
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgteoctt
tacatacctc
tocttaccgag
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcggc
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tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaagg
ggtaageocta
catcaccatt
actttgttoo
aaacaacatg
acatacttta
ctgcctgoca
azagatgaat
aaatactact
gagtctttta
aatctaageg
ctoctocggggo
coctgtooccac
gecactgagta
aggaactctt
taatcattga
tatttocggag
ataaccgyggt
tecggaatcta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttcga
ttaatgtcat
ctogtatctt
ttttgtattt
aaaaaataaa
tagacaagaa
tcacaggatt
cctgagagea
ttacatcttc
taatttatat
aaggacccadg
taaatacatt
tattgaaaaa
goggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggogogg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
graggaccac
geoeggltgago
cgtatcgtag
atcgoctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccoccgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctotgectaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa

agggtcggaa

cotaccgogt
acaagtgcaa
ccaagggoca
tocectaacce
gagtttaaac
cactgtactt
ttttcccatyg

tatagctatt

tatttcaatt
gtgaategaa
cagtaataac
caccatttgt
catcaccaac
toctottgeet
ctgcttctga
gtatgttgea
ggtattcttyg
cocagagocaa
tgectgaact
caattgttcot
gagcacattc
tacctgtgaa
ctcacgtgct
ccgaatttct
gataataatg
ttaatgatgg
ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttcgtgtgtyg
ggaagagcaa
ggaaaacaaa
atttatatta
grggcactit
caaatatgta
ggaagagtat
gocttoctgt
tgggtgcacy
ttcgcocoga
tattatcceocg
atgacttggt
gagaattatyg
caacgatcgg
ctocgoocttga
cocacgatgoco
ctctagcttc
ttctgegctco
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgcctc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
Caaaaaaacco
ttccgaaggt
cgtagttagg
tocctgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gogooacget
caggagagocdg
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ggtgagcgtyg
ggtgagcaac
gocctogagge
toctocetoggt
ccgotgatot
ttagctcgta
taatatcctt
cacttctata
tgttataaat
tcctaagaga
ctatttctta
ctccacacct
attttctggc
toccaacocag
atcaaacaag
gtcttttgga
ccacgactca
aacatcctoc
atttttatat
ctttctattg
tgcggectcot
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttcttagg
aataatttgg
aagtaaataa
aaaaatttea
aatagatata
gtcocttctaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatttaa
toggggaaat
tococgotcatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgagttac
agaacgtttt
tgttgacgcc
tgagtactca
cagtgectgoo
aggaccgaag
tocgttgggaa
tgtagcaatyg
coggcaacaa
ggcccttocg
cggtatcatt
gacgggcagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet
accgctacca
aactggctic
ccaccactte
agtggctgot
accggataag
gogaacgace
tocococgaagog
cacdagggag

ctgaccgtge
aaggccocctgo
cgctegatceg
ctogattcta
gataacaaca
caaaatacaa
ttctattttt
cactaaaaaa
tcctataatt
attgggcaag
geatttttga
ccgottacat
gtcagtccac
tcagaaatcyg
ggaataaacyg
aatacgagtce
tcteocogtgea
ttaggttgat
gecttttacaa
ggcacacata
gtgctctgca
gacatactece
caatgcoccto
agggcctogt
acggatcget
gaatttacte
agaaggtaga
acaaaaagcg
cattegatta
cagacaagatl
agtatttgtt
toctttaattt
attataatta
gtgcgecggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactag
ccaatgatga
gggcaagagc
crcagtcacag
ataaccatga
gagctaaccy
coggagoetga
gcaacaacgt
Craatagact
gctggetggt
gocagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatecctt
gecggtggttt
agcagagcgc
aagaactctg
geccagtggeg
gogocagoggt
tacaccgaac
agaaagygcgyg
cttocagggyg

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4580
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



ggaacgoctyg
ttttgtgatg
tacggticot
attctgtgga
cgacodageg
ctcocteococeocge
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct

gtatctttat
ctogtocaggg
ggoctittge
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggecyg
tgagcgcaac
tatgcttcocg
cagctatgac
ggctagt
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agtootgteg
gggoogagoc
Lggocttttg
accgoctttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctoctatgt
catgattacg

Figura 11 {SEC 1D N®18). _ Fcab01

ggcccageey
cecageacet
cacceteaty
agaccctgag
aaagccgogg
gcaccaggac
agocococcate
caccctgcco
caaaggcttc
caactacaag
gotcaccegty
atgctocogtg
tcocgggtaaa

gocatggoog
gaactcectgg
atcteocegga
gtcaagttca
gaggagcagt
togctgaaty
Jagaaaacca
ccatocooggg
tatccocagog
accacgoctco
nnbnnbonbn
atgcatgagg
goeggccgc

agcocccaaato
ggggaccgtc
coocctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctoccaaagce
atgaactgnn
acatcgccgt
ccgtgotgga
nbnnbnnbnn
ctctgcacaa

Figura12 (SEC ID N°18): Fcab02

ggoocoagooyg
cocgagcacot
cacccteatyg
agacoctgag
aaagoogcgg
Joaccaggac
agccoccocate
cacectgece
caaaggcttco
caactacaag
gotcacegtg
atgctcocogtyg
tecogggtaaa

gcoccatggoog
gaactootgy
atctcocogga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatyg
gagaaaacca
coatcocoggg
tatccoageog
accacgcctc
kmtkmtkmtk
atgcatgagqg
gcggcocgo

agcccaaate
ggggaccgto
cooctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
atgagctgkm
acatcgecogt
ccgtgotgga
mt kmtkmt km
ctotgoacaa

Figura 13 (SEC ID N*20): Fcab03

ggcccagcocg
cccagcacct
caccctcatyg
agaccotgag
aaagqoogogg
gocaccaggac
agccoccccate
caccctgoce
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtyg
gaacgtectte
ccteocteooctyg

gccatggocg
gaactcctgg
atctcocgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaaty
gagaaaacca
ccttococggy
tatccoocageyg
accacgoccteo
ggttetnnbn
tcatgotecy
tctococgggta

agcecccaaatco
ggggaccgtc
ccoctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctoccaaagc
atgagctgnn
acatcgoogt
cogbgotagga
nbnnbnnbnn
tgatgcatga
aagcggecgo

ggtttcgcoca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcdgdaaga
gcagctggca
tgagttacct
tgtgtggaat
ccaagctogy

ttgtgacaaa
agtcttocto
cacatgocgtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagtgocaag
caaagggcayg
bnnbnnbcag
ggagtgggag
ctocgacggo
bnnbaggtgg
ccactacacyg

ttgtgacaaa
agtettocte
cacatgogty
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcad
tkmtkmtcag
ggagtgggag
ctococgacggc
tkmtaggtag
coactacacg

ttgtgacaaa
agtctteoocte
cacatgeogtyg
ggacggcglyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcad
bnnbnnboag
ggagtgggag
ctoocgacgge
banbnnbnnk
ggetoctgoac
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coctboctgactt
CgCccagcaac
ctttcctgocg
taccgctoge
gogococaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcygga
aattaaccct

actcacacat
ttococococaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagecgtce
gtctocaaca
ccbogagaac
gtcagocctga
agqcaabgggc
tcocttcttoo
nnbnnbggga
cagaagagococ

actcacacat
ttcccocooaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtocagcogtcece
gtctccaaca
cctogagaac
gtgagcctga
agcaatggge
tcocttctteo
kmtkmtggga
cagaagagcc

actocacacat
ttococcococaa
gtoggtggacy
gaggtgcata
gtocagegtoo
gtotoccaaca
cctogagaac
gtcagectga
agcaatgggc
tocettoctteo
agocggoaggh
aaccactaca

gagcgtcgat
goggootttt
ttatoccootyg
cgoagoogaa
cgcaaacogo
ccocgactgga
gcaccccadg
Laacaattic
cactazaggg

goccacogtyg
aacccaagga
TCgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcoet
aagcocctooe
cacaggtgta
cctgoctggt
agooggagaa
tctacagcaa
acgtcttctc
totcootgto

goccacogtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtoct
aadooctcco
cacaggtgta
coctgectggt
agcoggagaa
tctacagcaa
acgtctteote
tctooctgte

gococaccgtg
aacccaagga
tgagocacaa
atgccaagac
Lcacogtect
aagcocteoo
cacaggtgta
cctgoctggt
agooggagaa
tctacagcaa
ggnnbnnbgg
cgcadaagad

3160
5220
5280
5340
5400
5460
3520
3580
5640
2657

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
738

60
120
180
240
300
3a0
420
480
540
600
660
720
738

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
680
720
750
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Figura 14 (SEC ID N°®21) ; Fcab04

ggcccagocg
cocagoacct
cacccteaty
agaccctgag
daagoccgegg
goaccaggac
agooccccatc
caccctgece
caaaggettc
caactacaaqg
gctcaccgtg
gaacgtcttc
coctoctoocotg

gocatggecyg
Jaactcotygg
atctccocgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggetgaaty
Jagaaaacca
ccatctoggy
tatcoccageg
accacgoctc
ggttctkmthk
tcatgcteog
totococgaggta

agcccaaatc
dggggaccgtc
coccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
dgeaaggagta
CLctccaaagc
atgagctgkm
acatcgcoogt
cogtgoctgga
mtkmtkmtkm
tgatgcatyga
aagoggocdac

Figura 15 (SEC ID N°*22): Fcab05

ggcccagoocg
cocagoaccth
caccctcatg
agaccctgag
aaagecocgogg
graccaggac
agcccccate
caccctgooc
Ccaaaggcttic
caactacaag
gotcaccgtg
atgctoccgtg
tceogggtaaa

goccatggocy
gaactoctgg
atctcoogga
gtcaagttca
gaggagcaght
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccogtg
tatcccageog
accacgocto
nnbnnbnnbn
atgcatgagg
gcggocgce

agcccaaatc
ggggaccgte
cocctgaggt
actggracygt
acaacagcac
gcaaggagta
tcoctocasage
atgagkmtnn
acatcgoogt
cocgtgectgga
nknnbnnbnn
ctctgracaa

Figura 16 {SEC ID N°23) Fcab06

gooocagoeg
cocagoacct
caccctoatg
dagaccctgag
aaagccgogdg
gCcactcaggac
agcccccatc
cacocctgooo
caaaggcttc
caactacaaq
gotecacegtyg
atgotoogty
tococgaggtaaa

Figura 17 (SEC ID N°72)

dcggattaga
cotogtotto
acaataaaga
ctggcococac

tagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
cteotatactt
gactcactat
tacttcgetg

goccatggoog
gaactcocctgg
atctccocecgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatococogag
tatcocagog
accacgcclte
kmt kmt kmt k
atgcatgagg
goggccge

agococgoogag
accggtogog
ttctacaata
aaaccttcaa
agocttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata

agcccaaato
ggggaccgtc
coccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctcoccaaagc
acgagkmtkm
acatocgoogt
ccgtgotgga
mt kmt kmt km
ctctgcacaa

ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgogtyg
ggacggcgtg
gtaccgtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtcoag
ggagtgggag
ctocgacgge
thmtlkmtkmt
gqgotoctgeoac

Ltgtgacaaa
agtocttecto
cacatgcgtyg
ggacgygceygig
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcadg
bnnbanbkmt
ggagtgggag
ctcocgacggce
bnnbaggtgg
ccactacacg

ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgogtyg
ggacggcegrg
gtaccgtatyg
caagtgcaag
caaagggcag
tkmtkmtkmt
ggagtygggag
ctococgacggo
tkmtaggtgg
ccactacacg

vector pYD1

cgggtgacag
tteoctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttetgtta

cccbtocogaag
goagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
ccocggatogy
tacttcatac
ttgocttcagt
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actcacacat
ttccocococaa
gtggtggacy
gagdatgcata
gtcagogtoo
gtctoccaaca
cctocgagaac
gtcagocctga
agcaatgggc
tocectteottec
agcggocaggt

aaccactaca

acbcacacat
ttececoccecaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagogteoc
gtctccaaca
cctocgagaac
gtcagcctga
agcaatgggeo
tectbecttec
nnonnbggga
cagaagagcc

actcacacat
ttococoocccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gteagegteo
gLctccaaca
colocgagaac
gtcageoctga
agcaatgggco
toccttettee
kmtkmtgaga
cagaagagec

gaagactctc
ctogogoogo
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag

goocaccgtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgoccaagac
tecaccgtoct
aagccctooo
cacaggtgta
cctgoctggt
agocoggagaa
LCctacagcaa
ggkmtkmtgg
cgcagaagag

goocaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtoct
aagcocctooo
cacaggtgta
cctgocectggt
agoccggagaa
tctacagcaa
acgtcttcocte
totocctgte

goocaccatg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctcoco
cacaggtgta
cctgcococtggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttete
tocteococctgto

ctococgtgogt
actgctcoga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa

&0
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
750

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

60
120
1B0O
240
300
360
420
480
540
600
66l
720
738

a0
120
180
240
200
360
420
480
540
&00



ctatatgcga
ctactatttt
cgtittgtcag
cacagtatgt
ctggtggtyg
acgatgacga
ggcggoegot
gtoctegattco
cLgataacaa
tacaaaatac
Lttttoctatot
tacactaaaa
attcctataa
gaattgggca
tagcattttt
ctocogecttac
gocgtcagtoo
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catctecghyg
ccttaggttg
atgcttttac
tgggcacaca
ctgtgotohg
cagacatact
accaatgcoo
aaagggccteo
ggacggatcg
gggaatttac
aaagaaggta
caacaaaaad
tacattcgat
cacagacaad
gtagtatttg
tttctttaat
aaattataat
atgtgcgcegg
tgagacaata
aacatttoog
acccagaaac
acatcgaact
ttoccaatgat
cogggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagoet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcty
trtgcagcact
gtocaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagoggtggt
tecagcagage
tcaagaactec
ctgoccagtgg

gcaaatccce

ggccaacggy
taattgeggt

ttttaagett

tggttotget
taaggtacca
cgagtctaga
tacgcgtacc
cagtgtagat
aatatacttt
ttegttoogt
aactaagaca
tttatcctat
agtgcacaaa
gacgaaattt
atcaacacca
accagctaac
cgagttoccaa
cgaatgaggt
tcttttaata
cagttggacg
attacgaaac
aagacttgaa
tataataccc
caagocogoaa
ccaagctgoc
tecocetettgg
gtgatacgcc
cttgocctgta
tctgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
taacgataag
atgaaacaat
ttggcgatcc
ttottttttt
tatttttata
aaccoctatt
accctgataa
tgtegooott
gotggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
goaactoggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgotttottyg
gaatgaagoo
grtgcgcaaa
ctggatggag
gtLtattget
ggggocagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttctg
ttgtttgecy
geagatacca
tgragcaccg
cgataagrog
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tcaccaactt
aaggoaatgc
tctocaccoct
ctgcaggcta
agcatgacty
ggatccagty
gggoccticg
ggtcatcatc
gtaacaaaat
tcatttctee
taccaacttt
attttaattt
tagtagctaa
caatacttaa
gctattttgt
ataacgcecat
ataaaatgta
toccaaaagtt
ttctgtgaag
actggcaaac
atatcaatge
acgocaacca
atttteocttg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtget
ccctotectt
tatttttata
acttacacgc
tttattttta
ggaatgaaga
atatatattt
taaaatgtaa
tcggecattaa
cocctagagtc
actttctatt
gcacgtgatyg
tgtttatttt
atgcttcaat
attccotttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgcogocatac
cttacggatg
actgocggoca
cacaacatgqg
ataccaaacqg
ctattaactg
gcggataaaq
gataaatctyg
ggtaagceoct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcgtaatet
gatcaagagce
aatactgtce
cctacatace
tgtettaceqg

tagaatecgac
aaggagtott
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagcg
accatcacca
cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatactt
tgctgoctge
aaaaagatga
ataaatacta
tagagtcottt
ttaatctaag
agctoctocggg
cacctgtooo
ctgoactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttcgg
caataaccgg
catcggaatc
atggaccaga
taatcacgta
ttetttttte
ggttaatgtc
goctegtate
tgrttttgtat
aaaaaaaata
attagacaaq
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatct
tttaatttat
aaaaggaccc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgoggoatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgageogtga
gogaactact
ttgoaggaco
gagooggtyga
ccogtategt
agatcgctga
catatatact
tectbbttga
cagacocogt
gctgocttgcoa
taccaactct
ttctagtgta
tegetotget
ggttggacte
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Jgoogtactot
tgaatattac
caaaggcagc
tagttctggt
aatdggtcgg
ctgcagatat
tatccocctaac
ttgagtttaa
coccactgtac
tgttttcocca
tatatagcta
catatttcaa
atgtgaatcg
ctcagtaata
tacaccattt
cgcatcacca
gotctettge
acctgottct
tagtatgttg
ttggtattct
gaccagagcc
agtgcctgaa
gtcaattgtt
tagagcacat
actacctgtg
tactcacgty
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttogtgty
caggaagagc
tcggaaaaca
atatttatat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttoct
gttgggtgca
ttttcgococcocc
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctaget
acttotgege
goegtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagate
aacaaaaaaa
ttttcecgaag
gcegtagtta
aatcotgtta
aagacgatag

ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacyg
ccagcacaght
cctoctooctey
acccgctgat
ttttagoctceyg
tgtaatatcc
ttcacttcta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttct
gtctocacac
acattttctg
cttoccaaccc
gaatcaaaca
cagtcttttg
tgoccacgact
aaaacatcct
ctatttttat
ctctttcoctat
tctgocggoct
aaattaataa
ctcaatagtc
cttgaagacg
tggtttctta
ggaataattt
Jaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtcttcta
aagataaaag
aaaactattt
taaaaaattt
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgote
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgocagtgety
ggaggacocda
gatcgttggg
ccoctgtageaa
tooccggcaac
toeggocettc
cgoggtatca
acgacgggoa
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatco
aaaggatett
ccaccgotac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggoty
ttaccggata
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720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260



aggoocaqoyg
cctacaccga
ggagaaagdc
agcttccagy
ttgagogteg
acgcggoctt
cgttatccce
gcocgcagcocg
tacgcaaacc
ttccocgactyg
aggcacccca
gataacaalt
cteactaaag

Figura 18 (SEC ID N°73):

gtogggotga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgco
atttbtgtyga
tttacggttc
tgattctgtyg
aacgaccgag
gooctoctocce
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
ggaacCadaag
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acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagog
tggtatcttt
tgeotogteag
ctggoottit
gataaccgta
cgcagogagt
gcgogttgge
agtgagegca
tttatgecttc
aacagctatg
ctggctagt

cgtgcacaca
agcattgaga
goagggtogg
atagtcctgt
gagggccgaqg
gctggocttt
ttaccgeoctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgeaattaa
cggctoctat
accatgatta

goocagottyg
aagogocacyg
aacaggagayg
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgaget
ggaagcocggaa
atgcagoctgy
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagctc

vector modificado RYD1Nhe

acggattaga
cctogtottc
acaataaaga
ctggccococac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttogety
ctatatgcga
ctactattlLt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacga
ggcggeogot
gtctcgattc
ctgataacaa
tacaaaatac
ttttctattt
tacactaaaa
attcctataa
gaattgggca
tagcattttt
ctecocgottac
gogtcagtoo
agtcagaaat
agggaataaa
gaaatacgag
catctoogtyg
ccttaggtty
atgcttttac
tgggcacaca
ctgtgctetyg
cagacatact
accaaltgccc
aaagggoctc
ggacggatcg
gggaatttac
aaagaaggta
czacaaaaay
tacattcgat
cacagacaag
gtagtatttg

agocgcogag
accggtogeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
graaatoooe
ggccazscggg
taattgeoggt
ttttaagott
tggttctgct
taaggtaceca
cgagtctaga
tacgcgtacc
cagtgtagat
aatatacttt
ttogttoogt
aactaagaca
tttatcctat
agtgcacaaa
gacgaaattt
atcaacacca
accagctaac
cgagttccaa
cgaatgaggt
tcttttaata
cagttggacy
attacgaaac
aagacttgaa
tataataccc
caagcocogoaa
ccaagctgee

coctottgg
gtgatacgcco
cttgococtgta
tctgtgttta
gaagagttac
cgtactttac
Laacgataag
atgaaacaat
ttggocgatcoo

cgggtgacag
ttococtgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
thttetgtta
tcaccaactt
aaggcaatgco
teoctcaccocot
ctgcaggcta
agcatgactg
ggatccagtyg
gggccctteg
ggtcatcatc
gtaacaaaat
tocatttoteoo
taccaacttt
attttaattt
tagtagotaa
caatacttaa
gotatttbtgt
ataacgocat
dtaaaatgta
Locaaaagtt
ttctgtgaag
actggcaaac
atatcaatgc
acgccaacca
attttocottyg
agcaagtcag
actttcacca
tttgtgtget
coctotectt
tatttttata
acttacacgc
tttattttta
dggaatgaaga
atatatattt
taaaaltgtaa
tocggecattaa
cecctagagtco

cccteococgaag
goagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cocoggatogg
Ltacttcatac
ttgettecagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
tggtggaatt
aaggtaagcc
accatcacca
cgactttgtt
gtaaacaaca
acacatactt
tgetgcotge
aaaaagatga
ataaatacta
tagagtettt
ttaatctaag
agctcoctocggg
cacctgtoco
ctgcactgag
cgaggaactc
cgtaatcatt
agtatttogg
caataaccgy
catcggaate
atggaccaga
taatcacgta
ttotttttte
ggttaatgtc
gocctogtate
tgttttgtat
aaaaazaata
attagacaag
aatcacagga
tacctgagag
ttttacatct
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gaagactctc
ctocgogoogo
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
goctagcacag
goccocgtactok
tgaatattac
caaadgcage
tggttctggt
aatgggtcgg
ctgcagatat
tatccctaac
ttgagtttaa
cccactgtac
tgttttcoca
tatatagcta
catatttcaa
atgtgaatoeg
clhcagtaata
tacaccartt
cgeatcacea
goctcoctottge
acctgeocttcet
tagtatgttyg
ttggtattct
gaccagagcc
agtgcctgaa
gtcaattgte
tagagcacat
actacctgtyg
tactcacgtyg
gaccgaattt
atgataataa
ttttaatgat
ttggatttta
aacaaaggtt
aaaagcagat
ttttocgtglbg
caggaagagc
tcggaaaaca

gagcgaacga
ctteccgaag
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccageca
ttctttocotyg
gataccgeto
gagcogoocaa
cacgacaggt
ctcacteatt
attgtoageoyg
ggaattaacc

ctoccgtgegt
actgctocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
goctgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
ccagcacagt
cctoctocteg
acccgctgat
ttttagctcocg
tgtaatatcc
ttcacttcta
tttgttataa
aatcctaaga
acctatttct
gtctccacac
acattttetg
cttccaaccc
gaatcaaaca
cagtcttttg
tgoccacgactk
aaaacatcct
ctatttttat
ctctttctat
tctgoggoct
aaattaataa
ctcaatagtc
cttgaagacyg
tggtttctta
ggaataattt
gaaagtaaat
taaaaaattt
taaatagata
tggtecttceta
aagataaaag
azaactattt

4320
43380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
3009

&0
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
T80
840
00
960

1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700



tttctttaat
aaattataat
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
tLtccaatgat
ccgggoaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagot
tggcaacaac
aattaataga
cggotggetyg
ttgcagcact
grcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatceo
cagcggtggt
tcagocagageo
tcaagaactc
ctgccagtgg
agqgogcagcg
cctacacecga
ggagaaaggeo
agctteocagg
ttgagcgteg
acgecggoott
cgttatccee
gococgoagecg
tacgcaaacc
ttoccocgactg
aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag

ttottttttt
tatttttata
aacccctatt
accctgataa
tgtocgooctt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactoggt
agaaaagceat
gagtgataac
cgctttttty
gaatgaagco
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggeccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
ttttbttety
ttgtttgccy
gocagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgcc
atttttgtga
Lttacggttc
tgattctgtyg
aacgaccgag
gcoctotoccooo
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
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actttoctatt
gocacgtgatyg
tgtttatttt
atgottcaat
attccctttt
gtaaaagatyg
agcggtaaga
aaagttcoctgc
cgoogcatac
cttacggaty
actgcggcca
cacaacatygg
ataccaaacq
ctattaactg
gocggataaag
gataaatctg
ggtaagocoot
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgogtaatct
gatcaadgagc
aatactgtec
cctacatacc
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagogtg
coggtaageg
tggtateottt
tgctogteag
ctggooctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gogcgtigyce
agtgagogca
tttatgctte
aacagctatg
ctggctagt

Cttaatttat
aaaaggaccc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagogtga
gogaactact
ttgcaggacc
gagcoggtga
cococgtatogt
agatcgetga
catatatact
toctttttga
cagacccogt
gotgettgea
taccaactct
ttctagtgta
togototget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtogg
atagtcctgt
gagggccgag
gotggocttit
ttaccgoott
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggotoctat
accatgatta

Figura 19 (SEC ID N° 74); vector pYD1Ink

acggattaga
ccbegtette
acaataaaga
ctggocccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgectg
ttactgatty
gtttaaacecc
ctgtactttt
ttccecatgta
tagctattca
tttocaatttyg
gaatcgaatc
gtaataacct
ccatttgtet

agecgeogadg
accggtedeyg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gocgocgoogga
gctgatectga
agctcogtaca
atatcoctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
atttcttage
ccacacctoc

cgggtgacag
ttocctgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttctgtta
tccttcagac
taacaacagt
aaatacaata
ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tggdcaagtg
atttttgacg
gcttacatea

cocckoccgaadg
goagatgtge
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
coccggatcegy
tacttcatac
ttgcttcagt
tctgecagaat
gtagatgtaa
tacttttecat
ttcocgttace
aagacaattt
tocctattagt
cacaaacaat
aaatttgota
acaccaataa
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atatttatat
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttoct
gttgggigca
Ltttocgooco
ggtattatcc
gaatgacttyg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgoctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgogo
gcgtgggtcot
agttatctac
gataggtgoo
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcocgaag
googtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gococagottg
aagcgccacg
aacaggagaqg
cgggtttege
cctatggaaa
tgotcacatyg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgocaagete

gaagactctc
ctegogoogo
gaggaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagcogot
tecggococgogt
caaaatcgac
ttctocgtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
acttaaataa
ttttgttaga
cgecatttaa

taaaaaattt
tttcggggaa
tatcogctcea
atgagtattc
gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtgttgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
coctgtagcaa
tcococggcaac
toggoococtte
cgoggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
coaccgotac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggoty
ttaccggata
gagcgaacda
cttocccgaag
cgcacgaggy
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctc
gagcgcocccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
ggaattaacc

ctocgtgogt
actgctcocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
getgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgy
acttaattaa
tttgttccca
acaacatgtt
atactttata
gcctgocata
agatgaatgt
atactactca
gtcttttaca
tctaagcocgca

2760
2820
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2240
3000
3080
2120
2180
iz4n
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4300
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
3008
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tcaccaacat
tcttgoctte
gcttctgaat
atgttgecagt
tattcttgec
agagccaaaa
cctgaactat
attgttctct
gcacattetyg
cctgtgaaat
cacgtygctca
gaatttcttyg
taataatagt
aatgatggaa
attttagaaa
aaggtttaaa
gcagattaaa
cgtgtygtggt
aagagcaaga
aaaacaasaaa
ttatattaaa
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga
ctteocotgttt
ggtgcacgag
cgcoccocgaad
ttatcccgty
gqacttggttyg
gaattatgca
acgatcdgag
cgocttgatce
acgatgcoty
ctagcttoce
ctgogeotegy
gaglotegey
atctacacga
ggtgcctoac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaaq
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggccoc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gocacgotto
ggagagcgea
tttocgooaco
tggaaaaacqg
cacatgttct
tgagctgata
goggaagago
agctggecacy
agttacctca
tgtggaattyg
aagctcggaa

tttotggogt
caacccagto
caaacaagyy
Ccrrrrggaaa
acgactcate
catcctcoctt
ttttatatgc
ttetattgay
cggoctotgt
taataacaga
atagtcacca
aagacgaaag
ttocttaggac
taatttggga
Jgtaaataaag
aaatttcaac
tagatataca
cttctacaca
taaaaggtag
ctatttttte
aaatttaaat
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacco
tgggttacat
aacgttiteo
ttgacgcocgg
agractcaco
gtgectgoccat
gaccgaagga
gttgggaace
tagcaatggc
ggcaacaatt
ccottocgge
gtatcattge
cgggcagtca
tgattaageca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcottyg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagdgag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgco
Lteetgeogtt
ccgetegecy
geocaatacyg
acaggtttcec
ctcattagge
tgagocggata
ttaaccctca
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cagtccacca
agaaatocgag
aataaacgaa
tacgagtott
tccgtgocagt
aggttgatta
ttttacaaga
cacacatata
getetgeaay
catactccaa
atgcocctoce
ggcocctogtga
ggatcgotig
atttactctyg
aaggtagaag
addaagcgta
ttcgattaac
gacaagatga
tatttgttgg
tttaatttct
tataattatt
gogoggaacc
acaataaccc
tttcocgtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
getaacoget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactyg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggrtigt
cagagcgcadg
gaactctgta
cagtggogat
gcagcggrog
caccgaactg
aaaggcggac
tccagggggag
gogtogattt
ggoctttita
atcccctgat
cagccgaacyg
caaaccgoct
cgactggaaa
accoccagget
acaatttcac
ctaaagggaa

goctaacataa
ttocaatcea
tgaggtttct
Ltaataactyg
tggacgatat
cgaaacacgc
cttgaaattt
atacccagca
cograaactt
gotgootityg
tocttggcococt
tacgcctatt
cctgtaactt
tgtttattta
agttacggaa
ctttacatat
gataagtaaa
aacaattcgg
cgatccococt
ttttttactt
tittatagcac
cctatttgtt
tgataaatgc
gcocttattc
gtgaaagtaa
ctcaacagocg
acttttaaag
ctocggtogoo
aagoatetta
gataacactyg
Lttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
togttcoccact
tttctagcgecg
Ltgococggatc
ataccaaalta
gocacogoota
aagtocgtgte
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttootgg
toctgtggata
accgagadca
ctocococogoge
gcgggcagtyg
ttacacttta
acaggaaaca
caaaagctgag
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aatgtaagct
aaagttcacc
gtgaagcotgco
geaaacogag
caatgcogta
caaccaagta
tcottgoaat
agtcagcatc
tcaccaatag
Lgtgeottaat
ctecttttct
tttataggtt
acacgcgcct
tttttatgtt
tgaagaaaaa
atatttatta
atgtaaaatc
cattaatacc
agagtctttt
tctattttta
gtgatgaaaa
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctiga
gtaagatcct
ttectgeotatg
gcatacacta
cggatggcat
cggocaactt
acalbgggdga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggage
agccctooog
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctyg
aagagctacc
ctgtocttot
catacctoge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agogtgagea
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
cocttttgotyg
accgtattac
gegagtcagt
gttggccgat
agogcaacygc
tgottocgao
gctatgacca
ctagt

ctcggggeotc
tgtceccacct
actgagtagt
gaactcttagg
atcattgacc
tttcggagtyg
aaccgggtca
ggaatctaga
accagaacta
cacgtatact
tttttcocgacc
aatgtcatga
cgtatctttt
ttgtatttag
aaaataaaca
gacaagaaaa
acaggatttt
tgagagcagg
acatcttcgg
atttatatat
ggacccaggt
aatacattca
ttgaaaaagy
ggcattttgce
agatcagttg
tgagagtbtt
tggocgoggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gocghtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccococgtagaa
cttgcaaaca
aactocbtitt
agrgtagocdg
tctgetaate
ggactcaaga
cacacagocc
ttgagaaagc
ggtocggaaca
tocctgtocggg
goccgagocta
gooctittget
cgocctitgady
gagcgaggaa
tcattaatge
aalttaatgty
tocctatghbty
tgattacgcc

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1360
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3ITEO
3540
3900
3980
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4605
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Figura 20 (SEQ ID N° 75): vector pYD1mata

acggattaga
cctogtetto
acaataaaga
ctggccacac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcgetyg
ttactgattyg
agctegtaca
atatccotttt
cttctataca
tLtataaattc
ctaagagaat
ataacaacag
aazaatacaat
tctattttte
actaaaaaac
cctataattt
ttgggcaagt
catttttgac
cgettacate
tcagtccace
cadaaatcga
gaataaacga
atacgagtct
ctecgtgoag
taggttgatt
cttttacaag
gcacacatat
tgctctgcaa
acatactcca
aatgccctce
gggcctcgty
cggatogokt
aatttacktect
gaaggtagaa
caaaaagogt
attcgattaa
agacaagatyg
gtatttgttyg
ctttaatttc
ttataattat
tgcgcggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tocgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgoe
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactyg
ctggctgott
cagcactggg
aggcaactat

agocgcocgag
accggtcgog
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttottatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcgogoogga
aaatacaata
ctatttttog
ctaaaaaact
ctataattta
tgctgcagaa
tgtagatgta
atacttttea
gttcocgttac
taagacaatt
atcctattag
goacaaacaa
gaaatttgot
aacaccaata
agctaacata
gticcaatce
atgaggtttec
tttaataact
ttggacgata
acgaaacacg
acttgaaatt
aatacccagc
gcocgcaaact
agctgccttt
ctcttggoco
atacgcotat
gooctgtaact
gtgtttattt
gagttacgga
actttacata
cgataagtaa
aaacaatteyg
gcgatocococoo
tttttttact
ttttatagca
cocctatttgt
ctgataaatg
cgcocrtatt
ggtgaaagta
tctcaacagco
cacttttaaa
actcggtogo
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gogecaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
goccagatggt
ggatgaacga

cgggtgacag
ttcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaatte
ttttetgtta
tcogatgtas
tacttttcat
ttocogttace
aagacaattt
tcoctattagt
ttocggeogeg
acaaaatcga
tttctcogta
caactttaca
ttaattttgce
tagctaaaasa
tacttaaata
attttgttag
acgccattta
aaatgtaage
aaaagticac
tgtgaagety
ggcaaaccga
tcaatgccgt
ccaaccaagt
ttoccttgcaa
aagtcagcat
ttcaccaatg
gtgtgcttaa
Loctoctttte
ttttataggt
tacacgcgco
atttttatgt
atgaagaaaa
tatatttatt
aatgtaaaat
geattaatac
tagagtcttt
ttetattrtt
cgtgatgaaa
ttatttttct
cttcaataat
cococttttttyg
aaagatgctyg
ggtaagatcc
gttctgectat
cgcatacact
acggatyggea
goggocaact
aacatgggygy
ccaaacgacy
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctooe
aatagacaga

ccchoccgaag
goagatgtgo
Lggttatgaa
caaattaaca
taatcagoga
accacttitaa
aaaagtatca
ccocggatogg
tacttcatac
ttgotteagt
cazgaatocgac
ttctocgtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
tacttaatta
ctttgttcecc
aacaacatgt
catactttat
tgecotgocat
aagatgaatg
aatactactc
agtcttttac
atctaagege
toteggyget
ctgtcoccacc
cactgagtag
ggaactocttg
aatcattgac
atttcggagt
taaccgggtc
cggaatctag
gaccagaact
tcacgtatac
ttttttcgac
taatgteaty
tegtatcettt
tttgtatttyg
aaazataaac
agacaagaasa
cacaggatto
ctgagageag
tacatcttog
aatttatata
aggacccagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattityg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgoggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttotgac
atcatgtaac
agogtgacac
aactacttac
caggaccact
ceggtgageg
gtatcgtagt
tegetgagat
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gaagactctc
ctoegogecge
gaggacaaal
accataggat
agcgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gotagocogot
Lttgttococeca
dacaacatgtt
datactttata
goctgocata
agatgaatgt
agtttaaacc
actgtacttt
tttccocatgt
atagctattc
atttocaattt
tgaatcgaat
agtaataacc
accatttgte
atcaccaaca
ctecttygcctt
tgcttoctgaa
tatgttgcag
gtattcttge
cagagccaaa
gocctgaacta
aattgttctc
agcacattct
acctgtgaaa
tcacgtgcto
cgaatttctt
ataataatgg
taatgatgga
gattttagaa
aaaggtttaa
agcagattaa
togtgtgtgg
gaagagcaag
gaaaacaaaa
tttatattaa
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cottecctgto
gggtgcacga
togoococgaa
attatcocogt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
togoettgat
cacgatgocct
tctagetteo
tctgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgcctca

ctccocgtgogt
actygctcocga
Lggcagtaac
Jgataatgcga
tttgatotat
caacatttte
gttaatatac
getgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgy
ctgtacttbt
ttcoccatgta
tagctattca
tttcaattty
gaaktcgaato
cgckgatotg
tagctcgtac
aatatccttt
acttctatac
gttataaatt
cctaagagaa
tatttcttag
tocacaccto
ttttetggeyg
cCcaacccagt
tcaaacaagg
tettttggaa
cacgactcat
acatcctoct
tttttatatg
tttctattgg
goggoctoctg
ttaataacag
aatagtcacc
gaagacgaaa
tttocttagga
ataatttggg
agtaaataaa
aaaatttcaa
atagatatac
tcttcoctacac
ataaaaggta
actatttttt
aaaatttaaa
cggggaaatg
ccgotocatga
agtattcaac
tttgctcace
gtgggttaca
gaacgttttc
gttgacgcog
gagtactcac
agtgctgoca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gceccocttoogg
ggtatcattg
acgggcagtc
ctgattaagc

60
120

240

300

360

420

480

540

600

G660

720

780

840
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960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttyg
geagagcgca
agaactctgt
ccagtggocga
cgcagoggte
acaccgaact
Jaaaggcgga
ttccaggggyg
agocgtcgatt
cggocttttt
tatccoctga
gocagocgaac
goaaaccgoc
cocgactggaa
caccccaggc
aacaatttca
actaaaggga

gbcagaccaa
aaggatctag
ttegttocac
ttttctgege
thtgocoggat
gataccaaat
agcaccgoct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
gaacgcctygg
tttgtgatgec
acggttoctg
ttctgtggat
gaccgagcge
tctococcogog
agcgggcagt
tttacacttt
cacaggaaac
acaaaagctg
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gtttactecat
gtgaagatco
tgagcocgtoag
gtaatctgct
caagagctac
actgtcctte
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgagc
gtaagcggca
tatctttata
tegtocaggad
gccttttget
aaccgtatta
agcgadtcag
cgttggcoga
gagcgcaacy
atgcttoccgg
agctatgacc
gctagt

atatacttta
tttttgataa
acccogtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagec
ctotgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtoctgtogy
ggccgageet
ggcctitige
ccgectttga
tgagcgadga
ttcattaatg
caattaatgt
ctocctatgtt
atgattacgc

Figura 21 {(SEC ID N°76) : vector pYD1gal

acggattaga
coctegtotte
acaataaaga
ctggcccocac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctotatactt
gactcactat
tacttogotg
ttactgattg
agotogtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
aaggaagact
tgcctogoge
JaagagJdaaa
acaaccatag
cgaagcgatbyg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttagca
gacgoogtac
ttttgaatat
tagraaaggc
tggtggttct
gcaaggccta
aaacccgotg
acttttaget
catgtaatat
tattcacttc
aatttgttat
cgaatcctaa

agccgcogadg
accggtogocy
ttctacaata
aaaccttcaa
agcettattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gogogoogga
aaatacaata
ctatttttcg
ctaaaaaact
ctataattta
tgctgcagaa
ctecotcogtyg
cgcactgoto
aattggcagt
gatgataatyg
atttttgate
Lttcaacatt
attgttaata
gcagctgtaa
attaagatgcec
caggaactga
tctttgtcaa
tacaaatcag
agcoocataa
gatggtggtg
attctgatgc
atctgataac
cgtacaaaat
cocttttetat
tatacactaa
aaattcctat

gagaattggg

cgggtgacaq
ttocctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tecegatgtaa
tacttttcat
ttoccgttace
aagacaattt
tcctattagt
ttcacggatt
cgtococtogto
cgaacaataa
aacctggcecc
cgattagttt
tattaacaga
CLtcggtrtogr
tacctctata
tacgactcac
agttacttcg
caactatatg
cgactactat
taacgtttgt
acacacagta
gttctggtgg
ggoccgcacat
aacagtgtag
acaatatact
ttttegttece
aaaactaaga
aatttatcct
caagtgcaca

ccctcocgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cocoggatogy
tacttcatac
ttgcttocagt
caaaatcgac
ttoctocogtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
agaagccgccoc
ttcaccaggtc
agattctaca
cacaaacctt
tttagecctta
tatataaatg
attacttctt
ctttaacgte
tatagggaat
ctgtttttca
cgagcaaatc
tttggccaac
cagtaattge
tgtttttaag
tggtggttct
catcaccatc
atgtaacaaa
tttcatttet
gttaccaact
caatttitaat
attagtagct
aacaatactt
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gattgattta
tctecatgaco
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tocecgaaggta
gtagttaggc
cotgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgocacgeott
aggagagcgc
gtttecgoccac
atggaaaaac
tcacatgtte
gtgagctgat
dagoggaagad
cagctggcac
gagttacctc
gtgtggaatt
caagctogga

gaagactctc
ctogogooge
gaggaaaaat
accataggat
agegatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
gctagcocogot
tttgttcecca
acaacatgtt
atactttata
gocctgeccata
agatgaatgt
gagcgagtga
gocgbttoccoctga
atactagctt
caaatgaacg
tttctggggt
caaaaactgc
attcaaatgt
aaggagaaaa
attaagctaa
atattttctg
ccctcaccaa
gggaaggcaa
ggttctcacc
cttctgcagyg
getageatga
accattgatt
atcgactttg
ccgtaaacaa
ttacacatac
tttgectgect
aaaaaaagat
aaataaatac

aaacttcatt
aaaatcoctt
ggatcttctt
cocgoctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgotg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttyg
gocagoaacyg
tttooctgagt
accygoctogeo
cgcccaatac
gacaggtttc
actcattagg
gtgagcggat
attaaccctc

ctococgtgogt
actgctocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gectgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
ctgtactttt
ttococatgta
tagctattca
tttcaatttg
gaatcgaatc
cagooctoog
aacgcagatg
ttatggttat
aatcaaatta
aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aaccccggat
ttctacttca
ttattgecttc
ctttagaatc
tgcaaggagt
coctcaacaac
ctagtggtgg
ctgagtggcca
aattaagttt
ttcccactgt
catgttttec
tttatatagc
gcoccatatttc
gaatgtgaat
tactcagtaa

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4886

&80
120
180
240
300
360
4z0
480
540
600
660
720
780
840
800
360

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1880
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



taacctattt
ttgtctcocecac
caacattttc
goccttccaac
ctgaatcaaa
tgcagtcttt
cttgccacga
ccaaaacatc
aactattttt
ttctectttcot
attctgcggc
tgaaattaat
tgctcaatag
ttettgaaga
aatggtttct
atggaataat
tagaaagtaa
tttaaaaaat
attaaataga
tgtggtcttoc
gcaagataaa
caaaaactat
attaaaaaat
cttttcaggag
tgtatcocgot
gtatgagtat
ctgtttttgc
cacgagtggg
cogaagaacg
coogtgttga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggace
ttgategtig
tgcctgtagco
cttccocoggca
gcteggooet
ctcgoggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggoc
agttaccgga
tggagocgaac
cgctteooceoga
agcgcacgag
gocacctetyg
aaaacgccag
tgttctttce
ctgatacecge
aagagcgccc
ggcacgacag
acctcactca
gaattgtgag
tcggaattaa

cttagcattt
acctococgott
tggogtcagt
ccagtcagaa
caagggaata
tggaaatacyg
cteocatctoog
ctoottaggt
atatgeotttt
attgggcaca
ctetgtgoto
aacagacata
tcaccaatgc
cgaaagggcc

taggacggat
thgggaattt

ataaagaagg
ttcaacaaaa
tatacattcg
tacacagaca
aggtagtatt
LLttLcttta
ttaaattata
aaatgtgocge
catgagacaa
tcaacatttec
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttecaatg
cgcocgggcaa
ctocaccagto
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tcecggotgge
cattgcagca
cagtcaggca
taagcattgyg
tcatttttaa
cococttaacgt
ttcttgagat
accagcggtyg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgoocagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttoca
acttgagegt
caacgoggoo
tgcgttatce
teogeoogeoagco
aatacgcaaa
gtttecogac
ttaggcacce
cggataacaa
ccctcactaa
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ttgacgaaat
acatcaacac
ccaccagcecta
atcgagtteo
aacgaatgag
agtcttttaa
tgcagttgga
tgattacgaa
acaagacttg
catataatac
tgcaagccygc
ctocaagoty
coctooctett
togtgatacg
cgcttgeoty
actocbgtgtt
tagaagagtt
agogtacttt
attaacgata
agatgaaaca
tgttggegat
attteottttt
attattttta
ggaaccocta
taaccctgat
cgtgteogoee
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
aCadaaaago
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgogca
gactdgatygy
tggtttattyg
ctggggccag
actatggatyg
taactgtcaq
tttaaaagga
gagbttteogt
ccttttrtte
gtttgtttgce
gogeagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtogggct
gaactgagat
geggacaggt
gagggggaacyg
cgatttttgt
tttttacggt
coctgattoty
cgaacgacoy
cogeocteteo
tggaaagcgg
caggectttac
tttcacacag
agggaacaaa

ttgctatttt
caataacgcc
acataaaatyg
aatccaaaag
gtttetgtga
taactggcaa
cgatatcaat
acacgocaac
aaattttcoct
coagcaagte
aaactttcac
cctttgtgtg
ggcccototee
coctattttta
taacttacac
tatttattte
acggaatgaa
acatatatat
agtaaaatgt
attcggcatt
cocococtagag
ttactttcta
tagcacgtga
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcocott
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgocogeat
atcttacgga
acactgcggco
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcoc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
toccactgage
tgcgeogtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgocctacata
cgtgtcttac
Jaacgggygag
acctacagcd
atccggtaag
cctggtatet
gatgotegte
tocctggeoto
tggataaccy
agcgcagcga
cogogogtty
gecagtgagog
actttatget
gaaacagceta
agctggoctag
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gttagagtct
atttaatcta
taagctotog
ttecacctgte
agctgcacty
accgaggaac
gocogtaatca
caagtattte
tgcaataace
agcatcggaa
caatggacca
cttaatcacg
LLLECEELEL
taggttaatg
gogoctogta
tatgttttgt
gaaaaaaaaa
ttattagaca
aaaatcacag
aatacctgag
tcttttacat
tttttaattt
tgaaaaggac
tttoctaaata
ataatattga
ttttgcggea
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagogt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctocegtate
acagatogoct
ctcatatata
gatcectttot
gtecagaccoo
ctgctgottg
gotaccaact
ccttetagtg
cctogototg
cgggttggac
ttogtgcaca
tgagcattga
cggcagggtc
ttatagtcct
agggaggccyg
ttgctggect
tattacocgeoo
gtcagtgagec
goccgattcat
caacgoaatt
tcoggetect
tgaccatgat
T

tttacaccat
agcgeatcac
gggcetetott
ccacctgott
agtagtatgt
tcttggtatt
Ltgaccagag
ggagtgcctyg
gggtcaattyg
tctagagoac
gaactacctg
tatactcacg
Locgaccgaat
tcatgataat
tettttaatg
atttggattt
taaacaaagg
agaaaagcag
gattttcgtg
agcaggaaga
cttoggaaaa
atatatttat
ccaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgeoceotte
cagttgggty
agttttogce
goggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgeoc
gacaccacga
cttactctag
ccacttoctgc
gagcgtgggt
gtagttatct
dJagataggtg
ctttagattyg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctrttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagot
gaaagcgcca
Jggaacaggayg
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgyg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgty
tacgocaagc

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
31z0
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
39400
3980
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5801



Figura 22 (SEC ID N° 77}
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: 4D5H

ggocagcaag
ggctcactoco
tgggtgcgtc
ggttatacta
aaaaacacadg
tgttctagat
gtocaccgtot
aagagcacch
cccgtgaccg
gtgctgoagt
ctgggoacco
aagaaggtgg

gocaagaggt
gtttgtcctg
aggccocggy
gatatgcocoga
cctacctgca
ggdggagggga
cetoggotag
coggoggoac
tgagctggaa
ccagoggoct
agacctacat
agocccaagag

tcaactagtyg
tgcagcttct
taagggcctg
tagcagtcaag
gatgaacadgc
cggcttctat
caccaagggc
cgcogooctg
cagcggogoc
gtactcoctyg
ctgoaatgtg
ctgcgocggoc

Figura 23 {SEC ID N*78]: 4D5L

ccatggeaga
gggtcaccat
ajgaaaccagyq
tcoccttcteg
tgcagccgga
tcggacaggg
toccocgoeoate
acttctatecce
actcccagga
cocctgacgot
atcagggoct
=

tatccagatg
cacctgocogt
aaaagctocog
cttctctgga
agacttcgca
taccaaggtg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagctocgooo

acccagtooc
gocagtecagg
aaactactga
tccagatctg
acttattact
gagatcaaac
cttaagtctyg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
Jtcacaaaga

gagtctggeyg
ggcttcaaca
JaatgggrLg
ggocgtttea
ctgogtgetg
gctatggact
cocagegtgt
ggctgoctgy
ctgaccagocg
agcagegtagyg
aqacCcacaadqo
ac

cgagcetooct
atgtgaatac
tttactcggc
ggacggattt
gtcagcaaca
gtacggtggc
Jaactgocctc
ggaaggtgga
gocaaggacadg
aacacaaagt
gottcaacag

Figura 24 (SEC ID N* 79) : vector pYD4Dshe

acggattaga
cotogtotte
acaataaaga
ctggccoccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctotatactt
gactcactat
tacttocgcty
ttactgattyg
agctogtaca
atatcctttt
cttctataca
ttataaattc
ctaagagaat
aaggaagact
Lgcctogoge
gaagaggaaa
acaaccataq
cgaagogatyg
taactaatac
tcaacaaaaa
cggactacta
tacattttca
agttttagca
gacgcoogtac

tttgaatat

agccgocgag
accggbogeg
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gogogocdga
aaatacaata
ctattttteg
ctaaaaaact
ctataattta
tgctgcagaa
cteceotocegtyg
cgcactgctc
aattggcagt
gatgataatyg
atttttgatc
tttcaacatt
attgttaata
gocagctgtaa
attaagatge
caggaactga
tctttgtcaa
tacaaatcag

cgggtgacag
ttectgaaac
crtagcLttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tccgatgtaa
tacttttcat
ttcocgttace
aagacaattt
tcctattagt
ttcacggatt
cgtoctegte
cgaacaataa
aacctggocc
cgattagttt
tattaacaga
ttcggtttgt
tacctectata
tacgactcac
agttacttcy
caactatatg
cgactactat
taacgtttgt

coctcocgaag
goagatgtago
tggrtatgaa
caaattaaca
taatcagcga
accactttaa
aaaagtatca
ccocggatocgg
tacttcatac
ttgcttecagt
caaaatcgac
ttcteccgtaa
aactttacac
taattttgct
agctaaaaaa
agaagccgcc
ttcaccggtco
agattctaca
cacaaacctt
Cttagcetta
tatataaatg
attacttctt
ctttaacgte
tatagggaat
ctgtttttca
cdgagcaaatc
tttggoccaac
cagtaattgc
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gtggcctgyt
ttaaagacac
caaggattta
ctataagcge
aggacactgc
actggggtca
tcoctotggc
tgaaggatta
gJogtgcacac
tgaccgtgcc
cocagcaatac

gtococgocetot
tgctgtagceo
atccttcctc
cactctgace
ttatactact
ggocgccatct
tgttgtgtge
taacgccctc
cacctacagc
ctacgocctge
gggagagtgt

gaagactctc
ctogogocge
gagJgaaaaat
accataggat
agcgatgatt
ctaatacrLrtt
acaaaaaabtlt
actactagca
attttcaatt
gotagocogot
tttgtteccocea
acaacatgtt
atactttata
goctgccata
agatgaatgt
gagcgggtga
gogttoctga
atactagctt
caaatgaacyg
tttetggagt
caaaaactgc
attcaaatgt
aaddagaaas
attaagctaa
atattttctyg
coctcaccaa
gggaaggcaa
ggttctcacc

goagocaggg
ctatatacac
Locctacgaat
agacacatcc
cgtctattat
aggaaccctg
cococcagoboo
ctitcoccagag
ctttcococgoo
cagoagoage
caaggtggat

gtgggcgata
tggtatcaac
tactctggag
atcagcagtc
cctocccacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatogggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
tgaggcgogo

ctocogtgoegt
actgctcoccga
Lggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
CcaacatLLorLe
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
ctgtactttt
ttcoccatgta
tagctattca
tttcaatttg
gaatcgaatc
cagccctcocog
aacgcagatyg
Ltatggttat
aatcaaatta
aattaatcag
ataaccactt
aataaaagta
aacccocoggat
CLtctacttca
ttattgcttc
ctttagaatc
tgcaaggagt
cctcaacaac

60
120
180
240
300
3a0
420
480
540
600
6ol
6492

ol
120
180
240
300
360
420
480
540
600
60
66l

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
TZ20
TEO
B40
200
2680
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15300
1560
1620
1680



tagcaaaggo
tggtggttot
gcaaggccaa
gggctcactc
ctgggtgcat
tggttatact
caaaaacaca
ttgttctaga
ggtcaccgtc
caagagcacc
gooocghgaco
cgtgctgeag
cctgggoace
taagaaggtyg
taagtttaaa
ccactgtact
gttttcccat
atatagctat
atatttcaat
tgtgaatcga
tcagtaataa
acaccatttg
gcatcaccaa
ctechckttgoo
cectgektetg
agtatgttgce
tggtattctt
accagagaca
gtgcctgaac
tcaattgttc
agagcacatt
ctacctgtga
actcacgtgc
accgaatttc
tgataataat
tttaatgatyg
tggattttag
acaaaggttt
aaagcagatt
tttegtgtgt
aggaagagca
cggaaaacaa
tatttatatt
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgoctteckg
Ltggatgcac
tttocgocoog
gtattatcco
aatgacttgyg
agagaattat
acaacgatog
actocgocthg
accacgatgc
actoctagett
cttctgeget
cgtgggtcecte
gttatctaca
ataggtgoct
tagattgatt

agccccataa
ggtdggtggtyg
ggttctgagg
cgtttgtect
caggoecccgyg
agatatgccyg
goctacoctge
tggggagggyg
tocctoggcota
tccggoggea
gtgagctgga
tccageggec
cagacctaca
gagcccaaga
coogotgato
tttagctogt
gtaatatcct
tcacttctat
ttgttataaa
atcctaagag
cctatttctt
tctoccacacc
cattttctgg
ttoccaaccca
aatcaaacaa
agtcttttgg
goccacgactc
aaacatcctc
tattrtrtata
tctttctatt
ctgcggeocto
aattaataac
tcaatagtca
ttgaagacga
ggtttcttag
gaataatttg
aaagtaaata
aaaaaatttc
aaatagatat
ggtcttctac
agataaaagg
aaactatttt
aaaaaattta
ttcggggaaa
atceogeoteat
tgagtattca
Ltttttgotea
dJagtgggtta
aagaacgttt
gtgttgacge
ttgagtactc
gocagtgctgc
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cocggoaaca
cggecocttoe
goggtatcat
cgacgggeag
cactgattaa
taaaactteca
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acacacagta
gttoctggtgg
Lbcaactagt
gtacagcttc
gtaagggecct
atagcgtcaa
agatgaacag
acggocttcta
goaccaaggg
cogoocgooct
acagcggogo
tgtactoococt
tctgocaatgt
getgegoggc
tgataacaac
acaaaataca
tttctatttt
acactaaaaa
ttocctataat
aattgggcaa
agcatttttyg
tccgettaca
cgtcagtcca
gtcoagaaate
gggaataaac
aaatacgagt
atctocogtge
cttaggttga
tgettttaca
gggcacacat
tgtgctctge
agacatactc
ccaatgooet
aagggcctog
gacggatcgc
ggaatttact
aagaaggtag
aacaaaaagc
acattcgatt
acagacaadga
tagtatttgt
ttctttaatt
aattataatt
tgtgocgogga
gagacaataa
acatkttccgt
cccagaaacyg
catcgaactyg
tccaatgatg
cgggoaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaace
accggagetg
ggcaacaacyg
attaatagac
ggctggctgy
tgcagcactyg
tcaggcaact
gecattggtaa
tttttaattt

tgtttttaag
tggtggttct
dgagtctgge
tggcttcaac
dgaatgggtt
gggcogtttc
cetgegtget
tgcoctatggac
cococcagogtyg
gggctgoctyg
cctgaccagc
gagcagogtyg
gaaccacaag
cgcacatcat
agtgtagatg
atatactttt
tcgttocogtt
actaagacaa
ttatcctatt
gtgcacaaac
acgaaatttg
tcaacaccaa
ccagctaaca
gagttccaat
gaatgaggtt
cttttaataa
agttggacga
ttacgaaaca
agacttgaaa
ataataccca
aagccgcaaa
caagctgect
ccoctettgge
tgatacgcct
ttgocctgtaa
ctgtgtttat
aagagttacg
gtactttaca
aacgataagt
tgaaacaatt
tggcgatceo
tottttttta
atttttatag
accocctattt
ccctgataaa
gtogooctta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gotbttttge
aatgzagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
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cttctgeagyg
gctagcatga
ggtggccigy
attaaagaca
gcaaggattt
actataagcg
gaggacacty
tactggggto
ttccoctotgy
gtgaaggatt
ggcgtgcaca
gtgacocgtgo
cccagcaata
caccatcacoc
taacaaaatc
catttctocy
accaacttta
ttttaatttt
agtagctaaa
aatacttaaa
ctattttgtt
taacgccatt
taaaatgtaa
ccaaaagttc
tctgtgaage
ctggcaaacc
tatcaatgcco
cgccaaccaa
ttttecttge
gcaagtcage
ctttcaccaa
ttgtgtgoctt
cctetecttt
atttttatag
cttacacgcy
ttatttttat
gaatgaagaa
tatatattta
aaaatgtaaa
cggcattaat
cctagagtct
ctttoctattt
cacgtgatga
gtttattttt
tgcttcaata
ttocococttttt
taaaagatge
gcggtaagat
aagttctgot
gccgeataca
ttacggatag
ctgocggocaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcocto
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat

ctagtggtygg
ctggtggocca
tgcagoccagy
cctatataca
atcctacgaa
cagacacatc
cocgtoctatta
aaggaaccot
ccoccagoto
acttcccaga
coctttoocogo
ccagcageay
ccaaggtgga
attgattaatc
gactttgtte
taaacaacat
cacatacttt
gobgooctgoo
aaaagatgaa
taaatactac
agagtctttt
taatctaage
getetogggyg
acctgtococca
tgcactgagt
gaggaactct
gtaatcattg
gtatttcgga
aataaccggg
atocggaatct
tggaccagaa
aatcacgtat
tetttttteg
gttaatgtca
cctecgtatet
gttttgtatt
aaaaaaataa
ttagacaaga
atcacaggat
acctgagago
tttacatctt
ttaatttata
aaaggaccca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
cecgtatogta
gatcgoctgag
atatatactt
cectbbttgat

1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5100
5160
5220
2280
5340



aatctecatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
ttteegaagy
cogtagttag
atcoctgttac
agacgatagt
cocagottgg
agcgccacygc
acaggagago
gggtttegoo
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagctggc
gtgagttaco
ttgtgtggaa
gocaageteg

coaaaatooo
aaggatctte
caccgotacs
taactggeott
gocaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttcccgaagg
Jcacgaggga
acctoctgact
acgocagcaa
tetttectge
ataccgctcg
agcgoccaat
acgacaggtt
tcactcatta
trgtgagegy
gaattaacce
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ttaacgtgag
ttgagatcct
agocggtggtLt
cagoagagoy
caagaactot
tgccagtage
ggcgcagcgyg
ctacaccgaa
gagaaaggcy
gottoccaggy
tgagcgtega
cgcggoctth
gttateccecct
cogoagooga
acgcaaaccg
tcccgactgg
ggcaccccaq
ataacaattt
trcactaaagyg

Figura 25 {SEC ID N° 80} 4D5hp

EVQLVESGGGE LVQPGGSLRL SCAASGENIEK

ADSVEGRFTI SADTSENTAY LOMNSLRARED

ASTEGPSVFF LAPSSESTSG GTAARLGCLVE
GLYSLSSVVT VPSSSLGTOT YICNVHNHEERS

ttttogttoo
ttttttetyge
tgrttgcoegyg
cagataccaa
gtagcaccgao
gataagtogt
tocgggotgaa
ctgagataco
gacaggtatc
gggaacgect
tttttgtgat
ttacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagc
coctctoocoog
aaagcgggca
gotttacact
cacacaggaa
gaacaaaaqo

DTYTHWWVEQR
TAVYTCSEWG
DYFFEPVTVS
NTEVDEEVER

Figura 26 {SEC ID N*81} : vector pYD4D5hl

acggattaga
cctocgtctto
acaataaaga
ctggccocac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttogotg
cggatatcca
ccatcacctg
caggaaaagc
ctcgeocttcte
cggaagactt
agggtaccaa
catctgatga
atcoccagada
aggagagtgt
cgctgagcaa
goctgageto
cgatgtaaca
cttttecattt
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
cacggattag
toectegtett
aacaataaag
cctggoccoccocca
attagttttt

agcocgoocgay
accggtogog
ttctacaata
aaaccttcaa
agccttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtoaag
agggaatatt
tttttcaata
gatgacccag
cogtgocagt
toccgaaacta
tggatccaga
cgcaacttat
ggtggagatc
gcagcottaag
Jgccaaagta
cacagagcadg
agcagactac
gocogtcaca
aaatcgactt
ctcocgtaaac
ctttacacat
attttgctge
ctaaaaaaag
aagococgoccga
caccggtoge
attctacaat
caaaccttbca
tagccttatt

cgggtgacaqg
Ltcctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
gagaaaaaac
aagctaattc
ttttctgtta
tocococgaget
caggatgtga
ctgatttact
tctgggacygy
tactgtcagce
aaacgtacgg
tctggaactg
cagtgdaagy
gacagcaagyg
gagaaacaca
aagagcttcea
tgttococcact
aacatgttIt
actttatata
ctgccatatt
atgaatgtga
gogggtgaca
gttoctgaaa
actagectttt
aatgaacgaa
tctggggtaa

ccoctocgaay
gcagatgtgco
tggttatgaa
caaattaaca
Laaltcagcga
accactttaa
aaaagtatca
cooggategy
tacttcatac
ttgottocagt
cococtgtooge
atactgctgt
cggcatoctt
atttcactct
aacattatac
tggoggogos
cctotgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc
acaggggaga
gtacttttag
cocatgtaat
goctattcact
tocaatttgtt
atcgaatcct
goootoogaa
cgoagatgtg
atggttatga
tcaaattaac
ttaatcagcg
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actgageogte
gogtaatoty
atcaagagct
atactgtoct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggagttc
tacagcgtga
cggtaagcogqg
ggtatcttta
goctogtocagy
tggooctbttg
ataaccgtat
gcagcgagtc
cgcegtitggoe
gtgagcgcaa
ttatgecttec
acagcratga
tggctagt

PGEGLEWVAR
GDGEYAMDYW
WHNSGALTSGEV
KSC

gaagactcto
ctocgogooge
gaggaaaaat
accataggat
agogatgatt
ctaatacttt
acaasaaaatt
actactagcea
attttcaatt
gctagcocoget
ctoctgtggge
agootggtat
cctoctactct
gaccatcagc
tactccteocce
atctgtette
gtgocotgoty
cctoccaatog
cagcctcagc
ctgcgaagtc
gtgttgaggc
ctocgtacaaa
atcottttcot
tctatacact
ataaattocet
aagagaatty
ggaagactct
coctecgegeoyg
agaggaaaaa
aaccatagga
aagcogatgat

agacccogta
ctgcttgecaa
accaactott
tctagtgtag
cgctoctgocta
gttggactca
gtgcacacag
gcattgagaa
cagggtcgga
tagtcctgte
gdgggocgage
ctggcocctttt
taccgececttt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctooctatg
ccatgattac

IYPTNGYTRY
GOGTLVIVSS
ETFEAVLOSS

ctocgtgogt
actgctccga
tggcagtaac
gataatgcga
Lttgatctat
caacattttc
gttaatatac
gctgtaatac
aagatgcagt
ggggccatgg
gatagggtca
caacagaaac
ggagtcocctt
agtctgcage
acgttcggac
atcottcoccocega
aataacttet
ggtaactccce
agcacccotga
acccatcagg
gogooggato
atacaatata
atttttegtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ctgcagaatt
coctococgtgod
cactgctccg
ttggcagtaa
tgataatgcg
tttbgatcta

2400
5460
5520
3580
5640
5700
5760
5820
2880
5940
6000
6060
6120
6180
8240
6300
6360
6420
6468

&0
1z0
180
223

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



ttaacagata
cggtttgtat
cctboctatact
cgactcacta
ttacttcgct
actatatgcg
actactattt
acgtttgtca
acacagtatg
tetggtggtg
gtggagtctg
tctggettca
ctggaatggg
aagqggcogtt
agcctgogtg
tatgctatgg
gygccccagog
ctgggotgce
gococtgacca
ctgagcagcg
gtgaaccaca
googecacato
acagtgtaga
caatatactt
tttecgttecg
aaactaagac
atttatccta
aagtgcacaa
tgacgaaatt
catcaacacc
caccagctaa
tcgagttoca
acgaatgagqyg
gtottttaat
gecagttggac
gattacgaaa
caagacttga
atataatacc
gcaagoogoa
toccaagotge
ctocococtottg
cgtgatacgc
gottgoctgt
ctoctgtgttt
agaagagtta
gcgtacttta
ttaacgataa
gatgaaacaa
gttggocgatc
ttteotttttt
ttatttttat
gaacccoctat
aaccctgata
gtgtogooct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgy
cagaaaagca
tgagtgataa
cegetttttt

tataaatgca
tacttcttat
ttaacgtcaa
tagggaatat
gtttttcaat
agcaaatccc
tggoccaacgy

gtaattgogy
tttttaagct

gtggttctge
gcggtggeoct
acattaaaga
ttgcaaggat
tcactataaqg
ctgaggacac
actactgggg
tgttecocctet
tggtgaagga
goggogtgca
tggtgaccgt
agcccagcaa
atcaccatca
tgtaacaaaa
ttecatttcte
ttaccaactt
aattttaatt
ttagtagcta
acaatactta
Lgctattteg
aataacgcca
cataaaatgt
atccaaaagt
tttctgtgaa
aactggcaaa
gatatcaatyg
cacgccaacce
aattttcctt
cagcaagtca
aactttcacc
ctttgtgtgeo
geoctctect
ctatttttat
aacttacacg
atttattttt
cggaatgaag
catatatatt
gtaaaatgta
ttcggoatta
cccctagagt
tactttctat
agcacgtgat
ttgtttattt
aatgottcaa
tattcococttt
agtaaaagat
cagecggtaag
taaagttctag
teogeoogoata
tettacggat
cactgeoggoo
gcacaacatg
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daaactgcat
tcaaatgtaa
ggagaaaaaa
taagctaatt
attttctgtt
ctoaccaact
gaaggcaaty
ttctcaccceo
toctgoagget
tagcatgact
ggtgcagcca
cacctatata
ttatcctacg
cgcagacaca
tgcogtetat
tcaaggaacc
ggcooccagae
ttacttccca
cacctttccc
goccagcagae
taccaaggtg
ccattgatta
tcgactttgt
cgtaaacaac
tacacatact
ttgotgeotyg
aaaaaagatg
aataaatact
ttagagtctt
tttaatctaa
aagctctcgg
tcacctgtoo
getgeactga
ccygaggaact
ccgtaatcat
aagtatttcg
gcaataaccyg
gcatcoggaat
aatggaccag
ttaatcacgt
Lttotbtttt
aggttaatgt
cgocctogtat
atgttttgta
aaaaaaaaat
tattagacaa
aaatcacagg
atacctgaga
cttttacatc
ttttaattta
Jgaaaaggacc
ttctaaatac
taatattgaa
tttgecggeat
gotgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcyg
cactattctc
gogecatgacag
aacttacttc
ggggatcatg

aaccacttta
taaaagtatc
ccocggatcg
ctacttcata
attgcttcag
ttagaatcga
caaggagttt
tcaacaacta
agtggtggtg
ggtggocago
gggggctcac
cactgggtgc
aatggttata
tccaaaaaca
tattgttcta
ctggtcacocg
toccaagagca
gagocoogtga
googtgotgoe
agcctgggea
gataagaagg
attaagttta
tcoccoccactgta
atgttttcoco
ttatatagct
ccatatttca
aatgtgaatc
actcagtaat
Ltacaccatt
gogecatcaco
ggctctettg
cacctgctte
gtagtatgtt
cttggtattc
tgaccagagc
gagtgccoliga
ggtcaattgt
ctagagcaca
aactacctgt
atactcacgt
cgaccgaaltt
catgataata
cttttaatga
tttggatttt
aazacaaaggt
gaaaagcadga
attttcgtgt
gcaggaagag
ttcggaaaac
tatatttata
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeoctteo
agttgggtgc
gttttegooe
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactocgoct
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actaatactt
adacaaaaaat
gactactagc
cattttcaat
ttttagcaca
cgcocgtacto
ttgaatatta
gcaaaggcag
gtggttctgg
aaggccaaga
tccgtttgtce
gtcaggcocc
ctagatatgc
cagcctacct
gatggggagg
tctoctogge
coctocggoag
cocgtgageotg
agtccagoag
cccagaccta
tggagcccaa
aacccgotga
cttttagectc
atgtaatatc
attcacttct
atttgttata
gaatcectaag
aacctatttc
tgtctocaca
aacattttct
ccttccaacc
tgaatcaaac
geagtocttit
Ltgccacgac
caaaacatcc
actattttta
tctoctttota
ttctgoggec
gaaattaata
gctcaatagt
tcktgaagac
atggtttett
tggaataatt
agaaagtaaa
ttasaaaatt
ttaaatagat
gtggtcttct
caagataaaa
aaaaactatt
ttaaaaaatt
ttttogggga
gtatccgcte
tatgagtatt
tgtttttget
acgaghtgagt
cgaagaacgt
cogbtgtitgac
ggttgagtac
atgcagrtget
cggaggaccy
tgatcgrtgyg

tcaacatttt
tgttaatata
agctgtaata
taagatgcag
ggaactgaca
tttgtcaacg
caaatcagta
coccoccataaac
tggtggtggt
ggttcaacta
ctgtgcagct
gdgtaagggc
cgatagcgtc
gocagatgaac
ggacggctte
tagcaccaag
caccgocgoc
gaacagcggc
cctgtactce
catctgcaat
gagctgogeg
tLoctgataaca
gtacaaaata
cttttctatt
atacactaaa
aattcctata
agaattggge
ttagcatttt
coctecgetta
ggcgtcagtc
cagtcagaaa
aagggaataa
ggaaatacga
tcatctccgt
tccttaggtt
tatgcoctttta
ttgggcacac
tctgtgotcot
acagacatac
caccaatgcc
Jaaagggcect
aggacggatc
tgggaattta
taaagaaggt
tcaacaaaaa
atacattcga
acacagacaa
ggtagtatth
ttttcectttaa
taaattataa
aatgtgocgog
atgagacaat
caacattteo
caccoagaaa
tacatcgaac
tttoccaatga
gocgggeaadq
tcaccagtca
gcecataacca
aaggagctaa
gaaccgdage

1320
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3340
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
51al
5220
5280
5340
5400
5460
5520



tgaatgaagc
cgttgogcaa
actggatgga
ggtttattge
tggggcocaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
ajgttttcgtt
cLttttttct
tttgtoogoo
cgcagataceo
ctgtagcacc
gocgataagte
gagtcgggotg
aactgagata
cggacaggta
gggggaacygoc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgacacga
cgoctotoce
ggaaagcggy
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa

cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcy
gogoegtaato
ggatcaagaqg
aamatactgte
gcctacatac
gbtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tocoggtaage
ctggtatctt
atgctegtea
cotggoctit
ggataaccgt
gocgoagogag
cgogogttgg
cagtgagcgco
ctttatgott
aaacagctat
gctggctagt
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gacgagcgtyg
ggogaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccogtateg
cagatcgoctyg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgocttge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctegetetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagcattgag
ggcagggtceg
tatagtcctg
gggggaocga
tgctggoctt
attaccgeoccht
tcagtgageqg
ccgatteatt
aacgcaatta
coggoctocta
gaccatgatt

Figura 27 {SEC 1D N*82] : 4D3lp

DIOMTIQSPSS LSASYVGDRVT ITCRASQDVH
RFEGSREGTD FTLTISSLOP EDFATYYCQQ
SDEQLESGTA SVVCLLNNEY PREAEVOWEY
LSKADYEKHE VYARCEVTHOG LSSPYVTESEN

Figura 28 {(SEC ID N®427) ). plasmido pYD1dX

acaccacgat
Ltactctagc
cacttctgog
agoghgagtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaadaaa
tttttocogaa
agoccgtagtt
Caatcctgtt
caagacgata
agococcagectt
aaagcgocac
gaacaggada
tocgggtttcg
goctalggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagectyg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaageot

TRAVAWYQQKP
HYTTPPTEGD
CMALQSGNSD
RGEC

gooctgtagea
ttocoggoaa
cteggcoctit
tegoggtate
cacgacggga
ctcactgatt
Cttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggco
aggocaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacy
gcttcocogaa
gogcacgaygy
ccacctctga
aaacgccagc
gttectitect
tgataccgct
agagegooca
gcacgacagg
cctoacteat
aattgtgagc
cggaattaac

GEAPKLLIYS
GTEVEIERTV
ESVTEQDSKD

atggcaacaa
caattaatag
coggetgget
attgcagecac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
teottgagatc
ccageggtag
ttcagcagag
ttcaagaact
gotgoccagtg
aagqgogcagqo
acctacaccg
dgdgagaaagqg
gagecttocag
cttgagegto
aacgeoggoct
gegbtatecoe
cgccgoagcc
atacgcaaac
tttcocogact
taggcacccc
ggataacaat
cctcactaaa

ASFLYSGVPS
ARPEVFIFEE
STYSLSSTLT

dCH1dCH3 Fcab wt

acggattaga
cctogtotto
acaataaaga
ctggcocccac
ttagtttttt
taacagatat
ggtttgtatt
ctetatactt
gactcactat
tacttogotg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtgg
acgatgacda
ccccatgtee
caaaggacac
gocacgagga
ccaagaccaa
cogbtgotgoa
coctgoctge
agcctatooo

agoogoocgag
accggtcgog
ttctacaata
aaaccttcaa
agocttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
gcaaatccoo
ggccaacdgg
taattgocggt
ttttaagctt
tggttctgct
taaggtacca
ocgococcctgag
coctgatgatc
cocagagygty
gocctagagag
ccaggattgg
ccccatcgag
taaccctote

cgggtgacag
ttoctgaaac
ctagctttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
Jgagaaaaaac
aagctaattc
ttttoctgtta
tcaccaactt
aaggcaatgec
totcacccocct
ctgcaggcta
agcatgactyg
ggatcocgagc
ctgctgggcocg
tococcggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aagaccatbtct
ctocggtcteg

ccchocgaag
goagatgtgeo
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagocga
accactttaa
aaaagtatca
ccoggatogg
tacttcatac
ttgottecagt
tagaatcgac
aaggagtttt
caacaactag
gtggtggtgg
gtggacagca
ccaagagoag
gocococttocgt
ctgaggtgac
ggtacgtgda
acagcaccta
aggagtacaa
ccaaggocaa
attctacgcg
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gaagactctc
ctocgogoogo
gaggaaaaat
accataggat
agocgatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactageca
attttcaatt
tttagcacag
gqoogtactcet
tgaatattac
caaaggcagoc
tggttctggt
aatgggtcegg
cgacaagaca
gttoctgtte
ctatgtggty
cggcgtggayg
cogegtagty
gtgcaaggtyg
Jggocagoct
taccggtcat

ctococgtgegt
actgctcocga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacatttte
gttaatatac
gotgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
coccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacg
cacacgtgtc
cotoccaago
grggacgrga
gtgcacaacy
agogtgetyga
agcaacaagyg
cgagaaggta
catcaccatc

2280
5640
S700
5760
5820
2880
5940
&000
6060
6120
6180
ez40
6300
8360
6420
6480
6540
ee00
6660
6720
a780
B840
&200
6260
7020
T080
TL00

60
120
180
214

60
120
180
240
300
380
420
480
540
e00n
a6l
720
T80
8B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



accattgagt
tagagggecc
taccggtcat
agatgtaaca
cttttcattt
ccgttaccaa
gacaatttta
ctattagtag
caaacaatac
atttgeotatt
accaataacg
taacataaaa
ccaatccaaa
aggtttctgt
aataactggc
gacgatatca
aaacacgcca
tgaaattttc
acccagcaag
gcaaactttc
tgoocttitgtg
ttggocecotet
cgectatttt
tgtaacttac
tttatttatt
ttacggaatyg
ttacatatat
taagtaaaat
caatteggea
atccecotag
ttttacttte
tatagcacgt
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattocce
gaaagtaaaa
caacagcgagt
ttttaaagtt
cggtogocgo
gcatcttacg
taacactgog
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttocactga
tctgcgogta
gcoggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtogtgtctt
ctgaacgggyg
atacctacag
gtatccggta
cgectggtat
gtgatgctog

ttaaacccgo
ttcgaaggta
catcaccate
aaatcgactt
ctccgtaaac
ctttacacat
attttgcotge
ctaaaaaaag
ttaaataaat
ttgttagagt
ccatttaate
tgtaagctct
agttcacctyg
gaagctgcac
aaaccgagga
atgocogtaat
accaagtatt
cttgcaataa
tcagcatcgg
accaatggac
tgcttaatca
coctttbottt
tataggttaa
acgegoctog
tttatgtttt
aagaaaaaaa
atttattaga
gtaaaatcac
ttaatacctg
agtcttttac
Ltatttttaat
gatgaaaagqg
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgcgyg
gatgctgaag
aagatcctig
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gocaackibac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
toetggagocy
ccctocogta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gogtcagaco
atctgctgct
gagctaccaa
gtccttctag
tacctcgcte
accgggttag
ggttcgtgca
cgtgagcatt
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggc
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tgatctgata
agocotatoco
accattgagt
tgttccoccact
aacatgtttt
actttatata
ctgocatatt
atgaatgtga
actactcagt
cttttacacc
taagcgcatc
cggggctote
toccacctgo
tgagtagtat
actcttggta
cattgaccag
tcggagtgoc
cocgggtcaat
aatctagagc
cagaactacc
cgtatactca
tttcgaccga
tgtcatgata
tatcttttaa
gtatttggat
aataaacaaa
caagaaaagc
aggatttteg
agagcaggaa
atcttcggaa
ttatatattt
acccaggtgy
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
gcgoggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtag
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
tbgataatct
cogtagaaaa
tgcaaacaaa
ctcotttttce
tgtagcogta
tgctaatcoct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tocggaacagg
ctgtcgggtt
cgagcctatg

acaacagtgt
taaccctctc
ttaaacccgc
gtacttttag
cocatgtaat
gotattcact
tcaatttgtt
atcgaatcct
aataacctat
atttgtctcec
accaacattt
ttgccttcca
ttctgaatca
gttgcagtct
ttcttgocac
agccaaaaca
tgaactattt
tgttotottt
acattctgog
tgtgaaatta
cgtgctcaat
atttcttgaa
ataatggttt
tgatggaata
tttagaaagt
ggtttaaaas
agattaaata
tgtgtggtet
gagcaagata
aacaaaaact
atattaaaaa
cacttttegg
tatgtatccg
gagtatgagt
tocctgttttt
tgcacgagtg
ccococcgaagaa
atccogtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agcttocogg
gogotoggeo
gtotogogat
ctacacgacg
tgcctoactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgocttcoco
agagcgcacg
tocgeccaccto
gaaaaacgcc
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agecggocget
ctoggtotoeg
tgatctgata
ctcgtacaaa
atccttttet
tctatacact
ataaattcct
aagagaattyg
ttcttagcat
acacctocogo
tctggogtca
acccagtcag
aacaagggaa
tttggaaata
gactcatctc
tocctocttag
ttatatgete
ctattggaca
goctetgtgc
ataacagaca
agtcaccaat
gacgaaaggy
cttaggacgg
atttgggaat
aaataaagaa
atttcaacaa
gatatacatt
tctacacaga
aaaggtagta
attttttett
atttaaatta
guasatgtgo
ctecatgagac
attcaacatt
goctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccgggc
tactcaccag
gctgocataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccocggctg
atcattgeoag
ggcagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tottctigag
ctaccagcgg
ggcttoagca
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggogeo
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgocgg

cgatcgagtc
attctacgeg
acaacagtgt
atacaatata
atttttegtt
aaaaaactaa
ataatttatc
ggcaagtgca
Ltttgacgaa
ttacatcaac
gtocaccagco
aaatcgagtt
taaacgaaty
cgagtetttt
cgtgcagttyg
gttgattacyg
ttacaagact
cacatataat
tctgcaageoo
tactoccaage
gococteoocte
coctogtgata
atcgottgee
ttactctgtg
ggtagaagag
aaagcgtact
cgattaacga
caagatgaaa
tttgttggcg
taatttottt
Laattatttt
goggaacooo
aataaccoty
tececgtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggos
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagtttto
atcoctttrttr
tggttibgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggegataa
agcggteggy
cocgaactgag
aggcggacag
caggggggaa
gtcgattttt
cctttttacg



gttoctggec
tgtggataac
cgagogcago
coocogogogt
gggcagtygay
acacttrtatg
aggaaacagec
aaagctggct

ttttgetgge
cgtattaccyg
Jgagtcagtga
tggcegatte
cgcaacygcaa
cttooggoelte
tatgaccatg
agt
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cttttgoctea
cctttgagtyg
gogaggaage
attaatgcag
LLaatgtgag
ctatgttgtyg
attacgccaa

catgttotbtt
agctgatacc
Jggaagagcgc
ctggeacgac
Ltaccotcact
tggaattgtyg
gotcggaatt

cectgoegttat
gctocgocogca
ccaatacgca
aggttteocceg
cattaggcac
agcggataac
aaccctcact

Figura 29 (SEC ID N° 428) : PYD1dX dCH1 Fcab wt

acggattaga
cctogtctte
acaataaaga
ctyggoccccac
ttagtttttt
Ltaacagatat
ggtttgtatt
ctctatactt
gactcactat
tacttcogotg
ctatatgcga
ctactatttt
cgtttgtcag
cacagtatgt
ctggtggtag
acgatgacga
cocccatgtoo
caaaggacac
gocacgagga
codagaccad
cogtgctgca
cootgoctgo
aggtgtacac
gootggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatgagcoggc
tctoctoggt
ccgoctgatct
ttagctcgta
taatatcott
cacttctata
tgttataaat
toctaagaga
ctatttctta
ctoccacacct
attttctggec
toccaacoccag
atcaaacaaqg
gtcttttgga
coacgactoa
aacatcctcc
atttttatat
ctttcoctattg
tgcggootet
attaataaca
caatagtcac
tgaagacgaa
gtttcttagg

agococgoogag
accggtogeg
ttctacaata
#Adacctitcaa
agocttattt
ataaatgcaa
acttcttatt
taacgtcaag
agggaatatt
tttttcaata
geaaatccoco
ggccaacgyg
taattgoggt
LLttaagctt
tggttetget
taaggtacca
cgcoccctgag
cotgatgate
coccagaggty
gococtagagag
ccaggattgg
cocccatcgag
coctgocccea
aggcttotat
ctacaagacc
caccgtggac
agctctgcac
cgctcgateg
ctcgattcta
gataacaaca
caaaatacaa
ttotatttoeo
cactaaaaaa
tectataatt
attgggcaag
goatttttga
cogottacat
gtcagtccac
toagaaatcg
ggaataaacg
aatacgagtc
tetecogtgea
ttaggttgat
gottttacaa
ggcacacata
gtgctoctgoa
gacatactce
caatgcccte
agggcctogt
acggatcgot

cgggtgacag
Ltecctgaaac
ctagetttta
atgaacgaat
ctggggtaat
aaactgcata
caaatgtaat
Jagasaadaaac
aagctaattc
ttitctgtta
tcaccaactt
aaggcaatgc
tctcaccoct
cLgcaggcta
agcatgacty
ggatcogagce
ctgctgggcg
tooocggaces
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aagaccatct
tooogggatg
cccagogaca
acgccteccg
aagagcaggt
aaccactaca
agtctagagg
cgcgtaccgg
gtgtagatgt
tatacttttc
cgttoocgtta
ctaagacaat
tatcctatta
tgracaaaca
cgaaatttge
caacaccaat
cagctaacat
agttccaatc
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat
tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
agcogoaaac
aagctgocctt
cctettggoo
gatacygccta
tgcctgtaac

cocctcocgaag
gcagatgtgc
tggttatgaa
caaattaaca
taatcagoga
accactttaa
aaaagtatca
cceggatogg
tacttcatac
ttgottecagt
tagaatcgac
aagqgagtbtt
caacaactag
gtggtagtgyg
gtggacagca
ccaagagoag
gooccttoocgt
ctgaggatgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggadgtacaa
ccaaggccaa
agchtgaccaa
togocgtgga
tgctggactc
ggcagcaggag
cacagaagag
goocttagaa
tcatcatcac
aacaaaatcg
atttcteccgt
cocaactttac
tttaattttyg
gtagctaaaa
atacttaaat
tattttgtta
aacgccattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaagct
tggcaaaccy
atcaatgccg
gccaaccaaqg
tttoccttgca
caagtcagca
tttcaccaat
tgtgtgetta
ctctectttt
tttttatagg
ttacacgcgce
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gaagactctc
ctogogoocgco
Jgaggaaaaat
accataggat
agogatgatt
ctaatacttt
acaaaaaatt
actactagca
attttcaatt
tttagcacag
gcocgtactct
tgaatattac
caaaggcagcoc
tggttctggt
aatgggtcgyg
cgacaagaca
gttoctgtte
ctgtgtagty
cggcgiggag
ccgogtogtg
gtgcaaggtyg
gggccagoct
gaaccaggtc
gtgggagage
cgacggctco
gaacgtobtc
cctcteococtg
ggtaagcocta
catcaccatt
actttgttcc
aaacaacatg
acatacttta
ctgoctgeca
aaagatgaat
aaatactact
gagrerttota
aatctaagcg
ctctocgggaco
coctgtoccac
goactgagta
aggaactctt
taatcattga
tatttocggag
ataaccgggtl
toggaatota
gJgaccagaac
atcacgtata
cbLtitttcga
ttaatgtcat
ctogtatctt

cocctgattc
googaacgac
aaccgectet
actggaaage
coccaggettt
aatttcacac
aaagggaaca

ctococgtgogt
actgcteoga
tggcagtaac
gataatgcga
tttgatctat
caacattttce
gttaatatac
gotgtaatac
aagatgcagt
gaactgacaa
ttgtcaacga
aaatcagtaa
cccataaaca
ggtggtggtt
gatctgtacy
cacacgtgto
ccbococcaago
gtggacgtga
gtgcacaacy
agogtgotaga
agcaacaagyg
cgagaaccac
agocctgacct
aatgggcage
ttcttocctot
tcatgctccg
tctocogggta
tococtaacco
gagtttaaac
cactgtactt
Ltttoccatg
tatagctatt
tatttcaatt
gtgaatcgaa
caglbaataac
caccatttgt
catcaccaac
toctottgect
ctgcttotga
gtatgttgca
ggtattcttyg
ccagagccaa
tgocctgaact
caattgttct
gagcacattc
tacctgtgaa
ctcacgtgct
ccgaatttcet
gataataatyg
ttaatgatygg

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5473

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
280

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
ZBBO
2940
3000



aataatttgy
aagtaaataa
aaaaatitca
aatagatata
gtcttctaca
gataaaaggt
aactattttt
aaaaatitaa
tcggggaaat
tcogcotcatyg
gagtattcaa
ttttgotcac
agtgggttac
agaacgtttt
tgttgacgce
tgagtactca
cagtgotgeo
aggaccgaag
togttogggaa
tgtagcaatyg
ccggcaacaa
ggccocttccg
cggtatcatt
gacgggcagt
actgattaag
aaaacticat
caaaatccct
aggatottct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggoctgot
accggataadg
gcgaacgacc
tcccgaagygg
cacgagggag
cctoctgactt
cgocagcaac
ctttcotgeg
taccgotoge
gcgoccoccaata
cgacaggiit
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct

gaatttactec
agaaggtaga
dacaaaaagcg
cattcgatta
cagacaagat
agtatttgtt
tctttaattt
attataatta
gtgcgcggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
coaatgatga
gggcaagagco
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
coggagotga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggctggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gocggtggttht
agcagagcge
aagaactcltg
gocagtggeg
gogcageggt
tacaccgaac
agaaaggcygdg
cttecagggy
gagcgtogat
gcoggoctttt
ttatcceccltg
CdCadccdaa
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagg
taacaatttc
cactazaggyg

ES 2 683 847 T3

tgtgttrate
agagttacgg
tactttacat
acgataagta
gaaacaattc
ggocgatcocco
ctttttttac
tttttatagc
ccooctatttg
cctgataaat
tocgoccocttat
tggtgaaagt
atctcaacaqg
geoacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgocgeaaact
ggatggaggce
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttctgeg
gtttgcegga
agataccaaa
tagcaccgce
ataagtcgtyg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatce
ggaacgoctyg
ttttgtgaty
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgadgcdg
ctotecccogo
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct

tatttttatg
aatgaagaaa
atatatttat
aaatgtaaaa
ggcattaata
ctagagtctt
tttctatttt
acgtgatgaa
tttatttttc
gcttcaataa
tcocchbtbttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc
tgoggocaac
caacatggyg
accaaacgac
attaactgygc
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctec
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctgc
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tecttaccggg
dgggggtteg
acagcgtgag
ggtaagcggc
gtatctttat
ctegtcaggg
ggoccttttgo
taaccgtatt
cagocgagtca
gcgttggecoyg
tgagocgcaac
tatgcttcocg
cagctatgac
ggctagt

226

ttttgtattt
aaaaaataaa
tagacaagaa
teacaggatt
cctgagagca
ttacatctte
taatttatat
aaggacccag
taaatacatt
tattgaaaaa
gocggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tagtggcgogg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gcocggtgage
cgtatcgtag
atcgoctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctoctgotaa
ttggactcaa
tgcacacagc
cattgagaaa
agggtcggaa
agtoctgtog
gggccgagee
tggoctttiyg
accgcctttg
gtgagcgagg
attcattaat
geaattaaty
gctocctatgt
catgattacg

ggattttaga
caaaggttta
aagcagatta
ttocgtgtgtg
ggaagagcaa
ggaaaacaaa
atttatatta
gtggoacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gocttootgt
tgggtygcacy
ttcgooccocoga
tattatcccg
atgacttggt
gagaakttatg
caacgatcgg
ctegoctiga
ccacgatgoc
ctctagettc
ttctgegoeto
gtgggtcotoy
ttatctacac
taggtgoctco
agattgattt
atctecatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
Ltcogaaggt
cgtagttagg
tcctgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gocgooacgct
caggagagcg
ggtttogoca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcgdgaaga
gecagotggca
tgagttacct
tgtgtggaat
ccaagctogg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
3340
5400
5460
5520
5580
5640
5877
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