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DESCRIPCION
Formatos de unién a antigeno para uso en tratamientos terapéuticos o ensayos diagndsticos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a formatos de unién con el antigeno para su uso en tratamientos terapéuticos o
ensayos de diagnéstico.

Antecedentes de la invencion

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) terapéuticos han conseguido algunos éxitos clinicos en los Ultimos afios,
particularmente en oncologia. Hay en el mercado mas de veinticinco mAbs.

Se han hecho muchos esfuerzos técnicos para generar mAbs de segunda generaciéon con inmunogenicidad disminuida
y con funciones efectoras optimizadas. Dado que la mayoria de los anticuerpos terapéuticos son IgG1, al menos parte
de los efectos de los mAbs observados in vivo podrian inducirse después de interacciones entre su region Fc y FcyR.
Especialmente, la capacidad de los mAbs para destruir células tumorales se ha relacionado con su capacidad para
reclutar y activar células efectoras tales como las células NK y macréfagos a través de receptores para la porcion Fc
de IgG (FcyR).

Sin embargo, publicaciones recientes han demostrado que la eficacia de los mAbs terapéuticos humanos IgG1 se ve
fuertemente afectada por varios parametros: cambios en la glicosilacion de Fc, polimorfismo de FcyRIIIA, interaccion
con FcyRIIB inhibitorio y competencia con IgG enddgena por la union de FcyRI y FcyRIIl. Por ejemplo, los estudios
con ratones FcyR -/- han revelado la implicacién de diferentes FcyR en algunos mecanismos de accion in vivo de dos
mAbs terapéuticos ampliamente utilizados, trastuzumab y rituximab. Estos mAbs citotoxicos dirigidos contra los
tumores involucran tanto a los receptores activadores (FcyRIIIA) como a los inhibidores (FcyRIIB). En estos estudios
se observo una regresion tumoral mas pronunciada en ratones deficientes en FcyRIIB que en ratones de tipo silvestre,
mientras que los ratones deficientes en FcyRIIIA no pudieron detener el crecimiento del tumor en presencia de mAbs
terapéuticos. En seres humanos, un estudio reciente ha demostrado que la eficacia terapéutica del rituximab (una
IgG1 humana quimérica) en pacientes con linfoma no Hodgkin se correlaciona en parte con el polimorfismo de
FcyRIIIA. Por lo tanto, pacientes homocigotos para el alelo Val158 (aglutinante alto de IgG1) mostraron una mayor
respuesta al tratamiento que los pacientes homocigotos para el alelo Phe158 (aglutinante bajo de IgG1). De manera
similar, se ha demostrado que las glicoformas de IgG disefiadas activan la ADCC optimizada a través del reclutamiento
de FcyRIIIAA. Un primer estudio indicd que un anticuerpo IgG1 disefiado para contener cantidades crecientes de
oligosacaridos complejos bisectados (biseccion de N-acetilglucosamina, GIcNAC) permite el desencadenamiento de
una ADCC fuerte en comparacién con su contraparte parental. En segundo lugar, se ha demostrado que la falta de
fucosa o el bajo contenido de fucosa en los oligosacaridos ligados a N de IgG1 humanos mejora la uniéon de FcyRIIIA
y ADCC, asi como aumenta la tasa de clearance o aclaramiento de los glébulos rojos Rhesus D+ en voluntarios
humanos. Ademas, recientemente se ha demostrado que la densidad antigénica requerida para inducir una ADCC
eficiente es menor cuando la IgG tiene un bajo contenido en fucosa en comparacion con una IgG altamente fucosilada.

La idea de la necesidad de un mejor control de las interacciones Fc/Fcy cuando se usaban mAbs terapéuticos se
discutié claramente a principios de los 80 y condujo al concepto y la generacion de anticuerpos biespecificos (bsAbs),
utilizando planteamientos bioquimicos y luego ingenieria molecular al principio de los afios 90. Los anticuerpos
biespecificos capaces de reunir a las células diana y las células efectoras activadas tienen importantes ventajas
potenciales sobre los mAbs desnudos completos. Especialmente, con respecto al reclutamiento y activacion de las
células NK, los bsAbs hacen posible superar la mayoria de los problemas encontrados con los mAbs terapéuticos. En
primer lugar, es mucho mas facil usar una unién con el brazo del anticuerpo a FcyRIIIA que disenar y afinar la
interaccion entre la region Fc del anticuerpo y FcyRIIIA. De hecho, es posible seleccionar un aglutinante FcyRIIIA
carente de reaccion cruzada para FcyRIIB inhibidor y dirigirse a un epitopo no implicado en la unién de Fc para evitar
el problema del polimorfismo de aglutinante FcyRIIIA alto/bajo, asi como la competencia de IgG endégena. Ademas,
los fragmentos de anticuerpos no estan afectados por los problemas de glicosilacion, y es posible ajustar la afinidad
del anticuerpo desde un margen de pM a uno de nM, es decir, una afinidad hasta 1.000 veces mayor que la involucrada
en la interaccion Fc/FcyRIIIA. Asi pues, se han realizado varios intentos para crear bsAbs anti-FcyRIIIA x anti-diana.

Sin embargo, durante afos, estos intentos se vieron impedidos por la imposibilidad de producir de manera eficiente
tales moléculas, requiriendo las técnicas mas eficaces gramos de mAbs para producir miligramos de preparaciones
heterogéneas de bsAbs. Por tanto, la primera generacion de bsAbs nunca llegé al mercado, debido sobre todo al coste
de la obtencién de moléculas con propiedades bifuncionales en grandes cantidades para un uso terapéutico.

Los autores de la presente invencién han desarrollado recientemente una nueva generacion de anticuerpos
biespecificos, basados en VHH de llama (sdAb para anticuerpos de dominio Unico o también Nb para nanocuerpo
(nanobody), que pueden producirse facilmente en E. coli y que superan las limitaciones enumeradas anteriormente,
mientras se es capaz de ejercer una fuerte lisis tumoral en concentraciones extremadamente bajas. Estos anticuerpos
biespecificos se describen en la solicitud de patente internacional n°® WO/2006/064136. Esta generacion de
anticuerpos terapéuticos tiene el potencial de traducirse rapidamente en terapias eficientes. Aunque estos bsAbs se
acumulan dentro del tumor, sufren una rapida eliminacion debido a su tamafio relativamente pequefio, por debajo del

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2735981 T3

umbral renal (alrededor de 60 kDa) y a la ausencia de la region Fc involucrada en la interaccion con el receptor FcRn,
responsable de la larga vida mitad en suero de la IgG de longitud completa. La solicitud de patente W02010/035012
describe varios anticuerpos, incluyendo un formato en el que un Fab tiene un anticuerpo de dominio simple fusionado
en C terminal de CH1. Por tanto, existe la necesidad de mejorar estos bsAbs en términos de eficiencia, vida mitad en
suero y biodistribucion.

Sumario de la invencion
La presente invencion se refiere a
1. Un formato de unién con el antigeno que consiste en:

- una primera proteina de fusion en la que el dominio constante CH1 de un anticuerpo esta fusionado
i) por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico y ii) por su
extremo C-terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio Unico en donde el dominio
constante CH1 de la primera proteina de fusién esta fusionado por su extremo C-terminal al extremo
N-terminal de un anticuerpo de dominio Unico a través del espaciador DKT v,

- una segunda proteina de fusion en la que el dominio constante CL de un anticuerpo esta fusionado
por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico.

En particular, la invencion se describe sus reivindicaciones.
Descripcion detallada de la invencién

Los inventores han creado ahora nuevos formatos de unién con el antigeno para aumentar la vida mitad en suero del
formato bSAb original (54 kDa) descrito en la Solicitud de Patente Internacional W0O/2006/064136 mediante la fusion
de un sdAb (single domain antibody: anticuerpo de dominio Unico) adicional al extremo C-terminal del dominio CH1
del motivo de heterodimerizacion Ck/CH1 (figura 1). Sorprendentemente, han demostrado que dicha fusion permite la
produccion de varios formatos funcionales de uniéon al antigeno que difieren en tamario y valencia para los antigenos
dirigidos. El hecho de que los sdAbs fusionados a través de su dominio N-terminal al dominio C-terminal de CH1
permanezcan activos es notable porque este extremo N-terminal esta ubicado en la vecindad del sitio de unién con el
antigeno. Podria haberse presentado un mayor impedimento estérico entre el antigeno y el motivo de
heterodimerizacién. Sin embargo, los autores de la presente invencién demostraron que se podian obtener formatos
de union al antigeno funcionales.

Formatos de union a antigeno de la invencion:
En consecuencia, la presente invencion se refiere a
1. Un formato de unién al antigeno que consiste en:

- una primera proteina de fusion en la que el dominio constante CH1 de un anticuerpo esta fusionado i) por su
extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio unico y ii) por su extremo C-terminal
al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio Unico, en donde el dominio constante CH1 de la primera
proteina de fusion esta fusionado por su extremo C-terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de
dominio Unico a través del espaciador DKT vy,

- una segunda proteina de fusion en la que el dominio constante CL de un anticuerpo esta fusionado por su
extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico.

La invencion describe que el formato de unién a antigeno de la invencion representa un formato heterodimero que
reproduce el motivo de heterodimerizacion CL/CH1 de un anticuerpo clasico y permite asi el plegado correcto de los
formatos de unién con el antigeno de la invencion en un contexto celular. La invencién describe que el dominio
constante CH1 de la primera proteina de fusion y el dominio constante CL de la segunda proteina de fusién estan por
tanto enlazados a través de un enlace disulfuro.

Segun la presente invencion, "anticuerpo” o "inmunoglobulina” tienen el mismo significado, y se usaran igualmente en
la presente invencion. En los anticuerpos naturales, las dos cadenas pesadas estan unidas entre si por enlaces
disulfuro y cada cadena pesada esta unida a una cadena ligera por un enlace disulfuro. Hay dos tipos de cadenas
ligeras, lambda (A) y kappa (k). Hay cinco clases principales de cadena pesada (o isotipos) que determinan la actividad
funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Cada cadena contiene dominios de secuencia
distintos. La cadena ligera incluye dos dominios, un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL). La cadena
pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3, denominados
colectivamente CH). Las regiones variables de ambas cadenas ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento
de union y la especificidad al antigeno. Los dominios de region constante de las cadenas ligera (CL) y pesada (CH)
confieren importantes propiedades bioldgicas, tales como la asociacién de cadenas de anticuerpos, la secrecion, la
movilidad transplacentaria, la uniéon al complemento y la unién a los receptores Fc. El fragmento Fv es la parte N-
terminal del fragmento Fab de una inmunoglobulina que consiste en los dominios variables de una cadena ligera y una
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cadena pesada. La especificidad del anticuerpo reside en la complementariedad estructural entre el sitio de
combinacion del anticuerpo y el determinante antigénico. Los sitios de combinacion de anticuerpos estan constituidos
por residuos que son principalmente de las regiones hipervariables o determinante de complementariedad (CDR).
Ocasionalmente, los recursos de regiones no hipervariables o de marco (FR) influyen en la estructura de dominio
global y, por lo tanto, en el sitio de combinacion. La CDR se refiere a secuencias de aminoacidos que definen juntas
la afinidad y especificidad de unién de la region Fv natural de un sitio de unién de inmunoglobulina nativa. Los dominios
variables de cadena ligera y pesada de una inmunoglobulina tienen tres CDR, denominadas L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDR3, y H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, respectivamente. Un sitio de unién a antigeno, por tanto, incluye seis CDR, que
comprenden el conjunto de CDR de cada una de las regiones V de cadena pesada y ligera. FR se refiere a secuencias
de aminoacidos interpuestas entre CDR.

El término "anticuerpo monoclonal" o "mAb", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de
anticuerpo de una Unica composicidon de aminoacidos, que se dirige contra un antigeno especifico y que es producida
por un solo clon de células B o hibridomas. En consecuencia, el término "hibridoma" denota una célula, que se obtiene
sometiendo una célula B, preparada inmunizando un animal con un antigeno, a una fusion celular con una célula de
mieloma derivada de un ratén o similar que produce el anticuerpo monoclonal deseado que tiene una especificidad
antigénica.

En una realizacion particular, los dominios constantes CH1 y CL de la invencion son dominios constantes
humanizados, y mas preferiblemente dominios constantes CH1 y CL completamente humanos.

Por "humanizado" se entiende mutado de manera que la inmunogenicidad al tener lugar la administracion en pacientes
humanos es menor o inexistente. La humanizacién de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo murino o camélido),
segun la presente invencion, comprende una etapa para reemplazar uno o mas de los aminoacidos de dicho anticuerpo
por su contraparte humana como se encuentra en la secuencia de consenso humana, sin que ese anticuerpo pierda
su caracter tipico, es decir, la humanizacion no afecta significativamente a la capacidad de unidn con el antigeno del
anticuerpo resultante.

En una realizacion en particular, el dominio CL es de una cadena ligera lambda (A) o kappa (k).

En una realizacion en particular, el dominio CH1 es de una IgG, como IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Alternativamente, el
dominio CH1 es de una IgA, IgD, IgE o IgM.

El dominio variable se selecciona entre anticuerpos de dominio tnico (sdAbs).

El término "anticuerpo de dominio Unico" (sdAb) o "VHH" se refiere al dominio variable de cadena pesada unico de
anticuerpos del tipo que se puede encontrar en los mamiferos camélidos que estan desprovistos de forma natural de
cadenas ligeras. Tales VHH también se denominan "nanobody®". Segun la invencién, sdAb puede ser en particular
sdAb de llama.

En una realizacion particular, el dominio de anticuerpo de dominio unico (VHH) es humanizado.
Normalmente, el dominio variable puede dirigirse contra cualquier antigeno.

Por ejemplo, el dominio variable puede ser especifico para una molécula reguladora de células inmunitarias como
CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD26, CTLA-4, ICOS o CD11a. Otros antigenos adecuados incluyen, pero sin limitarse
a ellos, los asociados con células inmunitarias que incluyen moléculas asociadas a células T, como TCR/CD3 o CD2:
dianas asociadas a células NK como NKG2D, FcyRllla (CD16), CD38, CD44, CD56 o CD69; dianas asociadas a
granulocitos tales como FcyRI (CD64), FcaRl (CD89) y CR3 (CD11b/CD18); dianas asociadas a
monocitos/macréfagos (tales como FcyRI (CD64), FcaRI (CD89), CD3 (CD11b/CD18), o receptor de manosa; dianas
asociadas a células dendriticas, como FcyRI (CD64) o receptor de manosa, y dianas asociadas a eritrocitos, como
CR1 (CD35).

Alternativamente, el dominio variable segun la invencion puede dirigirse contra un antigeno de cancer. Los antigenos
de cancer conocidos incluyen, sin limitacion, c-erbB-2 (erbB-2 también se conoce como c-ncu o HER-2), que esta
particularmente asociado con células tumorales de mama, ovario y colon, asi como neuroblastoma, cancer de pulmén,
cancer de tiroides, cancer de pancreas, cancer de préstata, cancer de rifidén y canceres del tracto digestivo. Otra clase
de antigenos del cancer son las proteinas oncofetales de funcién no enzimatica. Estos antigenos se encuentran en
una variedad de neoplasmas y a menudo se denominan "antigenos asociados a un tumor". El antigeno
carcinoembrionario (CEA) y la a-fetoproteina (AFP) son dos ejemplos de este tipo de antigenos de cancer. Los niveles
de AFP aumentan en pacientes con carcinoma hepatocelular: el 69% de los pacientes con cancer de higado expresan
altos niveles de AFP en su suero. CEA es una glicoproteina sérica de 200 kDa que se encuentra en el adenocarcinoma
de colon, asi como en los canceres de pulmén y del tracto genitourinario. Otra clase mas de antigenos contra el cancer
son aquellos antigenos exclusivos de un tumor en particular, denominados a veces "antigenos especificos del tumor”,
como las proteinas de choque térmico (por ejemplo, las proteinas hsp70 o hsp90) de un tipo particular de tumor. Otros
objetivos incluyen los ligandos MICA/B de NKG2D. Estas moléculas se expresan en muchos tipos de tumores, pero
normalmente no en células sanas.
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Los ejemplos especificos adicionales de antigenos de cancer incluyen la molécula de adhesién de células epiteliales
(Ep-CAM/TACSTD1), mesotelina, glicoproteina 72 asociada a un tumor (TAG 72), gp100, Melan-A, MART-1, KDR,
RCAS1, MDA7, vacunas virales asociadas al cancer (por ejemplo, antigenos del virus del papiloma humano), antigeno
prostatico especifico (PSA, PSMA), RAGE (antigeno renal), CAMEL (antigeno reconocido por CTL en el melanoma),
antigenos CT (como MAGE-B5, -B6, -C2, -C3 y D; Mage-12; CT10; NY-ESO-1, SSX-2, GAGE , BAGE, MAGE y
SAGE), antigenos de mucina (p. €j., MUC1, mucina-CA125, etc.), antigenos de gangliésidos asociados con el cancer,
tirosina, gp75, C-myc, Mart1, MelanA, MUM -1, MUM-2, MUM-3, HLA-B7, Ep-CAM, proteinas de choque térmico
derivadas de tumores, y similares (véase también, por ejemplo, Acres et al., Curr Opin Mol Ther 2004 febrero, 6: 40-
7; Taylor-Papadimitriou et al., Biochim Biophys Acta. 8 de octubre de 1999; 1455 (2-3): 301-13; Emens et al., Cancer
Biol Ther. 2003 julio-agosto; 2 (4 Suppl 1): S161- 8; y Ohshima et al., Int J Cancer. 2001 Jul. 1:93 (1): 91-6). Otras
dianas de antigeno de cancer ejemplares incluyen el antigeno similar al antigeno asociado al tumor CA 195 (véase,
por ejemplo, la patente de patente de EE. UU. n® 5.324.822) y los antigenos similares al carcinoma de células
escamosas de orina femenina (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n° 5.306.811), y los antigenos de cancer de
células de mama descritos en la patente de EE.UU. n° 4.960.716.

El dominio variable segun la invencién puede dirigirse a antigenos proteicos, antigenos de carbohidratos o proteinas
glucosiladas. Por ejemplo, el dominio variable puede dirigirse a grupos de glucosilacion de antigenos que son
producidos preferentemente por células transformadas (neoplasicas o cancerosas), células infectadas, y similares
(células asociadas con otros trastornos relacionados con el sistema inmunitario). En un aspecto, el antigeno es un
antigeno asociado a un tumor. En un aspecto ejemplar, el antigeno es O-acetilado-GD2 o glipican-3. En otro aspecto
particular, el antigeno es uno de los antigenos de Thomsen-Friedenreich (TF) (TFA).

El dominio variable segun la invenciéon también puede exhibir especificidad para una proteina asociada al cancer.
Tales proteinas pueden incluir cualquier proteina asociada con la progresion del cancer. Los ejemplos de tales
proteinas incluyen factores de angiogénesis asociados con el crecimiento tumoral, como los factores de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor tisular (TF), los factores de
crecimiento epidérmico (EGF), y receptores de los mismos; factores asociados con la invasividad; y otros receptores
asociados con la progresion del cancer (por ejemplo, uno de los receptores HER1-HER4).

Alternativamente, el dominio variable segun la invencién puede ser especifico para un virus, una bacteria o una diana
asociada a parasitos. Por ejemplo, el dominio variable puede ser especifico para una diana asociada con virus, como
una proteina del HIV (por ejemplo, gp120 o gp41), CMV u otros virus, como el virus de la hepatitis C (HCV).

El dominio variable segun la invencion también puede dirigirse a la albimina o FcRn para aumentar la vida mitad de
los formatos de unién a antigeno de la invencion en la circulacion sistémica.

El dominio variable segun la invencién puede dirigirse alternativamente a un hapteno, y mas en particular un hapteno
de bajo peso molecular, y mas preferiblemente a un hapteno de bajo peso molecular radiomarcado. Los haptenos de
peso molecular segun la invencion pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en metotrexato, histamina
succinilglicina, DTPA (acido dietilen-triamino-pentaacético); DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-
tetraacético) y sus derivados (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n° 4.885.363; 5.087.440; 5.155.215;
5.188.816; 5.219.553; 5.262.532 y 5.358.704 y D. Meyer et al., Invest. Radiol. 1990, 25: S53-55). En una realizacion
en particular, el hapteno esta marcado con un radionucleido. Por ejemplo, los radionucleidos diagndsticos utiles
incluyen, pero sin limitarse a ellos, '%In, 77Lu, '8F, %2Fe, %2Cu, %Cu, 8Cu, ¥Ga, %Ga, 8%Zr, %Tc, '®°Re, '®8Re u otros
emisores de radiaciones gamma, beta o positrones. Los radionucleidos terapéuticos particularmente Utiles incluyen,
pero no se limitan a ellos, ""'In, "77Lu, 2'2Bi, 2'3Bi, 2''At, 62Cu, %Cu, 87Cu, %Y, 125], 131], 32p 33p 475¢c, 111Ag, 87Ga, 42Pr,
153Sm, 161Tp, 166Dy’ 188Hp, 186Re, 188Re, 189Re, 212Pb, 223Ra, 225Ac, Fe, 75Se, 77As, 89Sr, ©Mo, 195Rh, 199Pd, 143Pr,
149pm, 169Er, 194|r 1987 199Ay y 211pp.

Los dominios constantes y los dominios variables segun la invencion pueden prepararse facilmente por un experto en
la materia usando una experimentacion rutinaria.

Por ejemplo, los dominios constantes y los dominios variables segun la invencidon pueden ser de anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos de interés pueden ser producidos por un
animal (incluyendo, pero sin limitarse a ellos, seres humanos, ratones, camélidos, ratas, conejos, hamsteres, cabras,
caballos, pollos o pavos), sintetizados quimicamente, o expresados de forma recombinante. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales pueden prepararse y aislarse utilizando cualquier técnica que proporcione la produccién de
moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares continuas en cultivo. Las técnicas para la produccion y el
aislamiento incluyen, entre otras, la técnica de hibridoma descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975); la técnica
de hibridoma de células B humanas (Cote et al., 1983); y la técnica de hibridoma EBV (Cole et al. 1985). También se
pueden usar otros métodos conocidos para producir lineas de células B transformadas que producen anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion pueden producirse mediante técnicas de ADN
recombinante, por ejemplo, producidas por la presentacion de fago o por métodos combinatorios. Véase, por ejemplo,
la patente de EE.UU. n° 5.223.409; y los documentos WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO
93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; o WO 90/02809. Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion se
pueden purificar por cualquier método conocido en la técnica para la purificacion de una molécula de inmunoglobulina,
por ejemplo, por cromatografia (p. €j. cromatografia de intercambio i6nico, de afinidad y de clasificacion por tamafio),
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centrifugacion, solubilidad diferencial, o por cualquier otra técnica estandar para la purificacion de proteinas. Ademas,
los anticuerpos pueden fusionarse con secuencias polipeptidicas heterélogas descritas en el presente documento o
conocidas de alguna ofra forma en la técnica, para facilitar la purificacion. Finalmente, los genes que codifican el
dominio constante o el dominio variable segun la invencion se pueden recuperar del ADN de hibridomas o fagos
relevantes. En una realizacién particular, los anticuerpos monoclonales son anticuerpos totalmente humanos o
anticuerpos humanizados.

Los scAbs se generan generalmente mediante la clonacion por PCR del repertorio del dominio V del ADNc de la
sangre, ganglios linfaticos o bazo obtenido de animales inmunizados en un vector de presentacion de fago, como
pHENZ2. Los scAbs especificos de antigeno se seleccionan comunmente mediante el panning de bibliotecas de fagos
sobre antigeno inmovilizado, p. €j. antigeno recubierto sobre la superficie de plastico de un tubo de ensayo, antigenos
biotinilados inmovilizados sobre esferas de estreptavidina, o proteinas de membrana expresadas en la superficie de
las células. Sin embargo, tales scAbs muestran con frecuencia afinidades por su antigeno mas bajas que los scAbs
derivados de animales que han recibido varias inmunizaciones. La alta afinidad de los scAbs de las bibliotecas
inmunitarias se atribuye a la seleccién natural de los sdAbs variantes durante la expansion clonal de las células B en
los 6rganos linfoides de animales inmunizados. La afinidad de los sdAbs de bibliotecas no inmunes se puede mejorar
a menudo imitando esta estrategia in vitro, es decir, mediante mutagénesis dirigida al sitio de las regiones CDR y
rondas adicionales de panning en antigeno inmovilizado en condiciones de mayor rigor (temperatura mas alta,
concentracion de sal alta o baja, pH alto o bajo y bajas concentraciones de antigeno). Los sdAbs derivados de
camélidos se expresan y purifican facilmente a partir del periplasma de E. coli a niveles mucho mas altos que los
correspondientes dominios de los anticuerpos convencionales. Los sdAbs generalmente muestran alta solubilidad y
estabilidad y también pueden producirse facilmente en células de levadura, plantas y mamiferos. Por ejemplo, las
"patentes de Hamers" describen métodos y técnicas para generar VHH contra cualquier diana deseada (véase, por
ejemplo, la patente de EE. UU. n° 5.800.988; patente de EE. UU. n° 5.874.541 y patente de EE. UU. n° 6.015.695).
Las "patentes de Hamers” describen mas concretamente la produccion de sdAbs en huéspedes bacterianos como E.
coli (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n° 6.765.087) y en huéspedes eucariotas inferiores, como los mohos
(por ejemplo, Aspergillus o Trichoderma) o en levadura (por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula o
Pichia) (ver, por ejemplo, la patente de EE. UU. n°® 6.838.254). En un anticuerpo especifico, los sdAbs de la invencion
pueden humanizarse adicionalmente.

La invencion describe que los dominios constantes CH1 y CL de las proteinas de fusion se fusionan directamente en
sus extremos N-terminales al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico.

Como se usa en el presente documento, el término "directamente” significa que el aminoacido (primero o ultimo) en el
extremo terminal (extremo N- o C-terminal) del dominio constante se fusiona con el aminoacido (primero o ultimo) en
el extremo terminal (extremo N- o C-terminal) del dominio variable.

En otras palabras, en esta realizacion, la invencién describe que el primer aminoacido del extremo N-terminal de dicho
dominio constante CH1 o CL esta unido directamente por un enlace covalente al ultimo aminoacido del extremo C-
terminal de dicho dominio variable de un anticuerpo.

La invencion describe que el dominio constante CH1 de la primera proteina de fusién se fusiona por su extremo C-
terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio Unico a través del espaciador DKT (SEQ ID NO: 30).

La secuencia DKT esta presente de modo natural en el extremo C- terminal del dominio CH1 humano de anticuerpos.

La invencioén describe que los formatos de unidn a antigeno de la invencion tienen 3 dominios variables y puede por
tanto ser mono-, bi- o tri-especifico para los antigenos de interés. En consecuencia, cada dominio variable del formato
de unidn a antigeno segun la invencion tiene la capacidad de unirse a un antigeno por si mismo. La unién a antigeno
no es la misma que se observa clasicamente para la unién de un anticuerpo a un antigeno (la entidad responsable de
la unién al antigeno es el complejo formado por los dominios variables VL y CH), sino que se aproxima a la misma
que se observo para mamiferos camélidos: un dominio variable (VH, VL o VHH) puede unirse a un antigeno por si
mismo.

En algunas realizaciones, el formato de unién a antigeno de la invencion puede ser monoespecifico cuando todos los
dominios variables estan dirigidos contra el mismo antigeno. Ademas, el formato de unién al antigeno de la invencion
puede ser biespecifico, cuando la combinacién de dominios variables los hace dirigidos contra dos antigenos
particulares (por ejemplo, CEA y CD16). Segun esta realizacion, dicho formato de unién al antigeno es bivalente; es
decir, dos de los tres dominios variables estan dirigidos contra el mismo antigeno (por ejemplo, CEA o CD16). Ademas,
el formato de unién al antigeno de la invencion puede ser triespecifico, cuando la combinacién de dominios variables
los hace dirigidos contra tres antigenos particulares (por ejemplo, CEA, CD3 y CD16 o CEA, CD16, albumina humana
o CEA, CD3, albumina humana).

En una realizacion particular, el formato de union al antigeno de la invencion es biespecifica, en donde dos dominios
variables son especificos para un antigeno de cancer (por ejemplo, CEA) y el ultimo dominio variable es especifico
para una molécula reguladora de células inmunitarias (por ejemplo, CD16).
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En una realizaciéon particular, la invencion describe que el formato de la union al antigeno de la invencion es
triespecifico, en donde un primer dominio variable es especifico para un antigeno de cancer (por ejemplo, CEA o
cualquier antigeno de cancer), un segundo dominio variable es especifico para una primera molécula reguladora de
células inmunitarias (por ejemplo, CD16), y un tercer dominio variable es especifico para una segunda molécula
reguladora de células inmunitarias (por ejemplo, CD3). Mas en particular, la invencion se refiere a un formato de unién
al antigeno en el que un primer dominio variable es especifico para un antigeno de cancer, un segundo dominio
variable es especifico para una molécula de las células asesinas naturales (por ejemplo, CD16), y un tercer dominio
variable es especifico para una molécula de células T (por ejemplo, CD3). proporciona la ventaja de destruir células
tumorales asesinas con mas potencia al proporcionar el redireccionamiento a las células NK y a las células T. Dicho
formato de unién con el antigeno contribuye también a la estimulacién del sistema inmunitario adaptativo, porque
potencialmente se podrian generar linfocitos T destructores del tumor, y se podria establecer la vacunacion (es decir,
la provision de una respuesta inmunitaria a largo plazo y células de memoria que podrian generar rapidamente una
respuesta nueva y eficiente en el caso de desarrollo de metastasis.

En una realizacion particular, la invencion describe que el formato de unién del antigeno de la invencidn consiste en:

- una primera proteina de fusion que consiste en un dominio CH1 fusionado directamente por su extremo N-
terminal a un anticuerpo de dominio Unico especifico para CD16 y fusionado a través de un espaciador por
su extremo C-terminal a un anticuerpo de dominio Unico especifico para el antigeno carcinoembrionario (CEA)
en donde dicho espaciador es DKT; y

- una segunda proteina de fusion que consiste en un dominio CL de una cadena ligera kappa (k) fusionada
directamente por su extremo N-terminal con un anticuerpo de dominio Unico especifico para el antigeno
carcinoembrionario (CEA).

En una realizacion particular, la invencién describe que un formato de union de antigeno de la invencion se representa
mediante el formato 514-515 o0 1214-1215 en la figura 1.

En una realizacion particular, la invencion describe que el formato de unidén del antigeno de la invencion es
triespecifico, en donde el primer dominio variable es especifico para un antigeno de cancer (por ejemplo, CEA), el
segundo dominio variable es especifico para una molécula reguladora de células inmunitarias (por ejemplo, CD16), y
el tercer dominio variable es especifico para la albumina. Mas en particular, la invencion se refiere a un formato de
unioén al antigeno en el que un primer dominio variable es especifico para un antigeno de cancer, un segundo dominio
variable es especifico para una molécula de célula asesina natural (por ejemplo, CD16), y un tercer dominio variable
es especifico para una albumina. La vida mitad del formato de unidn al antigeno en la circulacion sistémica puede asi
aumentar sin afectar a sus efectos de destruccion de células tumorales.

Acidos nucleicos, vectores y células hospedadoras recombinantes de la invencion:

Otro objeto mas de la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un formato de unién
a antigeno segun las reivindicaciones.

Como se usa en el presente documento, una secuencia "que codifica” un producto de expresion, como un ARN, un
polipéptido, una proteina o una enzima, es una secuencia de nucleétidos que, cuando se expresa, da como resultado
la produccién de ese ARN, polipéptido, proteina o enzima, es decir, la secuencia de nucleétidos codifica una secuencia
de aminoacidos para ese polipéptido, proteina o enzima. Una secuencia de codificacion para una proteina puede
incluir un codén de inicio (generalmente ATG) y un codén de parada.

Estas moléculas de acido nucleico pueden obtenerse por métodos convencionales bien conocidos por los expertos en
la técnica.

Normalmente, dicho acido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que puede incluirse en un vector adecuado, como
un plasmido, un césmido, un episoma, un cromosoma artificial, un fago o un vector viral.

Asi pues, un objeto adicional de la presente invencion se refiere a un vector y un casete de expresion en el que una
molécula de acido nucleico que codifica un formato de unién a antigeno de la invencion esta asociada con elementos
adecuados para controlar la transcripcion (en particular un promotor, potenciador y, opcionalmente, terminador) y
opcionalmente la traduccién, y también los vectores recombinantes en los que se inserta una molécula de acido
nucleico segun la invencion. Estos vectores recombinantes pueden ser, por ejemplo, vectores de clonacion, o vectores
de expresion.

Como se usa en este documento, los términos "vector", "vector de clonacion y "vector de expresion" significan el
vehiculo por el cual se puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula
hospedadora, para transformar el hospedador y promover la expresion (por ejemplo, transcripcion y traduccion) de la
secuencia introducida.

La invencion escribe que el vector es un vector bicistronico que incluye dos moléculas de acido nucleico, cada una de
las cuales codifica una proteina de fusion del formato de unién al antigeno.
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Se puede usar cualquier vector de expresion para células animales. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen
pAGE107 (Miyaji H et al. 1990), pAGE103 (Mizukami T et al. 1987), pHSG274 (Brady G et al. 1984), pKCR (O'Hare K
et al. 1981), pSG1 beta d2- 4- (Miyaji H ef al. 1990) y similares.

Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos de replicacion que comprenden un origen de replicacion, o plasmidos
integrativos, como por ejemplo puC, pcDNA, pBR y similares.

Otros ejemplos de vectores virales incluyen vectores adenovirales, retrovirales, virus del herpes y vectores AAV. Tales
virus recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas en este campo, tales como transfectando células
de empaquetamiento o mediante transfeccion transitoria con plasmidos o virus colaboradores. Los ejemplos tipicos
de células empaquetadoras de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPcnv+, células 293, etc. Se
pueden encontrar protocolos detallados para producir tales virus recombinantes defectuosos en la replicacién, por
ejemplo en los documentos W095/14785, WO 96/22378, patente de EE.UU. n° 5.882.877, patente de EE.UU. n°
6.013.516, patente de EE.UU. n° 4.861.719, patente de EE.UU. n°® 5.278.056 y documento WO 94/19478.

Los ejemplos de promotores y potenciadores utilizados en el vector de expresidon para células animales incluyen el
promotor temprano y el potenciador de SV40 (Mizukami T. et al. 1987), el promotor LTR y el potenciador del virus de
la leucemia de ratén Moloney (Kuwana Y et al. 1987), promotor (Mason JO et al. 1985) y potenciador (Gillies SD et al.
1983) de la cadena H de inmunoglobulina y similares.

La invencion incluye también sistemas de administracién de genes que comprenden una molécula de acido nucleico
de la invencion, que puede usarse en terapia génica in vivo o ex vivo. Esto incluye, por ejemplo, vectores de
transferencia viral tales como los derivados de retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados, lentivirus, que se utilizan
convencionalmente en terapia génica. Esto también incluye sistemas de administracion de genes que comprenden
una molécula de acido nucleico de la invencion y un vehiculo de administracion de genes no viral. Los ejemplos de
vehiculos de administracion de genes no virales incluyen liposomas y polimeros tales como polietileniminas,
ciclodextrinas, polimeros de histidina/lisina (HK), etc.

Un sujeto de la presente invencidon es también una célula hospedadora procariota o eucariota transformada
genéticamente con al menos una molécula de acido nucleico o vector segun la invencion (preferiblemente un vector
bicistronico como se describio antes).

El término “transformacion” significa la introduccion de un gen, secuencia de ADN o ARN “extrafio” (es decir, extrinseco
o extracelular), en una célula hospedadora, de forma que la célula hospedadora exprese el gen o secuencia
introducidos, para producir una sustancia deseada, normalmente una proteina o enzima codificada por el gen o la
secuencia introducidos. Una célula hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducidos ha sido
“transformada”.

En una realizacién en particular, para expresar y producir formatos de unién a antigeno de la invencion, se escogeran
células procariotas, en particular células E. coli. En realidad, segun la presente invencion, no es obligatorio producir el
formato de unién a antigeno de la invencion en un contexto eucariético que favorezca las modificaciones post-
traduccionales (p. €j. glicosilacion). Ademas las células procariotas tienen la ventaja de producir proteina en grandes
cantidades. Si se necesita un contexto eucariético, las levaduras (p. ej. cepas de saccharomyces) pueden ser
particularmente adecuadas ya que permiten la produccion de grandes cantidades de proteinas. De otra forma, podrian
usarse lineas de células eucariotas tipicas, tales como CHO, BHK-21, COS-7, C127, PER.C6, YB2/0 o HEK293, por
su capacidad para procesar las modificaciones post-traduccionales correctas del formato de unién a antigeno de la
invencion.

En consecuencia, otro aspecto de la invencién describe una célula hospedadora que comprende una molécula de
acido nucleico que codifica un formato de unién a antigeno segun las reivindicaciones o un vector segun las
reivindicaciones.

La construccion de vectores de expresion segun la presente invencion, y la transformacion de las células
hospedadoras pueden llevarse a cabo usando técnicas convencionales de biologia molecular. Los formatos de union
a antigeno de la invencion pueden obtenerse, por ejemplo, cultivando células transformadas genéticamente segun la
invencion y recuperando el formato de union a antigeno expresado por dicha célula, a partir del cultivo. Entonces, si
es necesario, pueden purificarse por procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la técnica, por
ejemplo mediante precipitacion fraccionada, en particulas precipitacion con sulfato amonico, electroforesis, filtracion
en gel, cromatografia de afinidad, etc. En particular, pueden usarse métodos convencionales para preparar y purificar
proteinas recombinantes, para producir las proteinas segun la presente invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para producir un formato de union a antigeno de las
reivindicaciones que comprenden la etapa que consiste en: (i) cultivar una célula hospedadora transformada segun la
invencion bajo condiciones adecuadas para permitir la expresion de dicho formato de unién a antigeno; y (ii) recuperar
el formato de unién a antigeno expresado.
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Métodos terapéuticos y usos de la invencion:

La presente invencion proporciona métodos y composiciones (tales como composiciones farmacéuticas) para tratar el
cancer o enfermedades infecciosas. Los formatos de union a antigeno de la invencién son de hecho particularmente
adecuados para el tratamiento de enfermedades tales como cancer o enfermedades infecciosas.

Por tanto, un objeto adicional de la invencion se refiere a un formato de union a antigeno de la invencién para su uso
como medicamento.

Mas concretamente, un aspecto de la invencion se refiere a un formato de unién a antigeno de la invencién para uso
en el tratamiento de cancer o enfermedades infecciosas.

En el contexto de la invencion, el término "tratar" o "tratamiento”, como se usa en este documento, significa revertir,
aliviar, inhibir el progreso o prevenir el trastorno o la condicion a la que se aplica dicho término, o uno o mas sintomas
de tal trastorno o condicion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "enfermedad infecciosa" pretende abarcar cualquier enfermedad
que resulte de una infeccién mediada por un virus, una bacteria o un parasito. Por lo tanto, el término incluye, pero no
se limita a ella, la infeccién con virus, como el virus de inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C, con parasitos como Plasmodium falciparum (agente causante de la malaria) o con bacterias como
mycobacterium tuberculosis.

Tal como se usa en el presente documento, el término "cancer” pretende abarcar tumores solidos primarios y
metastasicos, incluidos carcinomas de mama, colon, recto, pulmon, orofaringe, hipofaringe, eséfago, estémago,
pancreas, higado, vesicula biliar y conductos biliares, intestino delgado, rifidn, vejiga, urotelio, tracto genital femenino
(incluyendo cérvix, utero y ovario, asi como coriocarcinoma y enfermedad trofoblastica gestacional), tracto genital
masculino (incluyendo prostata, vesiculas seminales, testiculos y tumores de células germinales), glandulas
endocrinas (incluidas las glandulas tiroides, suprarrenales e hipofisarias), y la piel, asi como hemangiomas,
melanomas, sarcomas (incluidos los que se originan en los huesos y tejidos blandos, asi como el sarcoma de Kaposi)
y tumores del cerebro, nervios, ojos, tales como astrocitomas, gliomas, glioblastomas, retinoblastomas, neuromas,
neuroblastomas, Schwannomas y meningiomas. El término cancer también se relaciona con tumores procedentes de
neoplasias malignas hematopoyéticas, asi como las leucemias y los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin.

Otro aspecto de lainvencion se refiere a un método para tratar el cancer o una enfermedad infecciosa, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad de formato de unién a antigeno segun las reivindicaciones.

Como se usa en el presente texto, el término “sujeto” denota un mamifero, tal como un roedor, un felino, un canino y
un primate. Preferiblemente, un sujeto segun la invencion es un ser humano.

El formato de unién a antigeno de la invencion puede ser administrado en forma de composicién farmacéutica, como
se define a continuacion.

Preferiblemente, los formatos de unién a antigeno de la invenciéon se administran en una cantidad terapéuticamente
efectiva.

La expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" significa una cantidad suficiente de los ingredientes activos de la
invencion para tratar el cancer o la enfermedad infecciosa en una relacién razonable de beneficio/ riesgo aplicable a
cualquier tratamiento médico.

Se entendera que el uso diario total de los formatos de union a antigeno de la invencion sera decision del médico
asistente, dentro del alcance del criterio médico acertado. El nivel de dosis terapéuticamente efectiva, especifico para
cualquier sujeto en particular, dependera de diversos factores que incluyen el trastorno que se esta tratando y la
gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada, la edad,
el peso corporal, el estado general, el sexo y la dieta del sujeto; el tiempo de administracion, la via de administracion
y la tasa de excrecion de los formatos de unién a antigeno especificos empleados; la duraciéon del tratamiento;
farmacos utilizados en combinacion o coincidentes con los formatos de unién a antigeno especificos empleados; y
otros tipos de factores bien conocidos en las artes médicas. Por ejemplo, esta dentro de la experiencia de la técnica
iniciar dosis de los formatos de unidon a antigeno a niveles inferiores a los requeridos para conseguir el efecto
terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se haya logrado el efecto deseado.

Un planteamiento para la terapia y diagnostico del cancer también puede implicar el uso de un formato de unién a
antigeno biespecifico segun la invencion, que tenga al menos un brazo que se une especificamente a un antigeno del
cancer y al menos otro brazo que se une especificamente a un hapteno de bajo peso molecular. En esta metodologia,
se administra el formato de union al antigeno de la invencion y se le permite dirigirse al antigeno del cancer, y por
tanto al tumor. Algun tiempo después, se administra un hapteno de bajo peso molecular radiomarcado, que al ser
reconocido por la segunda especificidad del formato de unién al antigeno, también se localiza en el tumor.
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En otra realizacion en particular, el formato de unién a antigeno segun la invenciéon puede actuar como un ligando
para un receptor o canal celular. Por tanto, el formato de unién a antigeno segun la invencion puede representar un
agonista, un agonista parcial o un antagonista para un receptor.

Métodos de diagndstico y usos de la invencion:

Los formatos de unién a antigeno de la invencion pueden ser también particularmente adecuados para diagnosticar o
controlar una enfermedad. Dicha enfermedad puede ser una cualquiera y puede seleccionarse, por ejemplo, entre el
grupo que consiste en canceres y enfermedades infecciosas.

Un aspecto adicional de la invencion describe uso de un formato de unién a antigeno de la invencion para diagnosticar
o controlar una enfermedad que puede seleccionarse entre el grupo que consiste en canceres y enfermedades
infecciosas.

En una realizacion particular, los formatos de unién a antigeno de la invencién pueden marcarse con una molécula o
sustancia detectable, tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualquier otro marcador conocido
en la técnica. En la técnica se sabe que los marcadores proporcionan generalmente una sefial (directa o
indirectamente).

Como se usa en este documento, se entiende que el término "marcado”, en relaciéon con el anticuerpo, abarca el
marcado directo del anticuerpo mediante el acoplamiento (es decir, la unién fisica) al anticuerpo de una sustancia
detectable, como un agente radioactivo o un fluoréforo (p. €j., isotiocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) o
indocianina (Cy5)), asi como el etiquetado indirecto del anticuerpo por reactividad con una sustancia detectable.

Un formato de unién a antigeno de la invencién puede marcarse con una molécula radiactiva por cualquier método
conocido en la técnica. Por ejemplo, las moléculas radiactivas incluyen, pero no se limitan a ellas, atomos radiactivos
para estudios escintigraficos, como 1123, 1124, In111, Re186, Re188. Los formatos de unién a antigeno de la invencién
también pueden marcarse con una etiqueta de spin para imagenes de resonancia magnética nuclear (RMN) (también
conocida como imagen de resonancia magnética, IRM), como yodo-123, yodo-131, indio-111, fldor-19, carbono-13,
nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Una "muestra bioldgica” abarca una variedad de tipos de muestras obtenidas de un sujeto y puede usarse en un
ensayo de diagndstico o de seguimiento. Las muestras bioldgicas incluyen, pero no se limitan a ellas, muestras de
sangre y otras muestras liquidas de origen bioldgico, muestras de tejido sdélido, como especimenes de biopsias
especificas o cultivos de tejidos o células derivadas de ellas, y su progenie. Por ejemplo, las muestras biolégicas
incluyen células obtenidas de una muestra de tejido obtenida de un individuo sospechoso de tener una enfermedad
cancerosa. Por lo tanto, las muestras bioldgicas abarcan muestras clinicas, células en cultivo, sobrenadantes
celulares, lisados celulares, suero, plasma, fluido biolégico y muestras de tejido.

Los formatos de union a antigeno de la invencion pueden ser Utiles para el estadiaje de enfermedades cancerosas
(por ejemplo, en radioimagen).

Composiciones farmacéuticas y kits de la invencion:

La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden formatos de unién a antigeno de la
invencion.

Por tanto, los formatos de unidon a antigeno de las reivindicaciones pueden combinarse con excipientes
farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, matrices de liberacion sostenida tales como polimeros
biodegradables, para formar composiciones terapéuticas.

"Farmacéuticamente” o "farmacéuticamente aceptables” se refiere a las entidades moleculares y composiciones que
no producen reacciones adversas, alérgicas u otra reaccion inconveniente cuando se administran a un mamifero,
especialmente a un ser humano, segun corresponda. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere
a una carga no solida, semisdlida o liquida no téxica, un diluyente, un material de encapsulacion o un auxiliar de
formulacioén de cualquier tipo.

La forma de las composiciones farmacéuticas, la via de administracion, la dosis y el régimen dependen naturalmente
de la afeccion a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del paciente, etc.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden formularse para una administracion tdpica, oral, parenteral,
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraocular, y similares.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién capaz de ser inyectada. Estos pueden ser en particular soluciones isotonicas, estériles, salinas
(fosfato monosédico o disddico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares y mezclas de dichas sales), o
secas, especialmente composiciones liofilizadas que, dependiendo del caso, la adiciéon de agua esterilizada o solucion
salina fisiolégica permite la constitucion de soluciones inyectables.
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Las dosis utilizadas para la administracion pueden adaptarse en funcién de diversos parametros, y en particular en
funciéon del modo de administracion utilizado, de la patologia relevante o, alternativamente, de la duracion deseada
del tratamiento.

Para preparar composiciones farmacéuticas, una cantidad efectiva del formato de unién a antigeno puede disolverse
o dispersarse en un vehiculo o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones, que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una capacidad de uso facil de jeringas. Debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse contra la accién contaminante de los
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Las soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacolégicamente aceptables se pueden preparar
en agua mezclada adecuadamente con un agente tensioactivo, como la hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones pueden
también prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos, y en aceites. En condiciones
normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos.

Un formato de unién a antigeno de la invencién se puede formular en una composicién en forma neutra o salina. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de
la proteina), y que se forman con acidos inorganicos como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos tales como aceético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El vehiculo también puede ser un solvente o un medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites
vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, usando un recubrimiento como la lecitina, por el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersiéon y por el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accion de los microorganismos puede ser provocada por diversos agentes antibacterianos y
antifngicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables se puede lograr mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la
absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la cantidad requerida de los compuestos activos en el
solvente apropiado con algunos de los otros ingredientes enumerados anteriormente, seguin el caso, seguido de
esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado al vacio vy liofilizacion que producen un
polvo del ingrediente activo, mas cualquier ingrediente adicional que se desee, de una solucion del mismo sometida
previamente a una filtracion estéril.

También se contempla la preparacion de soluciones mas concentradas, o altamente concentradas, para inyeccion
directa, donde se contempla el uso de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetracion
extremadamente rapida, que suministra altas concentraciones de los agentes activos a un area tumoral pequenfa.

Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacién de dosificacion y
en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de
formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden
emplearse capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Para administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucién debe tamponarse adecuadamente, si
es necesario, y el diluyente liquido debe primero hacerse isoténico con suficiente solucion salina o glucosa. Estas
soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea e intraperitoneal. En conexidon con esto, los medios acuosos estériles que pueden emplearse seran
conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion. Por ejemplo, podria disolverse una dosis
en 1 ml de solucion isotonica de NaCl y afiadirse a 1000 ml de liquido de hipodermoclisis o inyectarse en el lugar
propuesto para la infusion (véase, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences” 152 edicion, paginas 1035-
1038 y 1570-1580). Alguna variacion en la dosificacion tendra lugar necesariamente dependiendo de la condicion del
sujeto que se esta tratando. La persona responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis
apropiada para el sujeto en concreto.

Los formatos de unién a antigeno de la invencion pueden formularse dentro de una mezcla terapéutica para que
comprenda de aproximadamente 0,0001 a 1,0 miligramos, o de aproximadamente 0,001 a 1,0 miligramos, o de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2735981 T3

aproximadamente 0,01 a 1,0 miligramos, o de aproximadamente 0,1 a 1,0 miligramos o incluso aproximadamente 10
miligramos por dosis. También se pueden administrar dosis multiples.

Ademas de los compuestos formulados para administracion parenteral, como la inyeccion intravenosa o intramuscular,
otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros solidos para administracion
oral; capsulas de liberacion prolongada; y cualquier otra forma actualmente utilizada.

En ciertas realizaciones, se contempla el uso de liposomas y/o nanoparticulas para la introducciéon de formatos de
union a antigeno en células hospedadoras. La formacion y el uso de liposomas y/o nanoparticulas son conocidos por
los expertos en la técnica.

Las nanocapsulas generalmente pueden atrapar compuestos de manera estable y reproducible. Para evitar los efectos
secundarios debidos a la sobrecarga de polimeros intracelulares, tales particulas ultrafinas (con un tamafio
aproximado de 0,1 ym) se disefian generalmente utilizando polimeros capaces de degradarse in vivo. Para su uso en
la presente invencién se contemplan nanoparticulas biodegradables de polialquil-cianoacrilato que cumplen estos
requisitos, y dichas particulas pueden obtenerse faciimente.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que, una vez dispersados en un medio acuoso, forman
espontaneamente vesiculas bicapa concéntricas multilamelares (también denominadas vesiculas multilamelares
(MLV)). Las MLV generalmente tienen diametros que van desde 25 nm a 4 pm. La sonicacién de MLV da como
resultado la formacion de pequefias vesiculas unilamelares (SUV) con diametros en el margen de 200 a 500 A, que
contienen una solucién acuosa en el nucleo. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza
i6nica y la presencia de cationes divalentes.

La invencion también describe kits que comprenden al menos un formato de unién a antigeno de la invencion. Los kits
que contienen los formatos de unién a antigeno de la invencion encuentran uso en métodos terapéuticos o ensayos
de diagndstico.

Lainvencion se ilustrara mas detalladamente mediante las figuras y ejemplos que siguen. Sin embargo, estos ejemplos
y figuras no deben interpretarse en modo alguno como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras
Figura 1: Representacion de varios formatos de anticuerpo biespecificos.

Figura 2: Experimentos de citometria de flujo demostrando una afinidad aparente mas alta de anticuerpos biespecificos
bivalentes (bbsAb) frente a monovalentes (bsFab). CEA: células MC38-CEA CD16: células Jurkat-CD16.

Figura 3: Ensayos de citotoxicidad in vitro realizados por citometria de flujo utilizando células NK humanas y
anticuerpos biespecificos.

Ejemplo:
Materiales y métodos
1/Construccién de los nuevos formatos

p501 (SEQ ID NO: 9): Insercién del gen sdAb 17 anti-CEA (Behar, G., Chames, P., Teulon, I., Cornillon, A., Alshoukr.
F., Roquet, F., Pugniere, M., Teillaud, J.-L., Gruaz Guyon, A., Pelegrin, A. y Baty, D “Llama single domain antibodies
directed against non-conventional epitopes of tumor-associated carcinoembryonic antigen (CEA) absent from non-
specific cross-reacting antigen (NCA)”. FEBS J. 2009, 276, 3881 - 93) de pHen1-CEA17 (SEQ ID NO: 10) en p1 (SEQ
ID NO: 11) en el extremo C-terminal del dominio CH1 (sitio Not I):

PCR: 5 ng pHen1-CEA17 (SEQ ID NO: 10), 0.5 U Taq Polymerase Deep-vent (New England Biolabs), 10 uM de
cebador 5' Not VHH y cebador 3' Not VHH rev, 5 yL Tp 10X, 1 pyl MgSO4 1 mM, 4 pl dNTP 2,5 mM, H»O hasta 50 pl,
94 °C 3 min., 94 °C 45s.,60°C 45 s., 72 °C 45 s. x 35 ciclos, 72 °C 10 min.

Cebador 5 ' Not WHH Not

SEQID NO 1:
CCACGATTCTGCGGCCGCAGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
Cebador 3’ No VHH rev

SEQ ID NO 2:
TTTTTGTTCTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCTGGG
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El fragmento de PCR se purificé en gel de agarosa al 2% usando el kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel) y se
eluyo en 50 L de tampdn NE.

La digestion de p1 (SEQ ID NO: 11) (5 pg) por Not | (50 U), 30 pL de tampdn 3 10x, 30 pL de BSA 10 mg/ml, H.O
hasta 300 ul 1 h a 37 °C, seguido de desfosforilacion usando 10 U de CIP (Biolabs), 30 min a 37 °C. El CIP se inactivo
usando 9 pl de EDTA 0,5 M 1 h a 65 °C, se traté con fenol y se precipité 16 h a -20 °C usando 1 volumen de NaOAc
0,3 My 3 volimenes de etanol al 96%, seguido de 10 min de centrifugacién a 16.000 g, lavado del sedimento usando
750 pl de etanol al 70%. El sedimento seco se resuspendio en 20 ul de H»O.

Se digirié el fragmento de PCR (20 pl) utilizando Notl (100 U) (30 pl tampon 3 10X, 30 pyl BSA 10 mg/ml, H2O hasta
300 pl 1 h a 37 °C). Después del tratamiento con fenol, el fragmento de PCR digerido se precipité a 16 °C y -20 °C
usando 1 volumen de NaOAc 0,3 M y 3 volumenes de etanol al 96%, seguido de centrifugacion durante 10 min a
16.000 g, lavado del sedimento usando 750 pl de etanol al 70%. El sedimento seco se resuspendié en 20 pL de H20.

Ligacion: 120 ng del vector p1 (SEQ ID NO: 11 ) y 60 ng de fragmento de PCR utilizando 10 U de ligasa (Biolabs), 1
pl de tampoén 10X, H2O hasta 10 ul, 1 h a temperatura ambiente, 10 min a 65 °C.

Tres pl de la ligacion se sometieron a electroporacion en 40 ul de células TG1 electrocompetentes. Las células se
resuspendieron en 1 ml de SOC, 1 h a 37 °C, se agitaron a 180 rpm y se colocaron en discos de LB/ampicilina.

Se realizaron dos (2) series de PCR de colonia en 48 colonias para verificar el evento de ligacion.
PCR1:

Cebador 5' M13 inversa

SEQ ID NO 3:

CAGGAAACAGCTATGAC

y

Cebador 3’ Hind 111+40

SEQ ID NO 4:

GCTGAAAATCTTCTCTCATCCG
PCR2:

Cebador 5' Flag

SEQ ID. NO 5:

GCAGGTGATTACAAAGACGATG

y

Cebador 3’ Not VHH rev (SEQ ID NO: 2)

(0,25 U Dynazyme Il (Finnzyme), 2,5 pL de tampon 10X, 10 mM dNTP, H2O hasta 25 pL, 94 °C 3 min., 94 °C 45 s.,
60 °C45s.,72°C 45s. x 35ciclos, 72 °C 10 min).

Se sometieron a ensayo cuatro clones positivos en relacion con la expresion: induccién 12 h a 30 °C, IPTG 100 pM,
carga de lisado celular en SDS-PAGE al 15% y transferencia Western utilizando 9E10-HRP diluido 1/100).

Se comprobaron las secuencias (Millegen).
p514 (SEQ ID NO: 12): Insercion del fragmento Nhel/Hindlll de p501 (SEQ ID NO: 9) en p14 (SEQ ID NO: 13):

10 pg de cada vector se digirieron en 10 pl de tampdn 2 10x , 10 yl de BSA (10 mg/ml) 20 U Nhel, 20 U de Hindlll,
H>0O hasta 100 pl, 1 hora a 37°C. Se desfosforilé p14 (SEQ ID NO: 13) y se resuspendié en TE (véase anteriormente).

Los fragmentos se purificaron en gel como se indico anteriormente utilizando NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel)
y se eluyeron con 25 pl de H;O Los fragmentos se ligaron y la ligacion se electroporé como anteriormente.

Se realiz6 PCR de colonias con los cebadores 5' sigpelbfor (SEQ ID NO 6: TACCTATTGCCTACGGCAGCC) y 3'
Hindlll + 40 (SEQ ID NO 4), 0,25 U Dynazyme Il (Finnzyme), 2,5 pl de tampdn 10X, 4 yl dNTP 2,5 mM, H,O hasta 25
pl, 94 °C 3 min, 94 °C 1 min 30 s, 60 °C 1 min 30 s, 72 °C 1 min. 30 s. x 35 ciclos, 72 °C 10 min. Se analizaron cuatro
clones positivos para determinar la expresion como antes, y se verificaron las secuencias (Millegen).
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p515 (SEQ ID NO: 14 ): Insercion del fragmento Nhel/Hin dlll de p501 (SEQ ID NO: 9) en p15 (SEQ ID NO: 15):
Como para p514.

p1201 (SEQ ID NO: 16): Mutacion del espaciador AAA a DKT en p501 (SEQ ID NO: 9):

QuikChange en p501 (SEQ ID NO: 9) usando 125 ng de cada cebador, 5 yl de tampén 10X, 4 pl de dNTP 2,5 U Pfu
Bg;al.(Stratagene), H20 hasta 50 ul, 95 °C, 1 min, 95 °C, 30 s, 55 °C, 1 min, 68 °C, 7 min, x 18 ciclos, afiadir 40 U de
Cebador 5' 1201 para

SEQID NO: 7:

GTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTGAGGTGCAGCTGGTGG

Cebador 3' 1201rev

SEQ ID NO 14:

CCACCAGCTGCACCTCAGTTTTGTCACAAGATTTGGCTCAAC

La transformacion se realiz por electroporacion en el DH5a utilizando 2 pl de producto QuikChange.

Se examinaron clones para determinar la expresion como antes y se comprobaron las secuencias.

p1214 (SEQ ID NO: 17): Insercion del fragmento Nhe I/Hindlll de p1201 (SEQ ID NO: 16) en p14 (SEQ ID NO: 13):

Digerir 1 pg de p14 (SEQ ID NO : 13) y 15 pg de p1201 (SEQ ID NO: 16) por Nhel 20 U para p14 (SEQ ID NO: 8) y
60 U para p1201 (SEQ ID NO: 16) y Hindlll 20 U para p14 y 60 U para p1201 usando tampon 21X final H,O hasta 50
pl, 2 h a 37 °C, desfosforilar el vector 14 afiadiendo 10 U de CIP, 30 min a 37 °C, agregar 1,5 yl EDTA 0,5M, seguido
de extraccion con fenol, precipitar con etanol y resuspender en 20 ul de H20.

Fragmento de purificacion en gel de p1201 (SEQ ID NO: 16) usando NucleoSpin Extract Il

Ligacion usando varias relaciones de vectores: insertar, usando 10 pyl de Tampén 2X, 3 U T4 ADN ligasa (Promega),
H20 hasta 50 pl, 15 min temperatura ambiente, 15 min a 65 °C, precipitado con etanol y resuspender en 4 pl de H2O.

Electroporacion con 40 ul de DH5a utilizando 4 pl de ligacion, poner en placa en discos Petri LB/Ampi de 100 pg/ml.
Los clones se ensayaron para determinar su expresion como antes y se comprobaron las secuencias.

p1215 (SEQ ID NO: 18): como para p1214 (SEQ ID NO: 17) pero usando p15 (SEQ ID NO: 15):

2/Produccion y purificacion de Abs

2.1 Produccion en E. coli

La cepa K12 E. coli DH5a se utilizd para la produccién de Ab. En primer lugar, se inoculé una colonia Gnica que
contenia el plasmido de interés en 50 ml de medio LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina y 2% de glucosa.
Las bacterias se cultivaron a 30 °C y se agitaron a 205 rpm durante la noche. Cuatrocientos ml de medio LB
suplementado con 100 ug/ml de ampicilina se inocularon con el cultivo anterior para obtener una ODggonm de 0,1. Las
bacterias se cultivaron a 30 °C durante 2 h 30, a continuacién a 20 °C a una ODggonm de 0,8 - 1. La produccion de Abs
se indujo mediante la adicion de IPTG 0,1 mM (isopropil-B-D-tiogalactopiranésido) durante 60 horas a 20 °C.

2.2 Extraccion de la fraccion soluble del periplasma

Las células se recogieron mediante centrifugacion a 1860 g durante 30 minutos a 4 °C. El sedimento se resuspendio
vigorosamente en 4 ml de tampoén TES frio pH 8,0 (Tris HCI 0,2 M pH 8, EDTA 0,5 mM, sacarosa 0,5 M) antes de
agregar 1,6 mg de solucion de lisosima recién preparada. A continuacion, las células se sometieron a un choque
osmotico mediante la adicion de 8 ml de tampén TES frio y 8 ml de agua fria. Después de una incubacion de 30 min
en hielo, se agregaron 250 pg de ADNasa | (Roche) y 250 pl de MgCl, 1 M y la mezcla se incubd adicionalmente
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 1860 g durante 1 hora a 4 °C. Después de la
adicion de una tableta de un céctel inhibidor de proteasa, Completo libre de EDTA (Roche) en 50 ml de sobrenadante,
el sobrenadante se dializé durante 16 horas a 4 °C contra un tampoén de acetato de sodio 50 mM pH 7,0 que contenia
NaCl 0,1 M.

2.3 Purificacion de Abs

Purificacion por cromatografia de afinidad con cobalto.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2735981 T3

Después de lafiltracion en un filtro de 0,2 um (Millipore), el sobrenadante se cargé en una columna de 2 ml BD Talon™
Metal Affinity (BD Biosciences Clontech) previamente equilibrada en un tampén de acetato sédico 50 mM pH 7,0 que
contiene NaCl 0,1 M. La columna se lavd con 5 volimenes de tampoén de acetato sédico 50 mM, pH 7,0 que contenia
NaCl 1 M, luego con 5 volumenes de tampon de acetato de sodio 50 mM pH 7,0 que contenia NaCl 0,1 M. La elucion
se llevé a cabo por un gradiente de imidazol lineal (0 a 250 mM). El perfil de elucion se siguié espectrofotométricamente
a 280 nm. Las fracciones purificadas se analizaron por SDS PAGE al 12% tefiidas con azul de Coomassie y
transferencia western utilizando un anticuerpo anti c-myc-HRP (1 ug/ml, Santa Cruz Biotechnologies) y un anticuerpo
anti-flag-HRP (0,5 pg/ml Sigma).

Purificaciéon por cromatografia de afinidad en Proteina G

Las fracciones que contenian Abs se agruparon, se dializaron frente a tampén de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Naz;HPO4 1,2 mM, 1,76 mM KH2PO4 pH 7,4) y se cargaron en una columna de Proteina G Hi-Trap de 1 ml (Amersham
Biosciences). Después de lavar la columna con 5 volumenes de PBS, los anticuerpos se eluyeron con un tampén de
glicina HCI 0,1 M a pH 2,7 y se neutralizaron mediante la adicion de 1/10 volimenes de tampoén Tris-HCI 1 M pH 9,0.
El perfil de elucién se siguié espectrofotométricamente a 280 nm. La purificacién de Abs fue seguida por SDS PAGE
al 12% tefido con azul de Coomassie y transferencia western. Las fracciones de interés se agruparon, se lavaron en
PBS y se concentraron en dispositivos Vivaspin (valor de corte 5 kDa, Millipore).

Las concentraciones de Ab se determinaron por el método colorimétrico de Lowry usando el kit de ensayo de proteinas
Biorad. Los Abs se diluyeron con un volumen de glicerol y se almacenaron a -20 °C.

3/Experimentos de citometria de flujo

La unién de bsAb a CEA se evalud utilizando células MC38-CEA. La unién de anticuerpos a CD16A se evalud
utilizando células Jurkat-CD16A. Se distribuyeron células (5x10° células/pocillo) en una microplaca de 96 pocillos con
fondo en V y se incubaron con diversas concentraciones de anticuerpos (0,82 a 200 nM) durante 1 hora a 4 °C. Todas
las diluciones de células y anticuerpo se realizaron en BSA al 1% en PBS. Los anticuerpos unidos se tifieron mediante
el anticuerpo 9E10 anti c-myc monoclonal de ratén (4 pg/ml, (Santa Cruz, Biotecnologia) para la union de CEA o el
anticuerpo anti-flag M2 de ratéon (1 pyg/ml, Sigma) para la unién a CD16A, seguido de anticuerpo anti-raton-FITC de
cabra F(ab')2 (7 pg/mL, Beckman Coulter). Después de varios lavados con BSA al 1% de PBS, las células marcadas
se resuspendieron suavemente en 200 pl de BSA al 1% de PBS y se analizaron mediante citometria de flujo en un
citbmetro FACS Calibur (BD Biosciences). Los resultados se analizaron con los programas CellQuest Pro (BD
Biosciences) o Flowjo (Treestart Inc.).

4/Ensayos de citotoxicidad in vitro
4.1 Aislamiento de PBMC (Células mononucleares de sangre periférica)

Se recupero una bolsa de sangre (400 ml) de un donante sano en el EFS (Etablissement Frangais du Sang, Marsella,
Francia). La sangre se diluy6 a la mitad en FCS al 1% en PBS y se distribuyd en tubos de separacién de sangre (PAA)
previamente rellenados con separacion por gradiente (LSM 1077 Lymphocyte, PAA). Los tubos se centrifugaron
durante 40 minutos a 400 g a temperatura ambiente sin aceleracion y sin freno. Se recuper6 el anillo opaco en la
interfase entre el plasma y la separacion de gradiente que contenia PBMC. Las células se lavaron dos veces con FCS
al 1% en PBS y se centrifugaron 20 minutos a 150 g a temperatura ambiente. Después se contaron las células en
células Malassez y se resuspendieron en FCS al 1% en DMSO, y se congelaron en nitrégeno o se usaron para ensayos
posteriores.

4.2 Purificacion de células NK

La seleccion de células NK (Natural Killers: destructoras naturales) se realizé6 por agotamiento negativo utilizando el
kit de aislamiento de células NK (Milteny Biotec) de PBMC de donantes sanos segun las indicaciones de los
fabricantes.

Cien millones de PBMC previamente aisladas se resuspendieron en 400 ul de tampén frio (BSA al 0,5% en PBS EDTA
2 mM). Las células se incubaron con 100 ul de un céctel de anticuerpos: coctel de anticuerpos con células NK de
biotina, 10 minutos en hielo. Después de la adicion de 300 ul de tampdn frio, las células se incubaron con 200 pl de
perlas magnéticas: microperlas de cdoctel de células NK, 15 minutos en hielo. Las células se lavaron entonces con 10
ml de tampon y luego se resuspendieron en 500 pl de tampon. La suspension celular se cargd en la columna MACS
LS puesta en un campo magnético de un Separador MAC y se lavé con 9 ml de tampdn. Las células NK sin marcar
se recogieron, se contaron y se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 10% FCS.

4.3 Ensayo de citotoxicidad por citometria de flujo

El ensayo de citotoxicidad por citometria de flujo cuantifica la lisis de células diana positivas para CEA inducida por
células CD16+ como las células NK de donantes sanos bajo la accion de bsAb.

4.4 Marcaje de células diana con CFSE
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Cinco millones de células diana CEA+ (MC38-CEA) se lavaron dos veces en BSA al 1% en PBS antes de la adicion
de CFSE (éster succinimidil carboxifluoresceina) a una concentracién final de 5 yM en 1 ml de BSA al 1% en PBS
durante 10 min en bafio de agua a 37 °C. La reaccion se detuvo luego afiadiendo un exceso de BSA en PBS al 1%
frio. Las células se lavaron dos veces en medio de cultivo de FCS al 10% en RPMI.

Se incubaron células diana marcadas con CFSE (20.000 células en 100 pL por pocillo) con diversas concentraciones
de anticuerpos (1.000 pM a 0,01 pM). Cada punto se hizo por triplicado. Las células NK recién aisladas de PBMC se
afadieron después a una relacion efector/diana de 10/1. La placa se centrifugd a 560 g durante 30 s y se incubd a 37
°C durante 12 h.

Las células se recuperaron y se lavaron dos veces en BSA al 1% en PBS y se incubaron durante 5 minutos con 100
pl de 2 nM To-pro3. Después de la adicion de 100 pl de BSA al 1% en PBS, las muestras se analizaron mediante
citometria de flujo (FACS Calibur, BD Biosciences). La lisis de las células diana se midid posteriormente por la
liberacion de un marcador intracelular mediante un contador de centelleo o espectrofotometria. Las células objetivo
muertas se identificaron como células CFSE+ /To-pro 3+.

% de lisis = (% Diana+NK+Ab - % Diana+NK)/(100 - % Diana+NK) x100.
Resultados:

La modularidad de los anticuerpos de dominio Unico combinado con el uso del motivo de heterodimerizacién humana
constituido por los dominios CH1/Ck permite la eficiente generaciéon de anticuerpos recombinantes multivalentes y/o
multiespecificos. Anteriormente, los autores de la presente invencién han demostrado la posibilidad de producir
constructos monovalentes biespecificos activos denominados bsAb (véanse la Figura 1 y el documento
WO/2006/064136) que permiten la eficiente reorientacion y activacion de células efectoras tales como células NK
humanas y macréfagos hacia células tumorales, lo que lleva a su lisis.

En estos constructos, los sdAbs se unieron a las extremidades N-terminales de los dominios CH1 y Ck por sus
extremidades C-terminales. En este trabajo, los autores querian establecer la posibilidad de enlazar el extremo N-
terminal del sdAb al término C del dominio CH1 para crear moléculas biespecificas multivalentes. Asi se construyeron
varias moléculas correspondientes a la adicion de un dominio anti-CEA al formato bsAb original. El término N de sdAbs
se encuentra en la punta del dominio, es decir, préximo a la interfase de unién al antigeno. Para evitar posibles choques
estéricos, se investigo el efecto de la adicion de pequefios espaciadores (3 residuos, AAA o DKT). Una representacion
de estos diversos formatos nuevos se muestra en la Figura 1.

Todas estas moléculas se produjeron en el periplasma de E. coli para permitir una formacién adecuada de uniones
disulfuro dentro de cada dominio de Ig y se purificaron después de la extraccion del periplasma utilizando un
procedimiento de dos etapas comun, es decir, cromatografia de afinidad con metales seguida de purificacion con
proteina G.

Dos de las nuevas moléculas, es decir, 1214 (SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26) y 1215 (SEQ ID NO: 27 y SEQ ID
NO: 28) se compararon con sus moléculas originales monovalentes (14 y 15) elegidas para demostrar un efecto de
avidez debido a la adicién de un dominio anti-CEA extra, utilizando citometria de flujo en células diana CEA+.

La Figura 2 muestra claramente que los constructos bivalentes 1214 y 1215 dieron sefiales mas altas que sus
moléculas originales, especialmente a baja concentracion. En conjunto, estos resultados demuestran que el dominio
Unico afiadido en el término C de CH1 puede acceder y unir eficazmente su antigeno mostrado en la superficie de la
célula.

La capacidad de estas nuevas moléculas para reorientar las células efectoras hacia las células diana CEA+ se
demostré utilizando un ensayo de citotoxicidad in vitro basado en citometria de flujo. Las células diana CEA+ se
marcaron con fluorescencia usando CFSE y se mezclaron con células NK humanas en una relacion efector: diana de
10:1 en presencia de varias concentraciones de moléculas biespecificas monovalentes (14 y 15) o bivalentes (1214 y
1215). Como se muestra en la figura 3, todas las moléculas mostraron una actividad similar en este ensayo con valores
de ECsp en el margen pM.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSERM

<120> Formatos de union a antigeno para uso en tratamientos terapéuticos o ensayos diagndsticos

<130> B1009484 BATY/MC
<160> 30
<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' Not VHH

<400> 1
ccacgattct gcggccgcag aggtgcagct ggtggagtct gg

<210> 2
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3' Not VHH rev

<400> 2

tttttgttct gcggcegetg aggagacggt gacctggg 38

<210> 3
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' M13 Inversa

<400> 3
caggaaacag ctatgac 17

<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3' Hind 11+40

<400> 4
gctgaaaatc ttctctcate cg 22

<210> 5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' Flag

<400> 5
gcaggtgatt acaaagacga tg 22

42
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<210> 6
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' sigpelbfor

<400> 6
tacctattgc ctacggcagc c 21

<210>7
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5' 1201for

<400>7
gttgagccca aatcttgtga caaaactgag gtgcagctgg tgg

<210> 8
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3' 1201rev

<400> 8
ccaccagctg cacctcagtt ttgtcacaag atttgggctc aac

<210>9
<211> 6536
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> p501

<400> 9

43

43

cctgaattga ctctcetteceg ggegectatca tgeccataccg cgaaaggttt tgcgecattce 60
gatggtgtca acgtaaatgc atgccgecttc geccttcgege gcgaattgca agcectgatcceg 120
gagcttatcg actgcacggt gcaccaatgce ttctggegtc aggcagccat cggaagcetgt 180

ggtatggctg tgcaggtcgt aaatcactgcec ataattcegtg tcgectcaagg cgcactceccg 240
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ttctggataa
ctgttgacaa
acacaggaaa
ttgectegetg
ccatctgtct
gtgtgcectge
gccctcecaat
tacagcctca
gcctgcgaag
gagtgtgcag
tatgaaatac
catggceget
ctctggggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
gcaggcggag
tcgecatggec
tagtggtgat
cagagacaac
ggccgtctac
ggggacccag
tctgaatggg
tgagagaaga
cagaatttgc
gtgaaacgcc
caggcatcaa
tttgtcggtg
gaagcaacgg
aattaagcag

tatttttcta

tgttttttge
ttaatcatcg
cagaattcca
cgcagccgge
tcatcttcecce
tgaataactt
cgggtaactc
gcagcaccct
tcacccatca
gtgattacaa
ctattgeccta
agcaccaagg
acagcggccce
aactcaggcg
ctctactcce
atctgcaacg
tettgtgegg
gaatctctga
tggtaccgee
ggtaggacca
atcaagaaca
tactgtaaca
gtcactgtct
gccegtacatce
ttttcagect
ctggcggcag
gtagcgeccga
ataaaacgaa
aacgctctce
cccggaggac
aaggccatce

aatacattca

gccgacatca
gctcgtataa
tatgaaatac
catggcccag
gccatctgat
ctatcccaga
ccaggagagt
gacgctgage
gggcctgage
agacgatgac
cggcagccgce
gcccateggt
tgggctgecet
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
ccgcagaggt
cgctctectg
aggctccagg
caaactatge
cggtctttet
ccttegttte
cctcagegge
accaccatca
gatacagatt
tagcgcggtg
tggtagtgtg
aggctcagte
tgagtaggac
cctggeggge
tgacggatgg

aatatgtatc
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taacggttct
tgtgtggaat
ctattaccaa
gtcaccgtcet
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagagc
aaagcagact
tcgceggtga
gataagtaat
tggattgtta
cttcecececetg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
agtgaccgtg
gcccagcaac
gcagctggtyg
tacaagttct
gaagcagcgt
ggacttecgeg
gcgaatgact
gtttgtgggg
cgcagaacaa
tcatgggage
aaatcagaac
gtcccacctg
gggtctcecee
gaaagactgg
aaatccgcecg
aggacgcccg
cetttttgeg

cgctcatgag

ggcaaatatt
tgtgagcgga
cagcagcagce
cctecacgtac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctt
aaacaggaaa
ttactcgegg
gcaccctecet
tacttcccceg
accttcccgg
ccctccagea
accaaggtgg
gagtctgggg
acactgacct
gatttagtcg
aagggccgat
aacctgaaac
attgcgegtt
aaactcatct
taagcttcetg
gcagaagcgg
accccatgcece
atgcgagagt
gcctttegtt
ggagcggatt
ccataaactg
tttctacaaa

acaataaccc

19

ctgaaatgag
taacaatttc
tgggttatta
ggtggetgea
tgecctetgtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caaccgcgga
cagaagtcca
cccagecgge
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggecac
acaagaaagt
gaggcttegt
tcactccgta
cggatattag
tcaccatctce
ctgaggacac
cttggggcca
cagaagagga
ttttggecgga
tctgataaaa
gaactcagaa
agggaactgc
ttatctgttg
tgaacgttge
ccaggcatca
ctettttgtt

tgataaatgc

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttetgetatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgce
aatctggagce
agcccteceeg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtecttet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagca
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgetg
accgtattac

gcgagtcagt

ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacce
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
ttgagaaagc
ggtcggaaca
tcctgteggg
gcggagccta
geettttget
cgcctttgag

gagcgaggaa

aagagtatga
cttecetgttt
ggtgcacgag
cgcceccgaag
ttatcecegtg
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgccttgatc
acgatgcecctg
ctagcttccce
ctgecgetegg
gggtctegeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcece
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgcette
ggagagcgca
tttcgecace
tggaaaaacg
cacatgttet
tgagctgata

gcggaagagc
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gtattcaaca
ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgeecgg
agtactcacc
gtgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggce
ggcaacaatt
ccctteegge
gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttecttg
cgctaccagc
ctggcttecag
accacttcaa
tggctgectge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttectgegtt
ccgetegeeg

gcctgatgeg

tttecegtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtegattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg

gtattttecte

20

gcecttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
cteggtegece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttcecact
tttctgegeg
ttgcecggatc
ataccaaata
gcaccgecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcetgg
tectgtggata
accgagcgcea

cttacgcatc

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



tgtgeggtat
atagttaagc
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
tctgectgtt
ctgataaagc
gtaaggggga
cgatacgggt
tggcggtatg
ttaatacaga
acataatggt
agaccattca
gctcgegtat
tcctcaacga
tgcgecgegt
tttgcgecatt
cgttagcgag
acgcaacgcg
ccatgtgete
taggctggta
cctggacagc
aatggggaag
ggccagettg
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ttgceccttea
agcaggcgaa
gtatcgtegt
gcgegeattg
ccctcattea

cgttecgeta

ttcacaccge
cagtatacac
cacccgetga
tgaccgtecte
ggcagctgeg
catccgegte
gggccatgtt
atttetgtte
tactgatgat
gatgcggegy
tgtaggtgtt
gcagggeget
tgttgttget
cggtgattca
caggagcacg
geggetgetg
cacagttctc
gtgcecgecgg
gggaggcaga
gecgaggegyg
agagccgcga
atggcctgca
gccatcecage
caattcgege
cctgtegtge
tgggcgecag
ccgeetggece
aatcctgttt
atcccactac
cgcccagege
gcatttgecat

tecggctgaat

atatatggtg
tccgetatceg
cgcgecctga
cgggagcetge
gtaaagctca
cagctcgttg
aagggcggtt
atgggggtaa
gaacatgccc
gaccagagaa
ccacagggta
gacttcegeg
caggtcgcag
ttctgctaac
atcatgcgca
gagatggcgg
cgcaagaatt
cttccattca
caaggtatag
cataaatcge
gcgatccttg
acgcgggcat
ctcgegtege
taacttacat
cagctgcatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcce
catctgatcg
ggtttgttga

ttgattgecga

ES 2735981 T3

cactctcagt
ctacgtgact
cgggcttgte
atgtgtcaga
tcagcgtggt
agtttctcca
ttttcetgtt
tgataccgat
ggttactgga
aaatcactca
gccagcagca
tttccagact
acgttttgca
cagtaaggca
ccegtggeca
acgcgatgga
gattggctcce
ggtcgaggtg
ggcggegect
cgtgacgatce
aagctgtccce
cccgatgecg
gaacgccagc
taattgegtt
aatgaatcgg
cttttcacca
tgcagcaagce
gacggcggga
gcaccaacgc
ttggcaacca
aaaccggaca

gtgagatatt

acaatctgcet
gggtcatgge
tgctecegge
ggttttcacce
cgtgaagcga
gaagcgttaa
tggtcacttg
gaaacgagag
acgttgtgag
gggtcaatgc
tcctgegatg
ttacgaaaca
gcagcagtcg
accccgcecag
ggacccaacg
tatgttctge
aattcttgga
gceccggcetcee
acaatccatg
agcggtccag
tgatggtcgt
ccggaagcga
aagacgtagc
gcgcetcactg
ccaacgcgcg
gtgagacggg
ggtccacget
tataacatga
gcagcccgga
gcatcgcagt
tggcactcca

tatgccagcece

21

ctgatgececge
tgcgcecccga
atccgecttac
gtcatcaceg
ttcacagatg
tgtctggett
atgcctecegt
aggatgctca
ggtaaacaac
cagcgcttcg
cagatccgga
cggaaaccga
cttcacgttc
cctageceggg
ctgcccgaga
caagggttgg
gtggtgaatc
atgcaccgcg
ccaacccgtt
tgatcgaagt
catctacctg
gaagaatcat
ccagcgegte
ccegetttee
gggagaggcg
caacagctga
ggtttgeccee
gctgtetteg
ctcggtaatg
gggaacgatg
gtegecttee

agccagacgc

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

5820

5880

5940
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agacgcgccg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gcgagaagat
accaccacgc
ggcgegtgea
agttgttgtg
tcecegegttt

gagacaccgg

<210> 10
<211> 4848
<212> ADN

agacagaact
gctccacgee
ggtcagagac
catcctggtce
tgtgcaccge
tggcacccag
gggccagact
ccacgcggtt
tcgcagaaac

catactctgce

<213> Artificial

<220>

<223> pHen1-CEA17

<400> 10
agcgcccaat

acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgg
catgcaaatt
ctggattgtt
ggggaggctt
ccttcactcece
tecgeggatat
gattcaccat
aacctgagga
gttcttgggg
tctcagaaga
atacagaaaa
actatgaggg

agtgttacgg

acgcaaaccg
tcecgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
ctatttcaag
attactcgeg
cgtgcaggeg
gtatcgcatg
tagtagtggt
ctccagagac
cacggccgtce
ccaggggacc
ggatctgaat
ttcatttact

ctgtctgtgg

tacatgggtt

taatggtcce
cagtcgegta
atcaagaaat
atccagcgga
cgctttacag
ttgatcggcecg
ggaggtggca
gggaatgtaa
gtggectggec

gacatcgtat

cctecteceeg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
gagacagtca
gcccagcecgg
ggggaatctc
gcctggtace
gatggtagga
aacatcaaga
tactactgta
caggtcactg
ggggccgeat
aacgtctgga
aatgctacag

cctattggge
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gctaacagcg
ccgtettcat
aacgccggaa
tagttaatga
gcttecgacge
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagctceg
tggttcacca

aacgttactg

cgegttggece
gtgagcgcaa
ttatgcettcec
acagctatga
taatgaaata
ccatggccga
tgacgctctc
gccaggctece
ccacaaacta
acacggtctt
acaccttegt
tctectcecage
agactgttga
aagacgacaa
gegttgtggt

ttgctatccee

cgatttgctg
gggagaaaat
cattagtgca
tcagcccact
cgcttegtte
tcgeegegac
gcaacgactg
ccatcgecege
cgcgggaaac

gtttcacatt

gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
cctattgect
ggtgcagctg
ctgtacaagt
agggaagcag
tgcggactte
tctgcgaatg
ttegtttgtg
ggccgcagaa
aagttgttta
aactttagat
ttgtactggt

tgaaaatgag

22

atgacccaat
aatactgttg
ggcagcttcec
gacgcgttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgceegec
ttccactttt
ggtctgataa

caccac

tgcagctgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagcettg
acggcagccg
gtggagtctg
tctacactga
cgtgatttag
gcgaagggcece
actaacctga
gggattgcge
caaaaactca
gcaaaacctc
cgttacgcta
gacgaaactc

ggtggtggct

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6536

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ctgagggtgg
acggtgatac
ctggtactga
atactttcat
cgggcactgt
catcaaaagc
ctggectttaa
aacctccetgt
gcggctetga
gctcecggttce
ccgaaaatge
ctactgatta
gtaatggtgc
gtgataattc
ttgaatgtcg
acaaaataaa
atgtattttc
gccgtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt
catctgtgeg
gcgcattaag
ccctagegece
ccegtcaage
tcgaccccaa
cggttttteg
ctggaacaac
tttcggecta
aaatattaac
agttaagcca
tceeggeate

tttcacegtce

cggttctgag
acctattccg
gcaaaaccce
gtttcagaat
tactcaaggc
catgtatgac
tgaggatcca
caatgctgge
gggtggcggt
cggtgatttt
cgatgaaaac
cggtgectget
tactggtgat
acctttaatg
cccttatgte
cttattecegt
gacgtttgcet
tacaacgtcg
ccectttege
tgcgcagect
gtatttcaca
cgcggcgggt
cgctecttte
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccetttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
gtttacaatt
gccccgacac
cgcttacaga

atcaccgaaa

ggtggeggtt
ggctatactt
gctaatccta
aataggttce
actgacccecg
gcttactgga
ttegtttgtg
ggcggcetetg
tctgagggtyg
gattatgaaa
gcgctacagt
atcgatggtt
tttgctgget
aataatttcc
tttggcgetg
ggtgtctttg
aacatactgce
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
ccgcatacgt
gtggtggtta
gctttettee
gggctcececett
ttgggtgatg
ttggagtcca
atctcggget
aatgagctga
ttatggtgca
ccgccaacac
caagctgtga

cgcgegagac

ES 2735981 T3

ctgagggtgg
atatcaaccc
atccttctet
gaaataggca
ttaaaactta
acggtaaatt
aatatcaagg
gtggtggtte
gcggctcectga
aaatggcaaa
ctgacgctaa
tcattggtga
ctaattccca
gtcaatattt
gtaaaccata
cgtttetttt
gtaataagga
aaccctggcg
aatagcgaag
tggcgectga
caaagcaacc
cgcgcagcegt
cttcetttet
tagggttceg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa
ctctcagtac
ccgetgacge
cegteteegg

gaaagggcct

cggtactaaa
tctcgacgge
tgaggagtct
gggtgcatta
ttaccagtac
cagagactgc
ccaatcgtct
tggtggegge
gggtggcggt
cgctaataag
aggcaaactt
cgtttececgge
aatggctcaa
accttctttg
tgaattttct
atatgttgee
gtcttaataa
ttacccaact
aggcccgeac
tgcggtattt
atagtacgcg
gaccgctaca
cgccacgtte
atttagtget
tgggccatcg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgeg
aatctgctct
gccctgacgg
gagctgcatg

cgtgatacge

23

cctectgagt
acttatccge
cagcctctta
actgtttata
actcctgtat
gcttteccatt
gacctgectc
tctgagggtg
tccggtggeg
ggggctatga
gattctgteg
cttgctaatg
gtcggtgacg
cctcagtcgg
attgattgtg
acctttatgt
gaattcactg
taatcgecctt
cgatcgecct
tctecttacg
ccctgtageg
cttgccagecg
gcecggettte
ttacggcacc
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgecega
aattttaaca
gatgcegeat
gcttgtetge
tgtcagaggt

ctatttttat

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

2880
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aggttaatgt
tgcgcggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgce
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagecggte
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggecttttt
tatcccctga
gcagccgaac

<210> 11
<211> 6167
<212> ADN

catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgccettatt
ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
actcggtcege
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgtteccac
ttttetgege
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcct
taagtecgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcctg
ttctgtggat

gaccgagcgce

<213> Artificial

atggtttctt
ttatttttect
cttcaataat
cccttttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgetat
cgcatacact
acggatggca
gcggcecaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctget
caagagctac
actgtccttce
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagc
gtaagcggca
tatctttata

tcgtcagggg

gcettttget

aaccgtatta ccgcctttga gtgagctgat accgctcgcec
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agacgtcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
tcgectgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgecaaac
caactctttt
tagtgtagcce
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcce
tatgagaaag
gggtcggaac
gtecctgtegg
ggcggagect

ggccttttge

tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cctteetgtt
gggtgcacga
tcgeeccgaa
attatccegt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagecttec
tctgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgc
gtttegecac
atggaaaaac

tcacatgttce

agcgagtcag tgagcgagga agcggaag

24

cggggaaatg
ccgetcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgcceg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcecctteegg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttett
ccgcetaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg

tttcectgegt

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4848



<220>
<223> p1

<400> 11
ttgtttattt

aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgcecgeata
tcttacggat
cactgecggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacce

aacggggggt

ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattcte
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtatceg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacceccg
tgectgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctegetetge

gggttggact

tcgtgcacac

attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttee
agttgggtgce
gttttcgecece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctagce
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata

agcccagcett
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gtatccgcetc
tatgagtatt
tgtttttgcet
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcectgtagea
ttcceggeaa
cteggecectt
tcgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat

ggagcgaacg

atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgeccagtg
aaggcgcagc

acctacaccg

25

aaccctgata
gtgtcgecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgegeaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtce
ggtcgggctg

aactgagata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecettt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtge
gccgecatagt
cccgacacce
cttacagaca
caccgaaacg
agatgtctge
ggcttctgat
tccgtgtaag
gctcacgata
acaactggcg
cttcgttaat
ccggaacata
accgaagacc
cgttegeteg
ccgggtecte
cgagatgecge
gttggtttge
gaatcecgtta
ccgcgacgcea
ccgttccatg
gaagttaggce
acctgeetgg
atcataatgg

gcgteggeca

gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ggtatttcac
taagccagta
gccaacaccc
agctgtgacc
cgcgaggcag
ctgttcatce
aaagcgggcc
ggggaatttc
cgggttactg
gtatggatgce
acagatgtag
atggtgcagg
attcatgttg
cgtatcggtg
aacgacagga
cgcgtgegge
gcattcacag
gcgaggtgec
acgcggggag
tgctcgecga
tggtaagagc
acagcatggce
ggaaggccat

gcttgcaatt

aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcatata
tacactccge
gctgacgege
gtctcecggga
ctgcggtaaa
gcgteccaget
atgttaaggg
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggacca
gtgttccaca
gcgctgactt
ttgctcaggt
attcattctg
gcacgatcat
tgctggagat
ttctecegcecaa
gcecggettee
gcagacaagg
ggcggcataa
cgcgagcgat
ctgcaacgeg
ccagcctege

cgcgctaact
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gcttcecgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttcttteet
tgataccget
agagcgcctg
tggtgcactce
tatcgctacg
cctgacgggce
gctgcatgtg
gctcatcage
cgttgagttt
cggtttttte
ggtaatgata
tgcecggtta
gagaaaaatc
gggtagccag
ccgcgtttcee
cgcagacgtt
ctaaccagta
gcgcacccegt
ggcggacgceg
gaattgattg
attcaggtcg
tatagggcgg
atcgcegtga
ccttgaaget
ggcatcececga
gtcgcgaacg

tacattaatt

gggagaaagg
gagctteccag
cttgagcgtce
aacgcggcect
gegttatccec
cgccgecagec
atgcggtatt
tcagtacaat
tgactgggtc
ttgtectgete
tcagaggttt
gtggtcgtga
ctccagaagce
ctgtttggtce
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
cagcatcctg
agactttacg
ttgcagcage
aggcaacccc
ggccaggacce
atggatatgt
gctccaattc
aggtggcccg
cgcctacaat
cgatcagcgg
gtccctgatg
tgcecgecgga
ccagcaagac

gcgttgeget

26

cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctecttac
ctgctcetgat
atggctgcege
ccggcatcecceg
tcaccgtcat
agcgattcac
gttaatgtcet
acttgatgcc
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccagceg
cgatgcagat
aaacacggaa
agtcgcttca
gccagcctag
caacgctgcce
tctgccaagg
ttggagtggt
gctccatgea
ccatgccaac
tccagtgatce
gtcgtcatct
agcgagaaga
gtagcccage

cactgcccge

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

3360



tttccagteg
aggcggtttg
gctgattgec
gccccagcag
cttcggtatc
taatggcgeg
cgatgcecte
ctteceegtte
gacgcagacg
ccaatgcgac
tgttgatggg
ctteccacage
gttgcgcgag
tcgacaccac
gcgacggcegce
ccgceccagttg
cttttteeceg
gataagagac
ccctgaattg
cgatggtgtc
ggagcttatc
tggtatggct
gttctggata
gctgttgaca
cacacaggaa
attgctecget
accatctgtc
tgtgtgecectg
cgccectecaa
ctacagcctce
cgectgegaa

agagtgtgca

ggaaacctgt
cgtattgggce
cttcacegee
gcgaaaatcce
gtcgtatcce
cattgcgccecce
attcagcatt
cgctategge
cgccgagaca
cagatgctcc
tgtctggtca
aatggcatcce
aagattgtgce
cacgctggca
gtgcagggcc
ttgtgccacg
cgttttegea
accggcatac
actctcttee
aacgtaaatg
gactgcacgg
gtgcaggtcg
atgttttttg
attaatcatc
acagaattcc
gcgcagecgg
ttcatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce
gtcacccatc

ggtgattaca

cgtgeccaget
gccagggtgyg
tggccctgag
tgtttgatgg
actaccgaga
agcgccatct
tgcatggttt
tgaatttgat
gaacttaatg
acgcccagtc
gagacatcaa
tggtcatcca
accgeccgcett
cccagttgat
agactggagg
cggttgggaa
gaaacgtggc
tctgcgacat
gggcgctate
catgeccgett
tgcaccaatg
taaatcactg
cgccgacate
ggctcgtata
atatgaaata
ccatggccca
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

aagacgatga
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gcattaatga
tttttetttt
agagttgcag
tggttgacgg
tatccgcecacce
gatcgttgge
gttgaaaacc
tgcgagtgag
gtccegectaa
gcgtaccgtce
gaaataacgc
gcggatagtt
tacaggcttce
cggcgcgaga
tggcaacgcce
tgtaattcag
tggcctggtt
cgtataacgt
atgccatacc
cgccttegeg
cttctggegt
cataattcgt
ataacggttc
atgtgtggaa
cctattacca
ggtcaccgte
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctegeeggtyg

cgataagtaa

atcggccaac
caccagtgag
caagcggtcce
cgggatataa
aacgcgcagce
aaccagcatc
ggacatggca
atatttatge
cagcgcgatt
ttcatgggag
cggaacatta
aatgatcagc
gacgccgcett
tttaatcgece
aatcagcaac
cteegecate
caccacgcgg
tactggtttc
gcgaaaggtt
cgcgaattge
caggcagcca
gtcgctcaag
tggcaaatat
ttgtgagegg
acagcagcag
tcctecacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

taaacaggaa

27

gcgeggggag
acgggcaaca
acgctggttt
catgagctgt
ccggactcgg
gcagtgggaa
cteccagtege
cagccagcca
tgctgatgac
aaaataatac
gtgcaggcag
ccactgacgce
cgttctacca
gcgacaattt
gactgtttgce
gcegetteca
gaaacggtct
acattcacca
ttgegecatt
aagctgatce
tcggaagctg
gcgcactccc
tctgaaatga
ataacaattt
ctgggttatt
cggtggctge
ctgcctetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacecgegg

acagaagtcc

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280
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atatgaaata
ccatggccge
cctetggggg
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
gggccgtaca
gattttcagce
gcectggegge
ccgtagegece
aaataaaacg
tgaacgctct
ggcccggagg

agaaggccat

<210> 12
<211> 7246
<212> ADN

cctattgect
tagcaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgceg
tcaccaccat
ctgatacaga
agtagcgcgg
gatggtagtg
aaaggctcag
cctgagtagg
accctggegg

cctgacggat

<213> Artificial

<220>
<223> p514

<400> 12
cctgaattga

gatggtgtca
gagcttatcg
ggtatggetg
ttctggataa
ctgttgacaa
acacaggaaa
ttgctecgetg
gtgcaggcgyg
tatcgcatgg

agtagtggtg

ctctetteeg
acgtaaatge
actgcacggt
tgcaggtcgt
tgttttttge
ttaatcatcg
cagaattcca
cgcagccggce
gggaatctcet

cctggtaccg

atggtaggac

acggcagccg
ggcccatecgg
ctgggctgece
gccctgacca
ctcagcagcg
gtgaatcaca
gccgcagaac
catcatggga
ttaaatcaga
tggtcccacce
tggggtctcce
tcgaaagact
acaaatccge
gcaggacgcece

ggccetttttg

ggcgctatca
atgcegette
gcaccaatgc
aaatcactgc
gccgacatca
gctcgtataa
tatgaaatac
catggccgag
gacgetcetee
ccaggctcca

cacaaactat
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ctggattgtt
tcttececect
tggtcaagga
gcggcegtgea
tagtgaccgt
agcccagcaa
aaaaactcat
gctaagcettce
acgcagaagc
tgaccccatg
ccatgcgaga
gggccttteg
cgggagcgga
cgccataaac

cgtttctaca

tgccataccg
gecttegege
ttctggegte
ataattcgtg
taacggttct
tgtgtggaat
ctattaccaa
gtgcagctgg
tgtacaagtt
gggaagcagc

gcggactteg

attactcgeg
ggcaccctce
ctacttcccce
caccttceceg
gccctccage
caccaaggtg
ctcagaagag
tgttttggeg
ggtctgataa
ccgaactcag
gtagggaact
ttttatctgt
tttgaacgtt
tgccaggceat

aactctt

cgaaaggttt
gcgaattgea
aggcagccat
tcgectcaagg
ggcaaatatt
tgtgagegga
cagcagcagc
tggagtctgg
ctacactgac
gtgatttagt

cgaagggccg

28

gcccagcecgg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggca
gacaagaaag
gatctgaatg
gatgagagaa
aacagaattt
aagtgaaacg
gccaggcatce
tgtttgtcgg
gcgaagcaac

caaattaagc

tgcgecatte
agctgatcceg
cggaagctgt
cgcactcceg
ctgaaatgag
taacaatttc
tgggttatta
gggaggctte
cttcacteeg
cgcggatatt

attcaccatc

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6167

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



tccagagaca
acggccgtcet
caggggaccce
ccgecatcetg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgectga
cagggcctga
aaagacgatg
tacggcagcc
ggtggagtct
ctectggecte
gcgtgagttt
gaagggccga
cagcctgaaa
ggcgccacgt
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggegece
ctactceccte
ctgcaacgtg
ttgtgcggec
atctctgacg
gtaccgccag
taggaccaca
caagaacacg
ctgtaacacc
cactgtctec
cgtacatcac
ttttcagcct
ctggcggeag

gtagcgecga

acatcaagaa
actactgtaa
aggtcaccgt
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctegeeggt
acgataagta
gctggattgt
gggggagagt
accttcagta
gtagcatcta
ttcaccatct
cctgaggaca
agtggcacct
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagceg
agcagcgtag
aatcacaagc
gcagaggtgce
ctctectgta
gcteccaggga
aactatgcgg
gtctttetge
ttegtttegt
tcagcggeceg
caccatcatc
gatacagatt
tagegeggtg

tggtagtgtg

cacggtcettt
caccttcgtt
ctecctcacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
gacaaagagc
ataaacagga
tattactcgc
tggtgcagge
gctataacat
ttacctggag
ccagagacaa
cggecegttta
actggggcca
tcececectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgacecgtgece
ccagcaacac
agctggtgga
caagttctac
agcagcgtga
acttcgcgaa
gaatgactaa
ttgtggggat
cagaacaaaa
atgggagcta
aaatcagaac
gtcccaccetg

gggtctecece
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ctgcgaatga
tcgtttgtgg
acggtggctg
actgceccectcetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaaccgeg
aacagaagtc
ggcccagcceg
tgggggctct
gggctggtte
tggtcgggac
cgccaagaac
ttattgtgcet
agggacccag
accctcctee
cttccccgaa
cttceegget
ctccagcage
caaggtggac
gtctggggga
actgaccttce
tttagtecgeg
gggccgattce
cctgaaacct
tgcgegttet
actcatctca
agcttggcetg
gcagaagegg
accccatgece

atgcgagagt

ctaacctgaa
ggattgcgeg
caccatctgt
ttgtgtgecet
acgccctcca
cctacagcecct
acgcctgega
gagagtgtge
catatgaaat
gccatggecg
ctgagactct
cgecegggete
acattctatg
actgtttatc
gcaaacccct
gtcaccgtct
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccce
aagaaagttg
ggcttcgtge
actccgtatce
gatattagta
accatctcca
gaggacacgg
tggggccagg
gaagaggatc
ttttggcgga
tctgataaaa
gaactcagaa

agggaactgce

29

acctgaggac
ttcttggggce
cttcatctte
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat
aggtgattac
acctattgcce
aggtgcagct
cctgtgeage
cagggaagga
cagactccgt
tgcaaatgag
ggccagtgge
cctcagetag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
aggcggggga
gcatggectg
gtggtgatgg
gagacaacat
ccgtctacta
ggacccaggt
tgaatgggge
tgagagaaga
cagaatttgc
gtgaaacgcce

caggcatcaa

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



ataaaacgaa
aacgctctece
cccggaggac
aaggccatcce
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacce
actacttact
aggaccactt
cggtgagecgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
ttgagaaagc

ggtcggaaca

aggctcagtc
tgagtaggac
cctggeggge
tgacggatgg
aatatgtatc
aagagtatga
cttecectgttt
ggtgcacgag
cgccecgaag
ttatcecegtg
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgcecttgate
acgatgcctg
ctagcttcece
ctgecgetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgcettce

ggagagcgca

gaaagactgg
aaatccgceceg
aggacgcccg
cctttttgeg
cgctecatgag
gtattcaaca
ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgcecgg
agtactcacc
gtgctgccat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
ccctteegge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccage
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag

cgagggagct
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gcectttegtt
ggagcggatt
ccataaactg
tttctacaaa
acaataaccce
ttteegtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgcet
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggteg
caccgaactg
aaaggcggac

tccaggggga

ttatctgttg
tgaacgttge
ccaggcatca
ctcttttgtt
tgataaatgc
gcccttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagceg
acttttaaag
cteggtegece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttccact
tttctgegeg
ttgceggatce
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg

aacgcctggt

30

tttgtcggtg
gaagcaacgg
aattaagcag
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgce
aatctggagce
agccctcceceg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagca
taagcggcag

atctttatag

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



tcctgteggg
gcggagcecta
gocttttget
cgectttgag
gagcgaggaa
ttcacaccge
cagtatacac
cacccgetga
tgaccgtctce
ggcagctgeg
catcecgegte
gggccatgtt
atttctgttc
tactgatgat
gatgcggcgg
tgtaggtgtt
gcagggcgcet
tgttgttgct
cggtgattca
caggagcacg
gcggctgetg
cacagttctc
gtgcecgecgg
gggaggcaga
gccgaggegyg
agagccgcga
atggcctgea
gccatccage
caattcgege
cctgtegtge
tgggcgecag

ccgectggece

tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagc
atatatggtg
tcegetateg
cgcgecectga
cgggagctge
gtaaagctca
cagctegttg
aagggcggtt
atgggggtaa
gaacatgccc
gaccagagaa
ccacagggta
gacttcegeg
caggtcgcag
ttctgctaac
atcatgecgeca
gagatggcgg
cgcaagaatt
cttccattca
caaggtatag
cataaatcgce
gcgatcettg
acgcgggcat
ctegegtege
taacttacat
cagctgcatt
ggtggttttt

ctgagagagt

tctgacttga
ccagcaacgc
ttectgegtt
ccgetegeeg
gcctgatgeg
cactctcagt
ctacgtgact
cgggettgte
atgtgtcaga
tcagcgtggt
agtttctcca
ttttectgtt
tgataccgat
ggttactgga
aaatcactca
gccagcagca
tttccagact
acgttttgca
cagtaaggca
cccgtggeca
acgcgatgga
gattggctcc
ggtcgaggtg
ggcggegect
cgtgacgatc
aagctgtccce
cccgatgeeg
gaacgccagc
taattgegtt
aatgaatcgg
cttttcacca

tgcagcaage
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gcgtegattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg
gtattttcte
acaatctgcect
gggtcatgge
tgctececgge
ggttttcacc
cgtgaagcga
gaagcgttaa
tggtcacttg
gaaacgagag
acgttgtgag
gggtcaatgce
tcctgegatg
ttacgaaaca
gcagcagtcg
accccgecag
ggacccaacg
tatgttctge
aattcttgga
gcccecggetcee
acaatccatg
agcggtccag
tgatggtcgt
ccggaagcga
aagacgtagce
gcgcectcactg
ccaacgcgcg
gtgagacggg

ggtccacgct

ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgca
cttacgcatc
ctgatgccge
tgcgccccega
atcecgettac
gtcatcaccg
ttcacagatg
tgtctggett
atgcctcegt
aggatgctca
ggtaaacaac
cagcgctteg
cagatccgga
cggaaaccga
cttcacgttc
cctageceggyg
ctgceccgaga
caagggttgyg
gtggtgaatc
atgcaccgeg
ccaaccegtt
tgatcgaagt
catctacctg
gaagaatcat
ccagcgegte
ccegetttee
gggagaggcg
caacagctga

ggtttgececcee

31

cgtcaggggg
ccttttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
atagttaagc
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
tctgectgtt
ctgataaagc
gtaaggggga
cgatacgggt
tggcggtatg
ttaatacaga
acataatggt
agaccattca
gctcgegtat
tcctcaacga
tgegeegegt
tttgcgecatt
cgttagcgag
acgcaacgcg
ccatgtgete
taggctggta
cctggacagce
aatggggaag
ggccagettg
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ttgcecttea

agcaggcgaa

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360



10

aatcctgttt
atcccactac
cgcccagcege
gcatttgcat
tcggectgaat
agacagaact
gctccacgee
ggtcagagac
catcctggtce
tgtgcaccge
tggcacccag
gggccagact
ccacgeggtt
tcgcagaaac

catactctge

<210> 13
<211> 6877
<212> ADN

gatggtggtt
cgagatatcc
catctgatcg
ggtttgttga
ttgattgcga
taatggtccce
cagtcgegta
atcaagaaat
atccagcgga
cgctttacag
ttgatcggcg
ggaggtggca
gggaatgtaa
gtggetggcec

gacatcgtat

<213> Artificial

<220>
<223> p14

<400> 13
cctgaattga

gatggtgtca
gagcttatcg
ggtatggetg
ttctggataa
ctgttgacaa
acacaggaaa
ttgctecgetg
gtgcaggcgyg
tatcgcatgg

agtagtggtg

ctctetteeg
acgtaaatge
actgcacggt
tgcaggtcgt
tgttttttge
ttaatcatcg
cagaattcca
cgcagccggce
gggaatctcet

cctggtaccg

atggtaggac

gacggcggga
gcaccaacgc
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacagcg
ccgtecttceat
aacgccggaa
tagttaatga
gcttcgacge
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagctceg
tggttcacca

aacgttactg

ggcgctatca
atgcegette
gcaccaatgc
aaatcactgc
gccgacatca
gctcgtataa
tatgaaatac
catggccgag
gacgetcetee
ccaggctcca

cacaaactat
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tataacatga
gcagcccgga
gcatcgcagt
tggcactcca
tatgccagcce
cgatttgctg
gggagaaaat
cattagtgca
tcagcccact
cgcttegtte
tcgeccgegac
gcaacgactg
ccatcgeege
cgcgggaaac

gtttcacatt

tgccataccg
gecttegege
ttctggegte
ataattcgtg
taacggttct
tgtgtggaat
ctattaccaa
gtgcagctgg
tgtacaagtt
gggaagcagc

gcggactteg

gctgtectteg
ctcggtaatg
gggaacgatg
gtcgecettee
agccagacgce
atgacccaat
aatactgttg
ggcagcttcce
gacgcgttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgcecegee
ttccactttt
ggtctgataa

caccac

cgaaaggttt
gcgaattgea
aggcagccat
tcgectcaagg
ggcaaatatt
tgtgagcgga
cagcagcagc
tggagtctgg
ctacactgac
gtgatttagt

cgaagggccg

32

gtatcgtcegt
gcgcegecattg
ccctecattca
cgttececgeta
agacgcgccg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gcgagaagat
accaccacgc
ggcgegtgea
agttgttgtg
tccegegttt

gagacaccgg

tgcgecatte
agctgatcceg
cggaagctgt
cgcactcceg
ctgaaatgag
taacaatttc
tgggttatta
gggaggctte
cttcacteeg
cgcggatatt

attcaccatc

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7246

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



tccagagaca
acggccgtcet
caggggaccc
ccgecatcetg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgectga
cagggcctga
aaagacgatg
tacggcagcc
ggtggagtct
ctectggecte
gcgtgagttt
gaagggccga
cagcctgaaa
ggcgccacgt
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgec
ctactceccte
ctgcaacgtg
ttgtgcggec
ccaccatcat
tgatacagat
gtagcgeggt
atggtagtgt
aaggctcagt
ctgagtagga
ccetggeggg
ctgacggatg
aaatatgtat

gaagagtatg

acatcaagaa
actactgtaa
aggtcaccgt
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctegeeggt
acgataagta
gctggattgt
gggggagagt
accttcagta
gtagcatcta
ttcaccatct
cctgaggaca
agtggcacct
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtag
aatcacaagc
gcagaacaaa
catgggagct
taaatcagaa
ggtcccacct
ggggtctece
cgaaagactg
caaatcegee
caggacgccce
gecetttttge
ccgectecatga

agtattcaac

cacggtcettt
caccttcgtt
ctecctcacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
gacaaagagc
ataaacagga
tattactcgc
tggtgcagge
gctataacat
ttacctggag
ccagagacaa
cggecegttta
actggggcca
tcececectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgacecgtgece
ccagcaacac
aactcatctc
aagcttggcet
cgcagaagcg
gaccccatge
catgcgagag
ggectttegt
gggageggat
gccataaact
gtttctacaa
gacaataacc

atttcecgtgt
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ctgcgaatga
tcgtttgtgg
acggtggctg
actgceccectcetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaaccgeg
aacagaagtc
ggcccagcceg
tgggggctct
gggctggtte
tggtcgggac
cgccaagaac
ttattgtgcet
agggacccag
accctcctee
cttccccgaa
cttceegget
ctccagcage
caaggtggac
agaagaggat
gttttggegy
gtctgataaa
cgaactcaga
tagggaactg
tttatctgtt
ttgaacgttg
gccaggcatce
actcttttgt
ctgataaatg

cgcccttatt

ctaacctgaa
ggattgcgeg
caccatctgt
ttgtgtgecet
acgccctcca
cctacagcecct
acgcctgega
gagagtgtge
catatgaaat
gccatggecg
ctgagactct
cgecegggete
acattctatg
actgtttatc
gcaaacccct
gtcaccgtct
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccce
aagaaagttg
ctgaatgggg
atgagagaag
acagaatttg
agtgaaacgc
ccaggcatca
gtttgtcggt
cgaagcaacg
aaattaagca
ttatttttct
cttcaataat

ccettttttyg

33

acctgaggac
ttcttggggce
cttcatctte
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat
aggtgattac
acctattgcce
aggtgcagct
cetgtgeage
cagggaagga
cagactccgt
tgcaaatgag
ggccagtggce
cctcagetag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ccgtacatca
attttcagcce
cctggeggea
cgtagcgecceg
aataaaacga
gaacgctctce
gcccggagga
gaaggccatc
aaatacattc
attgaaaaag

cggcattttg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



ccttectgtt
gggtgcacga
tcgecececgaa
attatcccegt
tgacttggtt
agaattatge
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagettee
tctgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgecctca
gattgattta
tctcatgacce
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgce
gtttcgeccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag

catatatggt

tttgctcace
gtgggttaca
gaacgttttc
gttgacgcceg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gccctteegg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttcectt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgetegece
cgcctgatge

gcactctcag

cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccge
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtce
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatccecctga
gcagccgaac
ggtattttct

tacaatctgce
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ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
actcggtcge
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttegtteccac
ttttctgege
tttgcecggat
gataccaaat
agcaccgcect
taagtegtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce
ccttacgcecat

tctgatgeeg

aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagcccteccee
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgcet
caagagctac
actgtccttc
acatacctceg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgecggta

catagttaag

34

aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgagceg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggcggagect
ggccttttge
ccgectttga
tgagcgagga
tttcacaccg

ccagtataca

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



ctecegetate
acgcgccectg
ccgggagetg
ggtaaagctc
ccagctcegtt
taagggcggt
catgggggta
tgaacatgcc
ggaccagaga
tccacagggt
tgacttccge
tcaggtecgea
attctgctaa
gatcatgcgc
ggagatggeg
ccgcaagaat
gctteccatte
acaaggtata
gcataaatcg
agcgatccett
aacgcgggca
cctcgegteg
ctaacttaca
ccagctgecat
gggtggtttt
cctgagagag
tgatggtggt
ccgagatatc
ccatctgatc
tggtttgttg
tttgattgeg

ttaatggtcc

gctacgtgac
acgggcttgt
catgtgtcag
atcagcegtgg
gagtttctce
tttttcetgt
atgataccga
cggttactgg
aaaatcactc
agccagcagce
gtttccagac
gacgttttge
ccagtaaggc
acccgtggece
gacgcgatgg
tgattggcetce
aggtcgaggt
gggcggcgec
ccgtgacgat
gaagctgtcec
tcccgatgee
cgaacgccag
ttaattgegt
taatgaatcg
tcttttecacc
ttgcagcaag
tgacggcggy
cgcaccaacg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat

cgctaacage

tgggtcatgg
ctgctceegg
aggttttcac
tegtgaageg
agaagcgtta
ttggtcactt
tgaaacgaga
aacgttgtga
agggtcaatg
atcctgcgat
tttacgaaac
agcagcagtce
aaccccgceca
aggacccaac
atatgttctg
caattcttgg
ggceceggcete
tacaatccat
cagcggtcca
ctgatggteg
gccggaagcg
caagacgtag
tgcgectcact
gccaacgcge
agtgagacgg
cggtccacge
atataacatg
cgcagccegyg
agcatcgcag
atggcactce
ttatgeccage

gcgatttget
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ctgecgecceceg
catccgcetta
cgtcatcacc
attcacagat
atgtctggcet
gatgcctceg
gaggatgcte
gggtaaacaa
ccagcgctte
gcagatccgg
acggaaaccg
gcttcacgtt
gcctageegg
gctgececcgag
ccaagggttg
agtggtgaat
catgcaccgce
gccaacccgt
gtgatcgaag
tcatctacct
agaagaatca
cccagcgcegt
gcccegettte
ggggagaggce
gcaacagctg
tggtttgece
agctgtctte
actcggtaat
tgggaacgat
agtcgectte
cagccagacg

gatgacccaa

acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
gtectgectgt
tctgataaag
tgtaaggggg
acgatacggg
ctggcggtat
gttaatacag
aacataatgg
aagaccattc
cgctegegta
gtcctcaacg
atgcgececgeg
gtttgcgecat
ccgttagega
gacgcaacgc
tccatgtgct
ttaggctggt
gcctggacag
taatggggaa
cggccagctt
cagtcgggaa
ggtttgegta
attgccctte
cagcaggcga
ggtatcgtceg
ggcgegeatt
gccctcatte
ccgtteeget
cagacgcgcec

tgcgaccaga

35

acacccgcetg
gtgaccgtct
aggcagctgce
tcatecegegt
cgggccatgt
aatttctgtt
ttactgatga
ggatgcggeg
atgtaggtgt
tgcagggcgce
atgttgttge
tecggtgattc
acaggagcac
tgcggetget
tcacagttct
ggtgcecgeceg
ggggaggcag
cgccgaggcg
aagagccgcg
catggccetge
ggccatccag
gcaattcgcg
acctgtegtg
ttgggecgeca
accgcctgge
aaatcctgtt
tatcccacta
gcgcccageg
agcatttgca
atcggctgaa
gagacagaac

tgcteccacge

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360
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ccagtcgegt
catcaagaaa
catccagcgg
ccgctttaca
gttgatcgge
tggaggtgge
tgggaatgta
cgtggctgge
cgacatcgta

<210> 14
<211> 7237
<212> ADN

accgtcttca
taacgcegga
atagttaatg
ggcttcgacg
gcgagattta
aacgccaatc
attcagctcc
ctggttcacc

taacgttact

<213> Artificial

<220>
<223>p515

<400> 14
cctgaattga

gatggtgtca
gagcttatcg
ggtatggctg
ttetggataa
ctgttgacaa
acacaggaaa
ttgctcgetg
gtgcaggcgg
tatcgcatgg
agtagtggtg
tccagagaca
acggccgtct
caggggaccc
ccgcecatctg
ttctatccca

tcccaggaga

ctctetteeg
acgtaaatgc
actgcacggt
tgcaggtcegt
tgttttttge
ttaatcatcg
cagaattcca
cgcagccggce
gggaatctct
cctggtaccg
atggtaggac
acatcaagaa
actactgtaa
aggtcaccgt
atgagcagtt
gagaggccaa

gtgtcacaga

tgggagaaaa
acattagtgce
atcagcccac
ccgcecttegtt
atcgccgega
agcaacgact
gccatcgeceg
acgcgggaaa

ggtttcacat

ggcgctatca
atgccgette
gcaccaatgce
aaatcactgce
gccgacatca
gctcgtataa
tatgaaatac
catggccgag
gacgctctcce
ccaggctcca
cacaaactat
cacggtcttt
caccttcgtt
ctcctcacgt
gaaatctgga
agtacagtgg

gcaggacage
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taatactgtt
aggcagcttce
tgacgcgttg
ctaccatcga
caatttgcga
gtttgcecege
cttccacttt
cggtctgata

tcaccac

tgccataccg
gccttegege
ttctggegte
ataattcgtg
taacggttet
tgtgtggaat
ctattaccaa
gtgcagctgg
tgtacaagtt
gggaagcagc
gcggactteg
ctgcgaatga
tcgtttgtgg
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata

aaggacagca

gatgggtgtc
cacagcaatg
cgcgagaaga
caccaccacg
cggcgegtge
cagttgttgt
ttccegegtt

agagacaccg

cgaaaggttt
gcgaattgca
aggcagccat
tcgectcaagg
ggcaaatatt
tgtgagcgga
cagcagcagc
tggagtctgg
ctacactgac
gtgatttagt
cgaagggccg
ctaacctgaa
ggattgcgeg
caccatctgt
ttgtgtgcecet
acgccctcca

cctacagcect

36

tggtcagaga
gcatcctggt
ttgtgcaccg
ctggcaccca
agggccagac
gccacgeggt
ttcgcagaaa

gcatactctg

tgcgecatte
agctgatccg
cggaagctgt
cgcactcceg
ctgaaatgag
taacaatttc
tgggttatta
gggaggcttc
cttcactccg
cgcggatatt
attcaccatc
acctgaggac
ttcttgggge
cttcatctte
gctgaataac
atcgggtaac

cagcagcacce

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6877

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



ctgacgectga
cagggcctga
aaagacgatg
tacggcagcec
ggtggagtct
tgctggaagc
cgaattggtc
ccgatttace
gaaacctgag
tgtgcgagag
cccatcggte
gggctgectg
cctgaccage
cagcagcgta
gaatcacaag
cgcagaggtg
gctcteetgt
ggctccaggg
aaactatgcg
ggtctttetg
cttcegttteg
ctcagcggec
ccaccatcat
tgatacagat
gtagcgeggt
atggtagtgt
aaggctcagt
ctgagtagga
ccetggeggg
ctgacggatg
aaatatgtat

gaagagtatg

gcaaagcaga
gctcgeeggt
acgataagta
gctggattgt
gggggaggct
atcttcagct
gcacgtattg
atctccagag
gacacggccg
tactggggcc
ttcececcetgyg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
cagctggtgyg
acaagttcta
aagcagcgtg
gacttcgega
cgaatgacta
tttgtgggga
gcagaacaaa
catgggagct
taaatcagaa
ggtcccacct
ggggtctece
cgaaagactg
caaatcegee
caggacgccce
gcctttttge
ccgectecatga

agtattcaac

ctacgagaaa
gacaaagagc
ataaacagga
tattactege
tagtgcagcce
tcgceccatgag
gttcggatga
acaacatcaa
tctactactg
aggggaccca
caccctecte
acttcceccga
cctteecegge
cctccagcag
ccaaggtgga
agtctggggg
cactgacctt
atttagtcgce
agggccgatt
acctgaaacc
ttgcgegtte
aactcatctc
aagcttggcet
cgcagaagcg
gaccccatge
catgcgagag
ggectttegt
gggageggat
gccataaact
gtttctacaa
gacaataacc

atttcecgtgt
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cacaaagtct
ttcaaccgcg
aacagaagtc
ggcccagecg
tggggagtct
ctggtatcgce
tcgggtaacg
gegecacggeg
caatgcccaa
ggtcaccgtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
aggcttegtyg
cactccgtat
ggatattagt
caccatctce
tgaggacacg
ttggggccag
agaagaggat
gttttggegy
gtctgataaa
cgaactcaga
tagggaactg
tttatctgtt
ttgaacgttg
gccaggcatce
actcttttgt
ctgataaatg

cgcccttatt

acgcctgcecga
gagagtgtgc
catatgaaat
gccatggeeg
ctgacactct
caggctccag
tacgcagatt
ggcctgecaga
acagatttga
tcctcageta
tctgggggea
gtgtegtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
caggecggggyg
cgcatggccect
agtggtgatg
agagacaaca
gcegtcectact
gggacccagg
ctgaatgggg
atgagagaag
acagaatttg
agtgaaacgc
ccaggcatca
gtttgtcggt
cgaagcaacg
aaattaagca
ttatttttet
cttcaataat

ccettttttyg

37

agtcacccat
aggtgattac
acctattgee
aggtgcagct
cctgtgtagt
gaaaagagcg
ccgtgaaggg
tgaacagcct
gggattggac
gcaccaaggg
cagcggccect
actcaggcgce
tctactcecct
tctgcaacgt
cttgtgegge
aatctctgac
ggtaccgecca
gtaggaccac
tcaagaacac
actgtaacac
tcactgtctce
ccgtacatca
attttcagcce
cctggeggea
cgtagcgecceg
aataaaacga
gaacgctctce
gcccggagga
gaaggccatc
aaatacattc
attgaaaaag

cggcattttg

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

2880

2940



ccttectgtt
gggtgcacga
tcgecececgaa
attatcccegt
tgacttggtt
agaattatge
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagettee
tctgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgecctca
gattgattta
tctcatgacce
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgce
gtttcgeccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag

catatatggt

tttgctcace
gtgggttaca
gaacgttttc
gttgacgcceg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gccctteegg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttcectt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgetegece
cgcctgatge

gcactctcag

cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccge
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtce
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatccecctga
gcagccgaac
ggtattttct

tacaatctgce
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ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
actcggtcge
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttegtteccac
ttttctgege
tttgcecggat
gataccaaat
agcaccgcect
taagtegtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce
ccttacgcecat

tctgatgeeg

aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagcccteccee
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgcet
caagagctac
actgtccttc
acatacctceg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgecggta

catagttaag

38

aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgagceg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggcggagect
ggccttttge
ccgectttga
tgagcgagga
tttcacaccg

ccagtataca

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



ctecegetate
acgcgccectg
ccgggagetg
ggtaaagctc
ccagctcegtt
taagggcggt
catgggggta
tgaacatgcc
ggaccagaga
tccacagggt
tgacttccge
tcaggtecgea
attctgctaa
gatcatgcgc
ggagatggeg
ccgcaagaat
gctteccatte
acaaggtata
gcataaatcg
agcgatccett
aacgcgggca
cctcgegteg
ctaacttaca
ccagctgecat
gggtggtttt
cctgagagag
tgatggtggt
ccgagatatc
ccatctgatc
tggtttgttg
tttgattgeg

ttaatggtcc

gctacgtgac
acgggcttgt
catgtgtcag
atcagcegtgg
gagtttctce
tttttcetgt
atgataccga
cggttactgg
aaaatcactc
agccagcagce
gtttccagac
gacgttttge
ccagtaaggc
acccgtggece
gacgcgatgg
tgattggcetce
aggtcgaggt
gggcggcgec
ccgtgacgat
gaagctgtcec
tcccgatgee
cgaacgccag
ttaattgegt
taatgaatcg
tcttttecacc
ttgcagcaag
tgacggcggy
cgcaccaacg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat

cgctaacage

tgggtcatgg
ctgctceegg
aggttttcac
tegtgaageg
agaagcgtta
ttggtcactt
tgaaacgaga
aacgttgtga
agggtcaatg
atcctgcgat
tttacgaaac
agcagcagtce
aaccccgceca
aggacccaac
atatgttctg
caattcttgg
ggceceggcete
tacaatccat
cagcggtcca
ctgatggteg
gccggaagcg
caagacgtag
tgcgectcact
gccaacgcge
agtgagacgg
cggtccacge
atataacatg
cgcagccegyg
agcatcgcag
atggcactce
ttatgeccage

gcgatttget
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ctgecgecceceg
catccgcetta
cgtcatcacc
attcacagat
atgtctggcet
gatgcctceg
gaggatgcte
gggtaaacaa
ccagcgctte
gcagatccgg
acggaaaccg
gcttcacgtt
gcctageegg
gctgececcgag
ccaagggttg
agtggtgaat
catgcaccgce
gccaacccgt
gtgatcgaag
tcatctacct
agaagaatca
cccagcgcegt
gcccegettte
ggggagaggce
gcaacagctg
tggtttgece
agctgtctte
actcggtaat
tgggaacgat
agtcgectte
cagccagacg

gatgacccaa

acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
gtectgectgt
tctgataaag
tgtaaggggg
acgatacggg
ctggcggtat
gttaatacag
aacataatgg
aagaccattc
cgctegegta
gtcctcaacg
atgcgececgeg
gtttgcgecat
ccgttagega
gacgcaacgc
tccatgtgct
ttaggctggt
gcctggacag
taatggggaa
cggccagctt
cagtcgggaa
ggtttgegta
attgccctte
cagcaggcga
ggtatcgtceg
ggcgegeatt
gccctcatte
ccgtteeget
cagacgcgcec

tgcgaccaga

39

acacccgcetg
gtgaccgtct
aggcagctgce
tcatecegegt
cgggccatgt
aatttctgtt
ttactgatga
ggatgcggeg
atgtaggtgt
tgcagggcgce
atgttgttge
tecggtgattc
acaggagcac
tgcggetget
tcacagttct
ggtgcecgeceg
ggggaggcag
cgccgaggcg
aagagccgcg
catggccetge
ggccatccag
gcaattcgcg
acctgtegtg
ttgggecgeca
accgcctgge
aaatcctgtt
tatcccacta
gcgcccageg
agcatttgca
atcggctgaa
gagacagaac

tgcteccacge

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720
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ccagtcgegt
catcaagaaa
catccagcgg
ccgctttaca
gttgatcgge
tggaggtgge
tgggaatgta
cgtggctgge
cgacatcgta

<210> 15
<211> 6868
<212> ADN

accgtcttca
taacgcegga
atagttaatg
ggcttcgacg
gcgagattta
aacgccaatc
attcagctcc
ctggttcacc

taacgttact

<213> Artificial

<220>
<223> p15

<400> 15
ttgtttattt

aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgececgeata
tcttacggat
cactgcggcece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga

ccaagtttac

ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtatceg
cagatcgctg

tcatatatac

tgggagaaaa
acattagtgce
atcagcccac
ccgcecttegtt
atcgccgega
agcaacgact
gccatcgeceg
acgcgggaaa

ggtttcacat

attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccttee
agttgggtge
gttttcgece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctagce
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgce

tttagattga
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taatactgtt
aggcagcttce
tgacgcgttg
ctaccatcga
caatttgcga
gtttgcecege
cttccacttt
cggtctgata

tcaccac

gtatccgcetc
tatgagtatt
tgtttttgcet
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcceggeaa
ctecggeectt
tcgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt

tttaaaactt

gatgggtgtc
cacagcaatg
cgcgagaaga
caccaccacg
cggcgegtge
cagttgttgt
ttccegegtt

agagacaccg

atgagacaat
caacatttce
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggcetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt

catttttaat

40

tggtcagaga
gcatcctggt
ttgtgcaccg
ctggcaccca
agggccagac
gccacgeggt
ttcgcagaaa

gcatactctg

aaccctgata
gtgtcgeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgecaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga

ttaaaaggat

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7237

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggggt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtcea
cctggecettt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtge
gccgcatagt
cccgacaccce
cttacagaca
caccgaaacg
agatgtctge
ggcttctgat
tcecgtgtaag
gctcacgata
acaactggceg
cttcgttaat
ccggaacata
accgaagacc
cgttegeteg
cegggtecte
cgagatgege

gttggtttge

atcctttttg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetetge
gggttggact
tcgtgecacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac
taagccagta
gccaacaccc
agctgtgacc
cgcgaggcag
ctgttcatcce
aaagcgggcc
ggggaatttc
cgggttactg
gtatggatgc
acagatgtag
atggtgcagg
attcatgttg
cgtatcggtg
aacgacagga
cgcgtgegge

gcattcacag

ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
ttttteegaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcatata
tacactcecge
gctgacgcgce
gtctecggga
ctgcggtaaa
gcgtccaget
atgttaaggg
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggacca
gtgttccaca
gcgctgactt
ttgctcaggt
attcattctg
gcacgatcat
tgectggagat

ttctecgeaa
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gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttect
tgataccgct
agagcgcctg
tggtgcacte
tatcgctacg
cctgacgggce
gctgeatgtg
gctcatcage
cgttgagttt
cggttttttc
ggtaatgata
tgcceggtta
gagaaaaatc
gggtagccag
ccgegtttee
cgcagacgtt
ctaaccagta
gcgcacccgt
ggcggacgeg

gaattgattg

ccttaacgtg
tcttgagatc
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgeccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegte
aacgcggcect
gcgttatcce
cgccgeagcec
atgcggtatt
tcagtacaat
tgactgggtc
ttgtctgectce
tcagaggttt
gtggtcgtga
ctccagaagce
ctgtttggtc
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
cagcatcctg
agactttacg
ttgcagcage
aggcaacccc
ggccaggacce
atggatatgt

gctccaatte

41

agttttegtt
ctttttttct
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttectecttac
ctgctctgat
atggctgecge
ccggcatccg
tcaccgtcat
agcgattcac
gttaatgtct
acttgatgcc
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccagcg
cgatgcagat
aaacacggaa
agtcgcettca
gccagectag
caacgctgee

tetgecaagg

ttggagtggt

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

2880

2940



gaatcecgtta
ccgegacgea
ccgtteccatg
gaagttaggce
acctgecetgg
atcataatgg
gcgteggeca
ttteccagteg
aggeggtttg
gctgattgee
gccccageag
cttecggtatce
taatggcgeg
cgatgececcte
ctteceegtte
gacgcagacg
ccaatgcgac
tgttgatggg
cttccacagc
gttgcgegag
tcgacaccac
gcgacggcge
ccgceccagttg
ctttttceceg
gataagagac
ccctgaattg
cgatggtgte
ggagcttatc
tggtatggcet
gttctggata

gctgttgaca

gcgaggtgec
acgcggggag
tgctcgeega
tggtaagagc
acagcatggce
ggaaggccat
gcttgcaatt
ggaaacctgt
cgtattgggc
cttecacecgece
gcgaaaatcc
gtcgtatcce
cattgcgece
attcagcatt
cgctatcgge
cgccgagaca
cagatgctcce
tgtctggtca
aatggcatcc
aagattgtgce
cacgctggeca
gtgcagggcc
ttgtgccacg
cgttttegea
accggcatac
actctcttce
aacgtaaatg
gactgcacgg
gtgcaggtcg
atgttttttg

attaatcatc

gcecggettec
gcagacaagg
ggcggcataa
cgcgagcgat
ctgcaacgeg
ccagcectcege
cgcgctaact
cgtgccaget
gccagggtgg
tggccctgag
tgtttgatgg
actaccgaga
agcgccatct
tgcatggttt
tgaatttgat
gaacttaatg
acgcccagtce
gagacatcaa
tggtcatcca
accgecgcett
cccagttgat
agactggagg
cggttgggaa
gaaacgtggc
tctgcgacat
gggcgctatc
catgccgett
tgcaccaatg
taaatcactg
cgccgacatce

ggctcgtata
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attcaggtcg
tatagggegg
atcgccgtga
ccttgaagcet
ggcatcccga
gtcgcgaacg
tacattaatt
gcattaatga
tttttctttt
agagttgcag
tggttgacgg
tatcecgecacce
gatcgttgge
gttgaaaacc
tgcgagtgag
gtcecgetaa
gcgtaccegte
gaaataacgc
gcggatagtt
tacaggcttce
cggcgcgaga
tggcaacgce
tgtaattcag
tggcctggtt
cgtataacgt
atgccatacc
cgccttegeg
cttctggegt
cataattegt
ataacggttc

atgtgtggaa

aggtggcccg
cgcctacaat
cgatcagcgg
gtccctgatg
tgcecgeecgga
ccagcaagac
gegttgeget
atcggccaac
caccagtgag
caagcggtcce
cgggatataa
aacgcgcagce
aaccagcatc
ggacatggca
atatttatgc
cagcgecgatt
ttcatgggag
cggaacatta
aatgatcagc
gacgccgcett
tttaategec
aatcagcaac
ctcecgecate
caccacgcgg
tactggttte
gcgaaaggtt
cgcgaattge
caggcagcca
gtcgetcaag
tggcaaatat

ttgtgagegg

42

gctccatgea
ccatgccaac
tccagtgatc
gtcgtcatct
agcgagaaga
gtagcccage
cactgcecege
gegeggggag
acgggcaaca
acgctggttt
catgagctgt
ccggactcegg
gcagtgggaa
ctccagtcge
cagccagcca
tgctgatgac
aaaataatac
gtgcaggcag
ccactgacgc
cgttctacca
gcgacaattt
gactgtttge
gcecgetteca
gaaacggtct
acattcacca
ttgcgccatt
aagctgatcce
tcggaagetg
gcgcactceccee
tctgaaatga

ataacaattt

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



ES 2735981 T3

cacacaggaa acagaattcc atatgaaata cctattacca acagcagcag ctgggttatt 4860
attgctceget gecgcageccgg ccatggceccga ggtgcagetg gtggagtctg ggggaggett 4920
cgtgcaggeg ggggaatctce tgacgctctce ctgtacaagt tctacactga ccttcactce 4980
gtatcgecatg gecectggtace geccaggetcece agggaagcag cgtgatttag tcgeggatat 5040
tagtagtggt gatggtagga ccacaaacta tgcggacttc gcgaagggcc gattcaccat 5100
ctccagagac aacatcaaga acacggtctt tctgcgaatg actaacctga aacctgagga 5160
cacggcegte tactactgta acaccttegt ttegtttgtg gggattgege gttettgggg 5220
ccaggggacc caggtcaccg tctcecctcacg tacggtgget gcaccatctg tettcatcett 5280
cccgecatet gatgagcagt tgaaatctgg aactgectet gttgtgtgec tgectgaataa 5340
cttctatcece agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctcc aatcgggtaa 5400
ctcccaggag agtgtcacag agcaggacag caaggacagc acctacagcc tcagcagcac 5460
cctgacgetg agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc tacgcectgeg aagtcaccca 5520
tcagggcctg agctcgeccgg tgacaaagag cttcaaccge ggagagtgtg caggtgatta 5580
caaagacgat gacgataagt aataaacagg aaacagaagt ccatatgaaa tacctattgc 5640
ctacggcagce cgctggattg ttattactecg cggcccagec ggeccatggee gaggtgcecage 5700
tggtggagtc tgggggaggc ttagtgcage ctggggagtc tctgacactc tcctgtgtag 5760
ttgctggaag catcttcage ttcgccatga getggtatcg ccaggctcca ggaaaagage 5820
gcgaattggt cgcacgtatt ggttcggatg atcgggtaac gtacgcagat tccgtgaagg 5880
gccgatttac catctccaga gacaacatca agcgcacggce gggcctgcag atgaacagec 5940
tgaaacctga ggacacggcc gtctactact gcaatgccca aacagatttg agggattgga 6000
ctgtgcgaga gtactggggc caggggaccc aggtcaccgt ctcctcaget agcaccaagg 6060
gcccatcggt cttcccecctg gcaccctcct ccaagagcac ctctgggggc acagcggccc 6120
tgggctgect ggtcaaggac tacttccececg aaccggtgac ggtgtecgtgg aactcaggeg 6180
ccctgaccag cggegtgcac accttcececegg ctgtectaca gtectcagga ctetactcece 6240
tcagcagcgt agtgaccgtg ccctccagca gecttgggcac ccagacctac atctgcaacg 6300
tgaatcacaa gcccagcaac accaaggtgg acaagaaagt tgagcccaaa tcttgtgcegg 6360
ccgcagaaca aaaactcatc tcagaagagg atctgaatgg ggccgtacat caccaccatce 6420
atcatgggag ctaagcttgg ctgttttgge ggatgagaga agattttcag cctgatacag 6480
attaaatcag aacgcagaag cggtctgata aaacagaatt tgcctggegg cagtagegeg 6540
gtggtcccac ctgaccccat gccgaactca gaagtgaaac gccgtagcege cgatggtagt 6600
gtggggtctc cccatgecgag agtagggaac tgccaggcat caaataaaac gaaaggctca 6660
gtcgaaagac tgggcctttce gttttatctg ttgtttgteg gtgaacgete tcectgagtag 6720
gacaaatccg ccgggagcegg atttgaacgt tgcgaagcaa cggcccggag gaccctggceg 6780
ggcaggacgc ccgccataaa ctgccaggca tcaaattaag cagaaggcca tcctgacgga 6840
tggcettttt gegtttctac aaactett 6868
<210> 16

<211> 6536

<212> ADN

<213> Artificial

43



<220>
<223> p1201

<400> 16
ttgtttattt

aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgececgeata
tcttacggat
cactgcggcece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgegtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc

gcctacatac

ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatce
atccttgaga
ctatgtggceg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt

ctcgetcetge

attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttee
agttgggtgce
gttttcgeece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt

taatcectgtt
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gtatccgcetce
tatgagtatt
tgtttttgcet
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttecceggeaa
ctecggecctt
tcgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac

accagtggct

atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatce
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact

gctgccagtg

44

aaccctgata
gtgtcgecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttect
tttgtttgece
cgcagatacc
ctgtagcacc

gcgataagtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gtgtcttace
aacggggggt
cctacagegt
tceggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggeettt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtgc
gccgeatagt
cccgacaccc
cttacagaca
caccgaaacg
agatgtctge
ggcttctgat
tcegtgtaag
gctcacgata
acaactggcg
cttegttaat
ccggaacata
accgaagacc
cgttegeteg
ccgggtecte
cgagatgcgce
gttggtttge
gaatccgtta
ccgcgacgca
ccgttececatg
gaagttaggc
acctgecetgg

atcataatgg

gggttggact
tcgtgcacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ggtatttcac
taagccagta
gccaacacce
agctgtgacc
cgcgaggcag
ctgttcatce
aaagcgggcce
ggggaatttc
cgggttactg
gtatggatgc
acagatgtag
atggtgcagg
attcatgttg
cgtatcggtg
aacgacagga
cgcgtgegge
gcattcacag
gcgaggtgec
acgeggggag
tgctegecga
tggtaagagc
acagcatggce

ggaaggccat

caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage
aggaagcgga
accgcatata
tacactccge
gctgacgege
gtctccggga
ctgcggtaaa
gcgteccaget
atgttaaggg
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggacca
gtgttccaca
gcgctgactt
ttgctcaggt
attcattctg
gcacgatcat
tgctggagat
ttcteccgeaa
gceggettee
gcagacaagg
ggcggcataa
cgcgagcgat
ctgcaacgeg

ccagectege
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gttaccggat
ggagcgaacyg
gcttcccgaa
gegeacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccget
agagcgcctg
tggtgcactc
tatcgctacg
cctgacggge
gctgcatgtg
gctcatcagce
cgttgagttt
cggtttttte
ggtaatgata
tgcccggtta
gagaaaaatc
gggtagccag
ccgegtttece
cgcagacgtt
ctaaccagta
gcgcacccegt
ggcggacgceg
gaattgattg
attcaggtcg
tatagggcgg
atcgccgtga
ccttgaaget
ggcatcccega

gtcgegaacg

aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegte
aacgcggcect
gcgttatcee
cgcegeagec
atgcggtatt
tcagtacaat
tgactgggtc
ttgtctgete
tcagaggttt
gtggtcgtga
ctccagaagce
ctgtttggte
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
cagcatcctg
agactttacg
ttgcagcagc
aggcaacccc
ggccaggacce
atggatatgt
gctccaattce
aggtggcceg
cgcctacaat
cgatcagcgg
gtcectgatg
tgcegecgga

ccagcaagac

45

ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctccttac
ctgctctgat
atggctgege
ccggecatceg
tcaccgtcat
agcgattcac
gttaatgtct
acttgatgece
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccagcg
cgatgcagat
aaacacggaa
agtcgcttca
gccagcctag
caacgctgece
tctgccaagg
ttggagtggt
gctccatgea
ccatgccaac
tccagtgatc
gtcgtcatct
agcgagaaga

gtagcccage

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

3060

3120

3180

3240

3300



gcgteggeca
tttccagteg
aggcggtttg
gctgattgee
gccccagcag
ctteggtate
taatggcgeg
cgatgececte
cttcecegtte
gacgcagacg
ccaatgcgac
tgttgatggg
cttccacage
gttgcgcgag
tcgacaccac
gcgacggcge
ccgcecagttg
ctttttececeg
gataagagac
ccctgaattg
cgatggtgtce
ggagcttatc
tggtatggct
gttctggata
gctgttgaca
cacacaggaa
attgctcget
accatctgtce
tgtgtgectg
cgccctecaa

ctacagccte

gcttgcaatt
ggaaacctgt
cgtattggge
cttcaccgee
gcgaaaatcce
gtcgtatecce
cattgcgece
attcagcatt
cgctatcgge
cgccgagaca
cagatgctcc
tgtctggtca
aatggcatcc
aagattgtgc
cacgctggca
gtgcagggce
ttgtgccacg
cgttttcgea
accggcatac
actctcttce
aacgtaaatg
gactgcacgg
gtgcaggtcg
atgttttttg
attaatcatc
acagaattcc
gcgcagecgyg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact

agcagcaccce

cgcgctaact
cgtgccagcet
gccagggtgg
tggccctgag
tgtttgatgg
actaccgaga
agcgccatct
tgcatggttt
tgaatttgat
gaacttaatg
acgcccagtc
gagacatcaa
tggtcatcca
accgcecgcett
cccagttgat
agactggagg
cggttgggaa
gaaacgtggc
tctgcgacat
gggcgctatce
catgccgett
tgcaccaatg
taaatcactg
cgccgacatc
ggctcgtata
atatgaaata
ccatggccca
cgccatctga
tctatcecag
cccaggagag

tgacgctgag
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tacattaatt
gcattaatga
tttttetttt
agagttgcag
tggttgacgg
tatcecgecace
gatcgttgge
gttgaaaacc
tgcgagtgag
gtccegetaa
gcgtaccegte
gaaataacgc
gcggatagtt
tacaggcttc
cggcgegaga
tggcaacgece
tgtaattcag
tggcctggtt
cgtataacgt
atgccatacc
cgecttegeg
cttctggegt
cataattcgt
ataacggttc
atgtgtggaa
cctattacca
ggtcaccgte
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag

caaagcagac

gcgttgeget
atcggccaac
caccagtgag
caagcggtcc
cgggatataa
aacgcgcagc
aaccagcatc
ggacatggca
atatttatgc
cagcgcgatt
ttcatgggag
cggaacatta
aatgatcagc
gacgccgcett
tttaatcgee
aatcagcaac
ctcecgecatce
caccacgcgg
tactggtttc
gcgaaaggtt
cgcgaattge
caggcagcca
gtcgctcaag
tggcaaatat
ttgtgagcgg
acagcagcag
tcctcacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca

tacgagaaac

46

cactgcccge
gcgeggggag
acgggcaaca
acgctggttt
catgagctgt
ccggactcgg
gcagtgggaa
ctccagtege
cagccagcca
tgctgatgac
aaaataatac
gtgcaggcag
ccactgacgce
cgttctacca
gcgacaattt
gactgtttge
gcegetteca
gaaacggtct
acattcacca
ttgcgeccatt
aagctgatcece
tcggaagetg
gcgcactcece
tctgaaatga
ataacaattt
ctgggttatt
cggtggctge
ctgcctetgt
aggtggataa
aggacagcac

acaaagtcta

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



10

cgcctgegaa
agagtgtgca
atatgaaata
ccatggcege
cctetggggg
cggtgtegtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tgcaggcggg
atcgcatgge
gtagtggtga
ccagagacaa
cggccgtcta
aggggaccca
atctgaatgg
atgagagaag
acagaatttg
agtgaaacgc
ccaggcatca
gtttgtecggt
cgaagcaacg
aaattaagca

<210> 17
<211> 7246
<212> ADN

gtcacccatc
ggtgattaca
cctattgect
tagcaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgac
ggaatctctg
ctggtaccge
tggtaggacc
catcaagaac
ctactgtaac
ggtcactgtc
ggccgtacat
attttcagcc
cctggeggea
cgtagcgcecceg
aataaaacga
gaacgctctce
gcccggagga

gaaggccatc

<213> Artificial

<220>
<223> p1214

<400> 17
cctgaattga

gatggtgtca
gagcttatcg

ggtatggctg

ctctcttceg
acgtaaatge
actgcacggt

tgcaggtcegt

agggcctgag
aagacgatga
acggcagccg
ggcccatcgg
ctgggctgece
gccctgacca
ctcagcagecg
gtgaatcaca
aaaactgagg
acgctctcect
caggctccag
acaaactatg
acggtcttte
accttecgttt
tcctcagegg
caccaccatc
tgatacagat
gtagcgeggt
atggtagtgt
aaggctcagt
ctgagtagga
ccectggeggg

ctgacggatg

ggcgctatca
atgcegette
gcaccaatgc

aaatcactge
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ctcgeecggtg
cgataagtaa
ctggattgtt
tcttceccect
tggtcaagga
gcggcgtgea
tagtgaccgt
agcccagcaa
tgcagectggt
gtacaagttc
ggaagcagcg
cggacttcge
tgcgaatgac
cgtttgtggg
ccgcagaaca
atcatgggag
taaatcagaa
ggtcccacct
ggggtctcce
cgaaagactg
caaatccgcec
caggacgccc

gcetttttge

tgccataccg
gcettegege
ttctggegtc

ataattcegtg

acaaagagct
taaacaggaa
attactcgeg
ggcaccctce
ctacttcccce
caccttcceg
gccctecage
caccaaggtg
ggagtctggg
tacactgacc
tgatttagtc
gaagggccga
taacctgaaa
gattgcgegt
aaaactcatc
ctaagcttct
cgcagaagcg
gaccccatge
catgcgagag
ggcctttegt
gggagcggat
gccataaact

gtttctacaa

cgaaaggttt
gcgaattgea
aggcagccat

tcgetcaagg

47

tcaaccgegg
acagaagtcc
gcccagccgg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggca
gacaagaaag
ggaggcttcg
ttcactcegt
gcggatatta
ttcaccatct
cctgaggaca
tecttggggece
tcagaagagg
gttttggcgg
gtctgataaa
cgaactcaga
tagggaactg
tttatctgtt
ttgaacgttg
gccaggcatce

actctt

tgcgeccattce
agctgatceg
cggaagctgt

cgcactceceg

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6536

60

120

180

240



ttctggataa
ctgttgacaa
acacaggaaa
ttgctcgetg
gtgcaggcgg
tatcgcatgg
agtagtggtg
tccagagaca
acggccgtcet
caggggaccc
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
aaagacgatg
tacggcagcce
ggtggagtct
ctctggecctc
gcgtgagttt
gaagggccga
cagcctgaaa
ggcgccacgt
caccaagggc
agcggecctg
ctcaggcgee
ctactcccte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
atctctgacg

gtaccgccag

tgttttttge
ttaatcatcg
cagaattcca
cgcagccggce
gggaatctct
cctggtaccg
atggtaggac
acatcaagaa
actactgtaa
aggtcaccgt
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctecgeeggt
acgataagta
gctggattgt
gggggagagt
accttcagta
gtagcatcta
ttcaccatct
cctgaggaca
agtggcacct
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtag
aatcacaagc
actgaggtgce
ctctectgta

gctccaggga

gccgacatca
gctcgtataa
tatgaaatac
catggccgag
gacgctetce
ccaggctcca
cacaaactat
cacggtcttt
caccttegtt
ctcectcacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
gacaaagagc
ataaacagga
tattactcge
tggtgcagge
gctataacat
ttacctggag
ccagagacaa
cggccgttta
actggggcca
tccecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgece
ccagcaacac
agctggtgga
caagttctac

agcagcgtga
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taacggttct
tgtgtggaat
ctattaccaa
gtgcagetgg
tgtacaagtt
gggaagcagc
gcggactteg
ctgcgaatga
tcgtttgtgg
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaaccgeg
aacagaagtc
ggcccagcecg
tgggggctcet
gggctggttc
tggtcgggac
cgccaagaac
ttattgtgcet
agggacccag
accctcctcee
cttcececcgaa
cttcecegget
ctccagecagce
caaggtggac
gtctggggga
actgaccttc

tttagtcgeg

ggcaaatatt
tgtgagcgga
cagcagcagc
tggagtctgg
ctacactgac
gtgatttagt
cgaagggccg
ctaacctgaa
ggattgcgeg
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagect
acgcctgega
gagagtgtgce
catatgaaat
gccatggecg
ctgagactct
cgccgggete
acattctatg
actgtttate
gcaaacccct
gtcaccgtct
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccc
aagaaagttg
ggcttegtge
actccgtatc

gatattagta
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ctgaaatgag
taacaatttc
tgggttatta
gggaggctte
cttcactecceg
cgcggatatt
attcaccatc
acctgaggac
ttcttgggge
cttcatcttce
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacce
agtcacccat
aggtgattac
acctattgec
aggtgcagct
cctgtgecage
cagggaagga
cagactccgt
tgcaaatgag
ggccagtgge
cctcagcectag
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
aggcggggga
gcatggecctg

gtggtgatgg

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



taggaccaca
caagaacacg
ctgtaacacc
cactgtetec
cgtacatcac
ttttcagect
ctggeggeag
gtagcgecga
ataaaacgaa
aacgctctcc
cccggaggac
aaggccatcc
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacce
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cceccgtagaa

cttgcaaaca

aactatgcgg
gtctttectge
tteogtttogt
tcageggeceg
caccatcatc
gatacagatt
tagcgeggtg
tggtagtgtg
aggctcagtc
tgagtaggac
cctggeggge
tgacggatgg
aatatgtatc
aagagtatga
cttecetgttt
ggtgcacgag
cgccccgaag
ttatcccgtg
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgccttgatc
acgatgcecctg
ctagettcce
ctgecgetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag

aaaaaaccac

acttcgecgaa
gaatgactaa
ttgtggggat
cagaacaaaa
atgggagcta
aaatcagaac
gtcccacctg
gggtcteccece
gaaagactgg
aaatccgccg
aggacgcccyg
cctttttgeg
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttcce
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
ccectteegge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttettg

cgctaccage
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gggccgatte
cctgaaacct
tgcgegttet
actcatctca
agcttggctg
gcagaagcgyg
accccatgee
atgcgagagt
gcctttegtt
ggagcggatt
ccataaactg
tttctacaaa
acaataaccc
tttcegtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt

ggtggtttgt

accatctcca
gaggacacgg
tggggccagg
gaagaggatc
ttttggcgga
tctgataaaa
gaactcagaa
agggaactgce
ttatctgttg
tgaacgttgc
ccaggcatca
ctettttgtt
tgataaatgc
gcccttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagceg
acttttaaag
ctcggtcgece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgyg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttecact
tttetgegeg

ttgeceggate
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gagacaacat
ccgtctacta
ggacccaggt
tgaatggggce
tgagagaaga
cagaatttgc
gtgaaacgcc
caggcatcaa
tttgteggtg
gaagcaacgg
aattaagcag
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgectatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttge
aatctggagce
agccctcceg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgetg

aagagctacc

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



aactcttttt
agtgtagcecg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
ttgagaaagc
ggtcggaaca
tcectgteggg
gcggagccta
gcettttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
ttcacaccge
cagtatacac
cacccgctga
tgaccgtcte
ggcagctgceg
catccgegte
gggccatgtt
atttctgtte
tactgatgat
gatgcggegg
tgtaggtgtt
gcagggcgcet
tgttgttget
cggtgattca
caggagcacg
gcggetgetg
cacagttcte
gtgcecgeegg

gggaggcaga

ccgaaggtaa
tagttaggce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgctte
ggagagcgca
tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce
atatatggtg
tccgectateg
cgcgecctga
cgggagetge
gtaaagctca
cagctcgttg
aagggcggtt
atgggggtaa
gaacatgccc
gaccagagaa
ccacagggta
gacttccgeg
caggtcgcag
ttctgctaac
atcatgcgca
gagatggcgg
cgcaagaatt
cttccattca

caaggtatag

ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcectgegtt
ccgetecgeceg
gcctgatgeg
cactctcagt
ctacgtgact
cgggcttgtce
atgtgtcaga
tcagcgtggt
agtttctcca
ttttcctgtt
tgataccgat
ggttactgga
aaatcactca
gccagcagca
tttccagact
acgttttgca
cagtaaggca
cccgtggeca
acgcgatgga
gattggectcce
ggtcgaggtg

ggcggcgect
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cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagecggteg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg
gtattttcte
acaatctgct
gggtcatggc
tgctceegge
ggttttcace
cgtgaagcga
gaagcgttaa
tggtcacttg
gaaacgagag
acgttgtgag
gggtcaatgce
tcctgegatg
ttacgaaaca
gcagcagtcg
accccgcecag
ggacccaacg
tatgttctge
aattcttgga
gceceggetee

acaatccatg

ataccaaata
gcaccgecta
aagtcgtgtce
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgcet
cggttccetgg
tectgtggata
accgagecgca
cttacgcatc
ctgatgecege
tgcgeececga
atccgcettac
gtcatcaccg
ttcacagatg
tgtctggett
atgcctccgt
aggatgctca
ggtaaacaac
cagcgcetteg
cagatccgga
cggaaaccga
cttcacgtte
cctagecggg
ctgccegaga
caagggttgg
gtggtgaatc
atgcaccgeg

ccaacccgtt

50

ctgtccttet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagca
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgcetg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
atagttaagc
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
tctgectgtt
ctgataaagc
gtaaggggga
cgatacgggt
tggcggtatg
ttaatacaga
acataatggt
agaccattca
gctcgegtat
tcctcaacga
tgcgccgegt
tttgcgecatt
cgttagegag
acgcaacgcg

ccatgtgctce

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

5820

5880



10

gccgaggegg
agagccgcga
atggcctgeca
gccatccage
caattcgcge
cctgtegtge
tgggcgccag
ccgectggece
aatcctgttt
atcccactac
cgcccagcege
gcatttgcat
tcggetgaat
agacagaact
gctccacgece
ggtcagagac
catcctggte
tgtgcaccge
tggcacccag
gggccagact
ccacgeggtt
tcgecagaaac

catactctge

<210> 18
<211> 7237
<212> ADN

cataaatcgc
gcgatccttg
acgcgggcat
ctecgegtege
taacttacat
cagctgcatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcc
catctgatcg
ggtttgttga
ttgattgcga
taatggtccce
cagtcgecgta
atcaagaaat
atccagcgga
cgctttacag
ttgatcggeg
ggaggtggca
gggaatgtaa
gtggetggcec

gacatcgtat

<213> Artificial

<220>
<223> p1215

<400> 18
cctgaattga

gatggtgtca
gagcttatcg

ggtatggctg

ctctcttceg
acgtaaatge
actgcacggt

tgcaggtcegt

cgtgacgatc
aagctgtccce
cccgatgeeg
gaacgccagc
taattgegtt
aatgaatcgg
cttttcacca
tgcagcaagc
gacggcggga
gcaccaacgc
ttggcaacca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacagceg
ccgtcttcat
aacgccggaa
tagttaatga
gcttecgacge
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagcteeg
tggttcacca

aacgttactg

ggcgctatca
atgcegette
gcaccaatgc

aaatcactge
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agcggtccag
tgatggtecgt
ccggaagcga
aagacgtagc
gcgctcactg
ccaacgcgceg
gtgagacggg
ggtccacgcet
tataacatga
gcagcccgga
gcatcgcagt
tggcactcca
tatgccagce
cgatttgctg
gggagaaaat
cattagtgca
tcagcccact
cgcttegtte
tcgeecgegac
gcaacgactg
ccatecgecege
cgcgggaaac

gtttcacatt

tgccataccg
gcettegege
ttctggegtc

ataattcegtg

tgatcgaagt
catctacctg
gaagaatcat
ccagcgegte
cccgetttee
gggagaggcg
caacagctga
ggtttgccce
gctgtctteg
ctcggtaatg
gggaacgatg
gtcgecttee
agccagacgc
atgacccaat
aatactgttg
ggcagcttcce
gacgcgttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgceegee
ttccactttt
ggtctgataa

caccac

cgaaaggttt
gcgaattgea
aggcagccat

tcgetcaagg

51

taggctggta
cctggacage
aatggggaag
ggccagcttg
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ttgceccttea
agcaggcgaa
gtatcgtegt
gcgegecattg
ccctcattca
cgttecegeta
agacgcgccg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gcgagaagat
accaccacgce
ggcgcegtgea
agttgttgtg
tceegegttt

gagacaccgg

tgcgeccattce
agctgatceg
cggaagctgt

cgcactceceg

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7246

60

120

180

240



ttctggataa
ctgttgacaa
acacaggaaa
ttgctcgetg
gtgcaggcgg
tatcgcatgg
agtagtggtg
tccagagaca
acggccgtcet
caggggaccc
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
aaagacgatg
tacggcagcce
ggtggagtct
tgctggaagc
cgaattggtc
ccgatttace
gaaacctgag
tgtgcgagag
cccatcggte
gggctgectg
cctgaccage
cagcagcgta
gaatcacaag
aactgaggtg
gctctecetgt

ggctccaggg

tgttttttge
ttaatcatcg
cagaattcca
cgcagccggce
gggaatctct
cctggtaccg
atggtaggac
acatcaagaa
actactgtaa
aggtcaccgt
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctecgeeggt
acgataagta
gctggattgt
gggggaggct
atcttcagct
gcacgtattg
atctccagag
gacacggccg
tactggggcc
ttcececectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
cagctggtgg
acaagttcta

aagcagcgtg

gccgacatca
gctcgtataa
tatgaaatac
catggccgag
gacgctetce
ccaggctcca
cacaaactat
cacggtcttt
caccttegtt
ctcectcacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
gacaaagagc
ataaacagga
tattactcge
tagtgcagcce
tcgccatgag
gttcggatga
acaacatcaa
tctactactg
aggggaccca
caccctcctce
acttccccga
cctteccgge
cctccagcag
ccaaggtgga
agtctggggg
cactgacctt

atttagtcge
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taacggttct
tgtgtggaat
ctattaccaa
gtgcagetgg
tgtacaagtt
gggaagcagc
gcggactteg
ctgcgaatga
tcgtttgtgg
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaaccgeg
aacagaagtc
ggcccagcecg
tggggagtct
ctggtatcgc
tcgggtaacg
gcgcacggeg
caatgcccaa
ggtcaccgtce
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacce
caagaaagtt
aggcttegtg
cactccgtat

ggatattagt

ggcaaatatt
tgtgagcgga
cagcagcagc
tggagtctgg
ctacactgac
gtgatttagt
cgaagggccg
ctaacctgaa
ggattgcgeg
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagect
acgcctgega
gagagtgtgce
catatgaaat
gccatggecg
ctgacactct
caggctccag
tacgcagatt
ggcctgecaga
acagatttga
tcctcageta
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
caggcggggg
cgcatggect

agtggtgatg

52

ctgaaatgag
taacaatttc
tgggttatta
gggaggctte
cttcactecceg
cgcggatatt
attcaccatc
acctgaggac
ttcttgggge
cttcatcttce
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacce
agtcacccat
aggtgattac
acctattgec
aggtgcagct
cctgtgtagt
gaaaagagcg
ccgtgaaggg
tgaacagcct
gggattggac
gcaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgce
tctactcect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
aatctctgac
ggtaccgcca

gtaggaccac

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



aaactatgceg
ggtctttctg
cttegttteg
ctcagecggec
ccaccatcat
tgatacagat
gtagcgeggt
atggtagtgt
aaggctcagt
ctgagtagga
ccetggeggg
ctgacggatg
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttectgtt
gggtgcacga
tcgececcegaa
attatcccgt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagettee
tctgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa

aaaaaaacca

gacttcgega
cgaatgacta
tttgtgggga
gcagaacaaa
catgggagct
taaatcagaa
ggtcccacct
ggggtctecce
cgaaagactg
caaatccgcce
caggacgcce
gectttttge
ccgctcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
gttgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcecctteecgg
ggtatcattg
acggggagte
ctgattaagce
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttett

ccgctaccag

agggeccgatt
acctgaaacc
ttgegegtte
aactcatctce
aagcttggcect
cgcagaagcg
gaccccatge
catgcgagag
ggcctttegt
gggagcggat
gccataaact
gtttctacaa
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgce
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggetggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccettt

cggtggtttg
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caccatctcce
tgaggacacg
ttggggccag
agaagaggat
gttttggegy
gtctgataaa
cgaactcaga
tagggaactg
tttatctgtt
ttgaacgttg
gccaggcatce
actcttttgt
ctgataaatg
cgcccttatt
ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
actcggtcgce
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggeg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttecac
ttttetgege

tttgcecggat

agagacaaca
gcecgtctact
gggacccagg
ctgaatgggg
atgagagaag
acagaatttg
agtgaaacgc
ccaggcatca
gtttgtcggt
cgaagcaacg
aaattaagca
ttatttttet
cttcaataat
ccettttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggecg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctget

caagagctac

53

tcaagaacac
actgtaacac
tcactgtcte
ccgtacatca
attttcagecce
cctggcggea
cgtagegeeg
aataaaacga
gaacgctctc
gcccggagga
gaaggccatc
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
tcgetgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgeaaac

caactctttt

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



tccgaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgce
gtttegecac
atggaaaaac
tcacatgtte
gtgagctgat
agcggaagag
catatatggt
ctcecgetate
acgcgecctg
ccgggagetg
ggtaaagctc
ccagctegtt
taagggcggt
catgggggta
tgaacatgcce
ggaccagaga
tccacagggt
tgacttcecge
tcaggtcgeca
attctgctaa
gatcatgcgce
ggagatggcg
ccgcaagaat
gcttccatte

acaaggtata

actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttecctgegt
accgctegece
cgcctgatge
gcactctcag
gctacgtgac
acgggcttgt
catgtgtcag
atcagcgtgg
gagtttctce
tttttcctgt
atgataccga
cggttactgg
aaaatcactc
agccagcagc
gtttccagac
gacgttttge
ccagtaaggce
acccgtggec
gacgcgatgg
tgattggcte
aggtcgaggt

gggcggcgece

gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccettttt
tatccecetga
gcagccgaac
ggtattttct
tacaatctge
tgggtcatgg
ctgctcecegg
aggttttcac
tcgtgaageg
agaagcgtta
ttggtcactt
tgaaacgaga
aacgttgtga
agggtcaatg
atcctgcgat
tttacgaaac
agcagcagtc
aaccccgceca
aggacccaac
atatgttctg
caattcttgg
ggcccggcete

tacaatccat

ES 2735981 T3

gataccaaat
agcaccgcect
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcctg
ttectgtggat
gaccgagcge
ccttacgcecat
tctgatgecceg
ctgcgeeecg
catccgcetta
cgtcatcacce
attcacagat
atgtctggct
gatgcctccg
gaggatgctce
gggtaaacaa
ccagcgcette
gcagatccgg
acggaaaccg
gcttcacgtt
gcctageegg
gctgeccegag
ccaagggttg
agtggtgaat
catgcaccge

gccaaccegt

actgtcctte
acatacctceg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgage
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
ctgtgecggta
catagttaag
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
gtctgectgt
tctgataaag
tgtaaggggg
acgatacggg
ctggcggtat
gttaatacag
aacataatgg
aagaccattc
cgectecgegta
gtcctcaacg
atgcgccgeg
gtttgcgcat
ccgttagega
gacgcaacgc

tccatgtget

54

tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
attgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggcggagect
ggccttttge
ccgectttga
tgagcgagga
tttcacaccg
ccagtataca
acacccgcetg
gtgaccgtcet
aggcagctge
tcatcecgegt
cgggccatgt
aatttctgtt
ttactgatga
ggatgcggcg
atgtaggtgt
tgcagggegce
atgttgttgce
tcggtgatte
acaggagcac
tgcggctget
tcacagttct
ggtgccgeeg
ggggaggcag

cgccgaggcg

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

5820

5880
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gcataaatcg
agcgatcctt
aacgcgggca
cctegegteg
ctaacttaca
ccagctgcat
gggtggtttt
cctgagagag
tgatggtggt
ccgagatatc
ccatctgatc
tggtttgttg
tttgattgeg
ttaatggtcce
ccagtcgegt
catcaagaaa
catccagcgg
ccgctttaca
gttgatcgge
tggaggtggc
tgggaatgta
cgtggctgge
cgacatcgta

<210> 19
<211> 107
<212> PRT

ccgtgacgat
gaagctgtcce
tccecgatgece
cgaacgccag
ttaattgegt
taatgaatcg
tcttttcace
ttgcagcaag
tgacggcggg
cgcaccaacg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat
cgctaacagc
accgtcttca
taacgccgga
atagttaatg
ggcttcgacg
gcgagattta
aacgccaatc
attcagctcecc
ctggttcacc

taacgttact

<213> Artificial

<220>
<223>501-L

<400> 19

cagcggtcca
ctgatggtcg
gccggaageg
caagacgtag
tgcgetcact
gccaacgcgce
agtgagacgg
cggtccacge
atataacatg
cgcagcccgg
agcatcgcag
atggcactcc
ttatgccage
gcgatttget
tgggagaaaa
acattagtgc
atcagcccac
ccgcettegtt
atcgccgega
agcaacgact
gccatcgeceg
acgcgggaaa

ggtttcacat

ES 2735981 T3

gtgatcgaag
tcatctacct
agaagaatca
cccagecgegt
gccegettte
ggggagaggc
gcaacagctg
tggtttgeece
agctgtctte
actcggtaat
tgggaacgat
agtcgectte
cagccagacg
gatgacccaa
taatactgtt
aggcagcttc
tgacgcgttg
ctaccatcga
caatttgcga
gtttgeccege
cttccacttt
cggtctgata

tcaccac

ttaggctggt
gcctggacag
taatggggaa
cggccagcectt
cagtcgggaa
ggtttgcgta
attgcecctte
cagcaggcga
ggtatcgtcg
ggcgcgceatt
gccctcatte
ccgtteeget
cagacgcgcce
tgcgaccaga
gatgggtgte
cacagcaatg
cgcgagaaga
caccaccacg
cggcgegtge
cagttgttgt
tteceegegtt

agagacaccg

aagagccgceg
catggcctge
ggccatccag
gcaattcgeg
acctgtcgtg
ttgggcgeca
accgectgge
aaatcctgtt
tatcccacta
gcgcccagceg
agcatttgca
atcggctgaa
gagacagaac
tgctccacge
tggtcagaga
gcatcctggt
ttgtgcaccg
ctggcaccca
agggccagac
gccacgeggt
ttcgcagaaa

gcatactctg

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1

5

10

15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

20

25

30

55

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7237
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Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Pro

Gly

50

Tyr

His

vVal

<210> 20

<211> 226

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>501-H

<400> 20
Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Gly

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Gly
115

Glu

Ser

Leu

val

Lys
100

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Gly

Gly

Val

Phe

val

val

85

Lys

Phe

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Val

val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Ser

Ala

Val

Ala

55

val

His

Cys

Gln

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Ala

Ala
120

ES 2735981 T3

Trp

Thr

Thr

val

Gly
105

Phe

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Ala

105

Gly

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Ala

Glu

VvVal

Gln

Ser

75

His

Cys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Glu

Ser

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

vVal

Leu

56

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Gln

Thr
125

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Leu

110

Leu

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

val

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Glu

Cys
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Thr Ser Ser Thr Leu Thr Phe
130 135

Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg

145 150

Asp Gly Arg Thr Thr Asn Tyr

165
Ile Ser Arg Asp Asn Ile Lys
180
Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala
195

Phe Val Gly Ile Ala Arg Ser
210 215

Ser Ser

225

<210> 21

<211> 227

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> 514-L

<400> 21

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

1 5

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr
20

Arg Met Ala Trp Tyr Arg Gln
35

Ala Asp Ile Ser Ser Gly Asp
50 55

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Phe Leu Arg Met Thr Asn Leu

Thr

Asp

Ala

Asn

vVal

200

Trp

Gly

Ser

Ala

40

Gly

Ser

Lys

ES 2735981 T3

Pro

Leu

Asp

Thr

185

Tyr

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Arg

Pro

Tyr

vVal

Phe

170

Val

Tyr

Gln

Gly

10

Thr

Gly

Thr

Asp

Glu

Ala

155

Ala

Phe

Cys

Gly

Phe

Leu

Lys

Thr

Asn

75

Asp

Met

140

Asp

Lys

Leu

Asn

Thr
220

vVal

Thr

Gln

Asn

Ile

Thr

57

Ala

Ile

Gly

Arg

Thr

205

Gln

Gln

Phe

Arg

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Ser

Arg

Met

190

Phe

Val

Ala

Thr

30

Asp

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

Phe

175

Thr

val

Thr

Gly

15

Pro

Leu

Asp

Thr

Tyr
95

Arg

Gly

160

Thr

Asn

Ser

Val

Glu

Tyr

Val

Phe

Val

80

Tyr
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ES 2735981 T3

Cys Asn Thr Phe Val Ser Phe Val Gly Ile Ala
100 105

Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Arg Thr Val
115 120

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
130 135

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
145 150 155

Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
165 170

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
180 185

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
195 200

Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
210 215

Gly Glu Cys
225

<210> 22
<211> 348
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> 514-H

<400> 22
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Glu Leu
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Leu
20 25

Asn Met Gly Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys
35 40

Ala Ser Ile Thr Trp Ser Gly Arg Asp Thr Phe
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

Ala

Ser

140

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
220

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

58

Ser

Ala

125

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

205

Ser

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Asn

Trp

110

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

190

Ala

Phe

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

Ser

Ala

val

Ser

175

Thr

Cys

Asn

Gly

15

Ser

Phe

Ser

Val

Gln

val

Ser

Gln

160

Val

Leu

Glu

Arg

Gly

Tyr

val

Val

Tyr



ES 2735981 T3

65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Asn Pro Trp Pro Val Ala Ala Pro Arg Ser Gly Thr Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125

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

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220

Cys Ala Ala Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Phe Val
225 230 235 240

Gln Ala Gly Glu Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Ser Ser Thr Leu Thr
245 250 255

Phe Thr Pro Tyr Arg Met Ala Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln
260 265 270

Arg Asp Leu Val Ala Asp Ile Ser Ser Gly Asp Gly Arg Thr Thr Asn
275 280 285

Tyr Ala Asp Phe Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ile
290 295 300

Lys Asn Thr Val Phe Leu Arg Met Thr Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr
305 310 315 320

Ala Val Tyr Tyr Cys Asn Thr Phe Val Ser Phe Val Gly Ile Ala Arg
325 330 335

Ser Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
340 345
<210> 23

<211> 227
<212> PRT

59
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15

<213> Artificial

<220>
<223>515-L

<400> 23
Glu Val Gln

1

Ser

Arg

Ala

Ala

65

Phe

Cys

Gly

Phe

Val

145

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
225

Leu

Met

Asp

50

Lys

Leu

Asn

Thr

Ile

130

Val

Lys

Glu

Leu

Thr
210

Glu

<210> 24

<211> 345

Thr

Ala

35

Ile

Gly

Arg

Thr

Gln

115

Phe

Cys

vVal

Gln

Ser
195

His

Cys

<212> PRT
<213> Artificial

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Met

Phe

100

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

180

Lys

Gln

val

Ser

Tyr

Ser

Phe

Thr

85

Val

Thr

Pro

Leu

Asn

165

Ser

Ala

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Asn

Ser

Val

Ser

Asn

150

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Ile

Leu

Phe

Ser

Asp

135

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
215

Gly

Ser

Ala

40

Gly

Ser

Lys

Val

Ser

120

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu
200

Ser

ES 2735981 T3

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Arg

Pro

Gly

105

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

185

Lys

Pro

Gly

10

Thr

Gly

Thr

Asp

Glu

90

Ile

Thr

Leu

Pro

Gly

170

Tyr

His

val

Phe

Leu

Lys

Thr

Asn

75

Asp

Ala

Val

Lys

Arg

155

Asn

Ser

Lys

Thr

vVal

Thr

Gln

Asn

60

Ile

Thr

Arg

Ala

Ser

140

Glu

Ser

Leu

val

Lys
220

60

Gln

Phe

Arg

45

Tyr

Lys

Ala

Ser

Ala

125

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
205

Ser

Ala

Thr

30

Asp

Ala

Asn

Val

Trp

110

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

190

Ala

Phe

Gly

15

Pro

Leu

Asp

Thr

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ser

175

Thr

Cys

Asn

Glu

Tyr

Val

Phe

Val

80

Tyr

Gln

Val

Ser

Gln

160

Val

Leu

Glu

Arg



<220>
<223> 515-H

<400> 24
Glu Val Gln

1

Ser

Met

Arg

Arg

65

Met

Gln

Thr

Pro

Gly
145

Leu

Ser

Ile

50

Phe

Asn

Thr

Gln

Leu

130

Cys

Thr

Trp

35

Gly

Thr

Ser

Asp

val

115

Ala

Leu

Leu

Leu

20

Tyr

Ser

Ile

Leu

Leu

100

Thr

Pro

Val

Vval

Ser

Arg

Asp

Ser

Lys

85

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

Cys

Gln

Asp

Arg

70

Pro

Asp

Ser

Ser

Asp
150

Ser

Val

Ala

Arg

55

Asp

Glu

Trp

Ser

Lys

135

Tyr

Gly

Val

Pro

40

val

Asn

Asp

Thr

Ala

120

Ser

Phe

ES 2735981 T3

Gly

Ala

25

Gly

Thr

Ile

Thr

Val

105

Ser

Thr

Pro

Gly

10

Gly

Lys

Tyr

Lys

Ala

90

Arg

Thr

Ser

Glu

Leu

Ser

Glu

Ala

Arg

75

val

Glu

Lys

Gly

Pro
155

Vval

Ile

Arg

Asp

60

Thr

Tyr

Tyr

Gly

Gly

140

val

61

Gln

Phe

Glu

45

Ser

Ala

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Ser

30

Leu

Val

Gly

Cys

Gly

110

Ser

Ala

Vval

Gly

15

Phe

Val

Lys

Leu

Asn

95

Gln

Val

Ala

Ser

Glu

Ala

Ala

Gly

Gln

80

Ala

Gly

Phe

Leu

Trp
160
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Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
195 200

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
210 215

Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
225 230

Glu Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Ser Ser
245 250

Tyr Arg Met Ala Trp Tyr Arg Gln Ala Pro
260 265

Val Ala Asp Ile Ser Ser Gly Asp Gly Arg
275 280

Phe Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
290 295

Val Phe Leu Arg Met Thr Asn Leu Lys Pro
305 310

Tyr Cys Asn Thr Phe Val Ser Phe Val Gly
325 330

Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
340 345

<210> 25
<211> 227
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>1214-L

<400> 25

Thr

Val

Asn

Pro

Gly

235

Thr

Gly

Thr

Asp

Glu

315

Ile

Phe

Val

val

Lys

220

Phe

Leu

Lys

Thr

Asn

300

Asp

Ala

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Val

Thr

Gln

Asn

285

Ile

Thr

Arg

Ala

Val

190

His

Cys

Gln

Phe

Arg

270

Tyr

Lys

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Ala

Ala

Thr

255

Asp

Ala

Asn

Val

Trp
335

Leu

Ser

Pro

Ala

Gly

240

Pro

Leu

Asp

Thr

Tyr

320

Gly

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Phe Val Gln Ala Gly Glu

1 5 10

62

15
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Ser

Arg

Ala

Ala

65

Phe

Cys

Gly

Phe

val

145

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
225

Leu

Met

Asp

50

Lys

Leu

Asn

Thr

Ile

130

val

Lys

Glu

Leu

Thr

210

Glu

<210> 26

<211> 348

Thr

Ala

35

Ile

Gly

Arg

Thr

Gln

115

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

195

His

Cys

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>1214-H

<400> 26

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Met

Phe

100

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

180

Lys

Gln

Ser

Tyr

Ser

Phe

Thr

85

Val

Thr

Pro

Leu

Asn

165

Ser

Ala

Gly

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Asn

Ser

Val

Ser

Asn

150

Ala

Lys

Asp

Leu

Thr

Gln

Asp

55

Ile

Leu

Phe

Ser

Asp

135

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
215

Ser

Ala

40

Gly

Ser

Lys

Val

Ser

120

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

200

Ser
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Ser

25

Pro

Arg

Arg

Pro

Gly

105

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

185

Lys

Pro

Thr

Gly

Thr

Asp

Glu

90

Ile

Thr

Leu

Pro

Gly

170

Tyr

His

Val

Leu

Lys

Thr

Asn

75

Asp

Ala

Val

Lys

Arg

155

Asn

Ser

Lys

Thr

Thr

Gln

Asn

60

Ile

Thr

Arg

Ala

Ser

140

Glu

Ser

Leu

vVal

Lys
220

63

Phe

Arg

45

Tyr

Lys

Ala

Ser

Ala

125

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

205

Ser

Thr
30

Asp

Ala

Asn

Val

Trp

110

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

190

Ala

Phe

Pro

Leu

Asp

Thr

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ser

175

Thr

Cys

Asn

Tyr

Val

Phe

Val

80

Tyr

Gln

Val

Ser

Gln

160

Val

Leu

Glu

Arg



Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

val

His

Cys
225

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Ala

Gln

Vval

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gln

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

Asn

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Ser

Pro

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

val

Ser

Phe

Trp

Thr

Ser

Trp

Gln

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Glu

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Pro

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

val
230

Ser

Ala

Arg

Gly

Ser

Lys

Val

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Pro

Ala

vVal

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Leu
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Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Pro

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Glu

Leu

Leu

Lys

Phe

Ala

75

Thr

Arg

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser
235

vVal

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Gly

64

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Asn

vVal

Gly

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Gly

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Gly

Gly

15

Ser

Phe

Ser

Val

Tyr

95

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

175

val

Val

Lys

Phe

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Val
240
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Gln Ala Gly Glu Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr
245 250

Phe Thr Pro Tyr Arg Met Ala Trp Tyr Arg Gln
260 265

Arg Asp Leu Val Ala Asp Ile Ser Ser Gly Asp
275 280

Tyr Ala Asp Phe Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile
290 295

Lys Asn Thr Val Phe Leu Arg Met Thr Asn Leu

305 310 315

Ala Val Tyr Tyr Cys Asn Thr Phe Val Ser Phe
325 330

Ser Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser

340 345

<210> 27

<211> 227

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>1215-L

<400> 27

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Phe

1 5 10

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Ser Ser Thr Leu
20 25

Arg Met Ala Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys

Ala Asp Ile Ser Ser Gly Asp Gly Arg Thr Thr
50 55

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75

Phe Leu Arg Met Thr Asn Leu Lys Pro Glu Asp

Ser

Ala

Gly

Ser

300

Lys

Val

Ser

vVal

Thr

Gln

Asn

Ile

Thr

65

Ser

Pro

Arg

285

Arg

Pro

Gly

Gln

Phe

Arg

45

Tyr

Lys

Ala

Thr

Gly

270

Thr

Asp

Glu

Ile

Ala

Thr

30

Asp

Ala

Asn

Val

Leu

255

Lys

Thr

Asn

Asp

Ala
335

Gly

15

Pro

Leu

Asp

Thr

Tyr
95

Thr

Gln

Asn

Ile

Thr

320

Arg

Glu

Tyr

Val

Phe

Val

80

Tyr
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Cys Asn Thr Phe Val Ser Phe Val Gly Ile Ala
100 105

Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Arg Thr Val
115 120

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
130 135

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
145 150 155

Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
165 170

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
180 185

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
195 200

Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
210 215

Gly Glu Cys
225

<210> 28
<211> 345
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>1215-L

<400> 28
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Val Val Ala Gly Ser
20 25

Met Ser Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu
35 40

Arg Ile Gly Ser Asp Asp Arg Val Thr Tyr Ala
50 55

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ile Lys Arg

Ala

Ser

140

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
220

Val

Ile

Arg

Asp

60

Thr

66

Ser

Ala

125

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

205

Ser

Gln

Phe

Glu

45

Ser

Ala

Trp

110

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

190

Ala

Phe

Pro

Ser

30

Leu

Val

Gly

Gly

Ser

Ala

val

Ser

175

Thr

Cys

Asn

Gly

15

Phe

Val

Lys

Leu

Gln

val

Ser

Gln

160

Val

Leu

Glu

Arg

Glu

Ala

Ala

Gly

Gln
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65 70 75 80

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn Ala
85 90 95

Gln Thr Asp Leu Arg Asp Trp Thr Val Arg Glu Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

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

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Phe Val Gln Ala Gly
225 230 235 240

Glu Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Ser Ser Thr Leu Thr Phe Thr Pro
245 250 255

Tyr Arg Met Ala Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Asp Leu
260 265 270

Val Ala Asp Ile Ser Ser Gly Asp Gly Arg Thr Thr Asn Tyr Ala Asp
275 280 285

Phe Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ile Lys Asn Thr
290 295 300

Val Phe Leu Arg Met Thr Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr
305 310 315 320

Tyr Cys Asn Thr Phe Val Ser Phe Val Gly Ile Ala Arg Ser Trp Gly
325 330 335

Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
340 345
<210> 29

<211>3
<212> PRT

67
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<213> Artificial

<220>
<223> espaciador AA

<400> 29
Ala Ala Ala
1

<210> 30
<211>3
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> espaciador DKT

<400> 30
Asp Lys Thr
1
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REIVINDICACIONES
1. Un formato de unién a antigeno que consiste en:

- una primera proteina de fusion en la que el dominio constante CH1 de un anticuerpo esta fusionado
i) por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico y ii) por su
extremo C-terminal al extremo N-terminal de un anticuerpo de dominio Unico, en donde el dominio
constante CH1 de la primera proteina de fusién esta fusionado por su extremo C-terminal al extremo
N-terminal de un anticuerpo de dominio Unico a través del espaciador DKT v,

- una segunda proteina de fusion en la que el dominio constante CL de un anticuerpo esta fusionado
por su extremo N-terminal con el extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico.

2. El formato de unién a antigeno segun la reivindicacion 1, en el que dicho dominio CL es de una cadena ligera
lambda (A) o kappa (k).

3. El formato de unién a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones precedente, en el que dicho dominio CH1
es de una IgG, tal como IgG1, 1gG2, IgG3 o0 1IgG4, o de una IgA, IgD, IgE o IgM.

4. El formato de unién a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el anticuerpo de
dominio Unico es especifico para una molécula reguladora de una célula inmunitaria o para un antigeno del cancer.

5. El formato de union a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que consiste en

- una primera proteina de fusién que consiste en un dominio constante CH1 de un anticuerpo
fusionado directamente por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio
Unico, y fusionado a través del espaciador DKT por su extremo C-terminal al extremo N-terminal de
un anticuerpo de dominio Unico y,

- una segunda proteina de fusion que consiste en un dominio CL de un anticuerpo fusionado
directamente por su extremo N-terminal al extremo C-terminal de un anticuerpo de dominio Unico.

6. El formato de union a antigeno segun cualquiera las reivindicaciones precedentes, que es mono-, bi- o tri-especifico
hacia el antigeno.

7. El formato de unién a antigeno segun la reivindicacion 6, en el que dos anticuerpos de dominio Unico son especificos
para un antigeno de cancer y el ultimo anticuerpo de dominio Unico es especifico para una molécula reguladora de
células inmunes.

8. El formato de union a antigeno segun la reivindicacion 6, en el que el primer anticuerpo de dominio Unico es
especifico para un antigeno de cancer, el segundo anticuerpo de dominio Unico es especifico para una primera
molécula reguladora de las células inmunitarias, y el tercer anticuerpo de dominio Unico es especifico para una
segunda molécula reguladora de células inmunitarias.

9. Una molécula de acido nucleico que codifica un formato de unién a antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

10. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 9.

11. Una célula hospedadora procariota o eucariota transformada genéticamente con al menos una molécula de acido
nucleico segun la reivindicaciéon 9 o un vector segun la reivindicacion 10.

12. Un método para producir un formato de unién a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que
comprende las etapas que consisten en: (i) cultivar una célula hospedadora transformada segun la reivindicacion 11
bajo condiciones adecuadas para permitir la expresion de dicho formato de unién a antigeno; y (ii) recuperar el formato
de unién a antigeno expresado.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un formato de unién a antigeno segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

14. El formato de unién a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como medicamento.
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